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OZET

ENDEMIiK LATHYRUS L. TURLERININ ANTiMiKROBIiYAL VE
ANTITUMOR ETKILERININ ARASTIRILMASI

Fulya CELEBI

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hatice GUNES
Mayis 2012, 66 sayfa

Bu tez galismasinda, 9 farkli endemik Lathyrus L. tiirleri ve Mugla Sitki Kogman
Universitesi kampiisiinden toplanan 8 farkl1 tiiriin 6ziitlerinin mikroorganizmalar
tizerinde antimikrobiyal ve kanser hiicreleri iizerinde antitiimor etkileri arastirilmistir.
Antimikrobiyal aktivite deneylerinde 6 farkli mikroorganizma (Echerichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptomyces
albus, Micrococcus luteus) tizerindeki etki disk difiizyon metoduyla belirlenmistir.
Endemik Lathyrus L. etanol oziitlerinden en yiiksek etkiler; M. luteus iizerinde L.
brachypterus (13 mm), S. albus ve P. aeruginosa tizerinde L.cilicicus (13 mm)
olarak belirlenmistir Kampiis florasindan toplanan bitkilerin etanol dziitleri soxhlet
cihaziyla ve maserasyon teknigi ile elde edilmis olup 2 fakli teknik arasinda soxhlet
ile daha iyi sonu¢ veren Quercus coccifera meyve oOziitiiniin (15 mm) S. albus
tizerindeki etkisi diginda belirgin fark olmadigi goézlenmistir. Toplam 17 bitki
Oziitliniin  kanser hiicreleri tlizerindeki antitimor etkileri MTT analizi ile
belirlenmistir. Endemik 9 Lathyrus L. tiirlerinden 6 tanesinin, normal hiicre hatti
BEAS 2B’ye sitotoksik etki gostermeyip farkli kanser hiicrelerinin boéliinmeleri
tizerinde negatif etkisi oldugu belirlenmistir. En yiliksek antiproliferatif etki L.
tukhtensis oziitiinden (kontrole kiyasla 1,88 kat) DU145 hiicre hatti tizerinde olarak
tespit edilmistir. Sonug olarak, bitki 6ziitlerinin hi¢biri antimikrobiyal ve antitimor
aktivitelerde kullanilan pozitif kontroller kadar etkili olamamistir. Ug¢ aydan daha az
stirede saklanan taze Lathyrus L. tiirlerinden elde edilecek Oziitler s6z konusu bu
aktiviteler lizerinde daha etkili olabilir.

AnahtarKelimeler: Bitki Oziitii, Antimikrobiyal Aktivite, Antitimér Etki



ABSTRACT

INVESTIGATIONS ON ANTIMICROBIAL AND ANTITUMOR
ACTIVITIES OF ENDEMIC LATHYRUS L. SPECIES

Fulya CELEBI

Master of Science (M.Sc),
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice GUNES
May 2012, 66 pages

In this thesis, antimicrobial and antitiimdor activities of 9 different endemic Lathyrus
L. species and 8 different plant species from Mugla Sitki Ko¢man University
Campus were investigates. Antimicrobial activity was examined 6 different
microorganism (Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Streptomyces albus, Micrococcus luteus) by using disc diffusion
method. The highest effects of endemic Lathyrus L. extracts were observed on
M.luteus (13 mm) with L. brachypterus; S. albus and P. aeruginosa (13 mm) with L.
cilicicus. Ethanol extracts of plants from Mugla Sitki Kogman University campus
were obtained by using soxhlet equipment was the highest (15 mm zone diameter) on
S. albus bacteria compared to the other extracts obtained with both techniques.
Antitumor activities of total 17 plants extracts on cancer cell lines were analyzed by
MTT assay. Six of the 9 Lathyrus L. species did not show cytotoxic effect on BEAS
2B normal cell line; however they caused inhibition on cell proliferation of different
cancer cell lines. The highest antiproliferative effect which is 1,88-fold compared to
control was observed on DU145 cell line with L. tukhtensis. In conclusion none of
the plant extracts were as compatible as positive controls used on antimicrobial and
antitumor activities. Extracts obtained from fresh Lathyrus L. species stored not more
than 3 months might be more effective on such activities.

Keywords: Plant Extracts, Antimicrobial Activity, Antitumor Activity
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1. GIRIS

Tiirkiye biyogesitlilik agisindan Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan olmak iizere
3 fitocografik bolgenin kesisim noktasinda bulunmasindan dolay1 zenginlik
gostermektedir (Avci, 2005). iklim 6zellikleri, toprak yapisindaki gesitlilik, jeolojik
olarak farkli bir¢ok alana sahip olmasi gibi 6zellikleri Tirkiye’yi bitki zenginligi
acisindan One cikarmaktadir. Tiirkiye’de yayilis goOsteren bitki tiirlerinin sayisi,
Avrupa kitasinin tiimiinde yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisina yakindir. 2004
yilindaki verilere gore Tiirkiye’ nin tiir, alttiir ve varyete diizeyinde 12000 taksona
sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Erik ve Tarikahya, 2004; Avci, 2005). Endemik, sinirli
yayilisa sahip bitki gruplarini ifade etmektedir. Bu gruplar tiir, tiir alt1 ya da tiir listii
diizeyde olabilir. Endemizm ise bir bitki tiirliniin dar bir bdlgede bulunmasi
durumudur. Bir bitki sinirlar1 belli, dar bir alanda yayilig gosterirse o bitkiye endemik
bitki denir. Endemik bitkilerin yayilis alanlar1 birkag metrekareden bir kitaya
genisletilebilir fakat pratikte sadece bolgesel veya daha dar alanlarda yayilis gosteren
bitkiler endemik olarak kabul edilir (Kaya ve Aksakal, 2005). Tiirkiye’de dogal
olarak bulunan 8756 tiiriin yaklasik % 31’1 endemiktir. Alttiirler, varyeteler ve
hibritler buna dahil edildiginde bu oran % 33’e kadar ¢ikmaktadir (Davis, 1988).
Tiim Avrupa kitasinda 12500 acik ve kapali tohumlu bitki tiirii varken sadece
Anadolu’da yaklasik 11000 tiir oldugu ve bunlarin yaklasik tigte biri Tiirkiye’ye 6zgii
yani endemik tiirleridir. Bu veriler Tiirkiye nin sahip oldugu flora zenginligini agikca

ortaya koymaktadir (Atik vd., 2010).

Tiirkiye’nin komsu iilkelerinden Iran 8000 kadar bitkiye sahiptir ve endemik
bitkilerin sayisi, Tiirkiye'nin yaris1 kadardir. Yunanistan 5000 kadar bitki tiiriine
sahiptir ve bunlarin % 14,9’u endemiktir. Avrupa iilkelerinden Fransa’da endemizm
oran1 % 2.9 iken Ispanya’da % 18,6°dir. Polonya ise sadece 2450 bitki tiiriine

sahipken endemizm orant % 0,1’dir. Goriildiigii gibi Tiirkiye endemizm orani ve



bitki cesitliligi acgisindan neredeyse tiim Avrupa ile kiyaslanabilecek durumdadir
(Avci, 2005). Yeryliziinde 250.000 ile 500.000 arasinda bitki tiiriiniin bulundugu
ancak bunun % 1-10 kadarinin besin olarak insanlar ve hayvanlar tarafindan
kullanildig1r tahmin edilmektedir. Tibbi amagla kullanilanlarin ise bu orandan daha

fazla oldugu bilinmektedir (Cowan, 1999).

Bitkiler ¢ok eski zamanlardan giiniimiize kadar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Halk arasinda sifali bitkiler olarak bilinen ve dogal
olarak yetisen pek cok bitkisel drog mikroorganizmalarin sebep oldugu c¢esitli

hastaliklara kars1 denenmis giiniimiizde de bu aragtirmalar devam etmektedir

Bitkilerin mikroorganizmalar1 dldiiriicii ve insan saglig1 i¢in énemli 6zellikleri 1926
yilindan bu yana laboratuvar sartlarinda arastirilmaya baslanilmistir (Vonderbank,
1949; Digrak vd., 1999). Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de tibbi
acidan Onemli bulunan bitkiler hastaliklarin tedavisinde yiizyillardan beri halk
arasinda kullanilmaktadir. Diinya Saglik Teskilatt (WHO)'nin 91 {ilkenin
farmokopelerinde (kodeks) ve tibbi bitkileri yapilmis olan bazi yayinlara dayanarak
hazirladig1 arastirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar
20.000 civarindadir. Bunlarin 500 kadarmin tarimsal iretiminin yapildigi, ayrica
degisik amacla kullanilan bitkilerin ¢ok azinin farmokopelerde kayitli oldugu
bildirilmektedir. Tiirk kodeksinde kayith bitki sayis1 140 civarindadir. Oysa,
Tiirkiye’de tibbi amagla tiiketilen bitki sayis1 ¢ok fazladir, hatta bazi yayinlarda
bunun en az 500 civarinda oldugu kaydedilmektedir (Baytop, 1994).

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerindeki
calismalar, sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkilerden dolay:
dogal bitkisel iiriinlere karst olan ilginin artmasmi saglamistir. Bu amacla birgok
bitki kimyasali, mikrobiyolojik ve farmakolojik yonlerden etraflica arastirilmaktadir.
Tibbi bilesiklerin kaynagi olan bitkiler, antik ¢ag uygarliklarindan, giiniimiiziin
gelismis modern toplumlarina kadar pek ¢ok insan tarafindan sagligin korunmasinda
Oonemli bir ara¢ olarak kullanilmistir. Modern ilaglarin % 50°den fazlasinin dogal
irtin kokenli olmasi, bu durumun giiniimiizde de etkin bir sekilde devam ettigini
gostermektedir. Ornegin, gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’i saglik
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gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya
niifusunun % 80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi diisiiniiliirse, toplam diinya
nifusunun % 64’linln bitkileri tedavi amaglh olarak kullandigi anlasilmaktadir.
Gelismis iilkelerde ise recete ile satilan ilaglarin yaklasik % 25°1 bitkisel kokenli
kimyasallardir (Babaoglu, 2002).

Son yillarda biitiin diinyada, antibiyotiklerin gelisi giizel kullanimi nedeniyle, insan
patojeni bakterilerin ilaglara karsi diren¢ kazandigi tespit edilmistir. Yine ilaglara
direngli patojen fungus ve bakteriler nedeniyle AIDS, kanser gibi hastaliklarin
tedavisinin zorlastirdigr goriilmiistiir (Facey vd., 1999; Ahmad ve Beg, 2001). Bu
durum bilim adamlarin1 degisik kaynaklardan yeni antimikrobiyal bilesiklerin
arastirilmasi i¢in tesvik etmistir. Bitkilerin yeni antimikrobiyal ve kemoterapotik
maddelerin elde edilebilecegi, zengin bir kaynak olmasindan dolay: arastirmalar

ozellikle tibbi bitkiler iizerinde yogunlagmistir (Karaman vd., 2003).

Kanser, hiicre ve dokulari etkileyen karmagik bir hastaliktir (Klug ve Cummings,
2002). Giiniimiizde kanser bircok toplumda kalp ve damar hastaliklarindan sonra en
fazla Oliime yol agan hastalik grubudur. Kalp ve damar hastaliklarinda giderek
azalma egilimi gosteren Oliim oranlarina karsilik kanser oOliimleri hemen tiim
toplumlarda artmaya devam etmektedir Kadinlarda meme, akciger, gastrointestinal
ve tirogenital kanserlere daha ¢ok rastlanirken, erkeklerde akciger, gastrointestinal ve
iirogenital kanserler en sik rastlanilan kanserlerdir (Ruacan, 2003). Oliimciil bir
hastalik olarak bilinen kanser, hastalar1 ve ¢evresini moral olarak da etkilemektedir.
Bu nedenle giinlimiiziin en 6nemli mediko-sosyal sorunlarindan biridir (Kayaalp,
2000).

Kemoterapide uygulanan antikanser etkili bir ilag, kanser hiicresi {izerine toksik etki
gosterirken, ayn1 zamanda saglikli hiicreler iizerine de toksik etki gdstermekte ve
etkilenen saglikli hiicrelerin bulundugu organlarin tahrip olmasina neden olmaktadir.
Antikanser ilaclarin istenmeyen bu yan etkileri 6liim ile sonuglanabilmektedir.
Bunun yani sira, yapilan ¢alismalarda kanser kemoterapisi uygulanan hastalarda
tedavide kullanilan antikanser ilaglara karst diren¢ olustugu belirlenmistir.
Kemoterapi kanserli hastalarin % 80’ini 1yilestirebilmekte, ancak % 20’lik
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boliimdeki hastalarin  kanser hiicreleri kemoterapotik ilaglara karst direng
gelistirmekte ya da oOliimciil toksisite olusturmaktadirlar (Korkmaz vd., 2002).
Bundan dolay1 giinlimiizde kanser tedavisinde uygulanan temel yoOntemler ve

kullanilan ilaglarin yetersiz oldugu diistiniilmektedir.

Arastirmalarin asil amaci en az toksisite ile daha etkili bir tedavi saglamaktir. Bu
ama¢ dogrultusunda son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda c¢esitli kanser tiirlerine
kars1 sentetik ve bitkisel ilaclarin antikanser etkileri arastirilmaktadir. Ozellikle
bitkilerden elde edilen oziitler ile yapilan ¢alismalar daha {imit verici sonuglar ortaya
koymaktadir. Avrupa iilkeleri basta olmak iizere diinyanin birgok iilkesinde bu konu
ile ilgili calismalar yogun sekilde yiiriitilmektedir (Lee, 1999; El-Shazyl vd., 2000;
Turan, 2003; Zhao vd., 2005).

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Tez ¢alismasinda Tirkiye’nin gesitli lokasyonlarindan toplanmig Lathyrus genusuna
ait 9 endemik tlirlin etanol Oziitlerinin ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde
antimikrobiyal etkileri arastirilmis ve ayrica s6z konusu bitki ekstreleri ¢esitli kanser
hiicre hatlar1 ile muamele edilerek hiicre biiylimesi lizerindeki etkileri arastirilmistir.
Boylece elde edilen verilerle Lathyrus tiirlerinin antimikrobiyal ve antitimor
potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Buna ilave olarak Mugla Sitki Kogman
Universitesi kampiisiinden toplanan baz bitkilerin etanol dziitlerin de antimikrobiyal

ve antitimor etkileri incelenmistir.

1.2. Kaynak Ozetleri

[lk antibiyotik Alexander Fleming tarafindan 1929°da Penicillium kiifii ile kontamine
agar plaginda sitafilokoklarin iiremesinin inhibe oldugunu gormesi ile kesfedilmistir.
Penisilin direnci ilk olarak 1940’larin ortalarinda saptanmistir (Cohen ve Tartasky,

1997). Antimikrobiyal ilaglara Ozellikle de antibiyotiklere karsi enfeksiyoz
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hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi klinik bir problem
haline gelmis, insanlar yeniden dogal antimikrobiyallere yonelmisler ve bu konudaki
caligmalar hiz kazanmistir (Oksay vd., 2005). Bilim insanlar1 diren¢ gelistiren
bakterilere karsi koyabilmek igin alternatif antibiyotik ajan tiretme ¢alismalarini hizli
bir sekilde siirdiirmektedirler. in vitro kosullarda yapilmis pek ¢ok calismada
bitkilerden elde edilen oOziitlerin ve bu Oziitlerden saflastirilan bilesiklerin

antimikrobiyal aktivite gosterdigi ¢ok sayida arastirmaci tarafindan rapor edilmistir
(Sibanda ve Okoh, 2007).

Bitkilerin mikroorganizmalar iizerinde oldugu kadar kanser hiicreleri {izerinde de
sitotoksik etkisi yillardir aragtirmacilarin ilgi odagi durumundadir. Kanser hastaligi,
toplumda kardiyovaskiiler hastaliklarinin ardindan gelen en Onemli o6lim
sebeplerindendir. 1850’ lerde diinyada goriilen kanser oran1 % 0,5 iken, 1946’da %
11, 1970’ te % 16 ve 1994 yilinda yaklasik % 20 oldugu kayithdir. Istatistiksel
sonugclar, sasirtict olarak toplumun {igte birinin hayatlarinda bir defa kanser hastaligi
ile karsilasacagini gostermektedir (Pirildar, 2006). Bitkilerden elde edilen dogal
triinler farmasotik endiistrinin ilag gelistirme programlarinda ciddi bir Oneme
sahiptir (Nair vd., 2005). 1983 ve 1994 yillar1 arasinda onaylanmis yeni ilaglarin
%41’inin kaynagi, dogal iirlinlerdir. Sadece antimikrobiyal ve antikanser ozellik
acisindan incelendiginde, bu oran daha da yiikselmektedir. Her ikisi i¢in de

kullanilan dogal iiriin kaynagi oran1 % 60’lar1 gegmektedir (Ozmen, 2008).

Gilinlimiizde bitkilerden 6ziitlenerek tiim diinyada tibbi tedavide kullanilan 119 adet
ilag bulunmaktadir. Bu nedenle ilag gelistirme ¢alismalarinin birinci basamagi olarak
bitkilerin arastirilmasi mantikli bir gerekg¢e olarak goriilmektedir (Farsnworth, 1990).
Ulkemiz zengin bitki florasina sahip oldugundan biitiin diinya iilkelerinde oldugu
gibi tibbi bitkilerin arastirilmasi ve incelenmesi konusu iilkemizde de dikkatleri

tizerine ¢ekmistir (Baydar, 2005).

Polisakkaritler, proteinler, yaglar ve niikleik asitler tim canlilarin oldugu gibi
bitkilerin de temel yap1 taslaridir ve bunlar primer metabolitler olarak
isimlendirilirler. Bunun yaninda bitkiler hemen hemen sinirsiz aromatik madde
sentezleme yetenegine sahiptirler. Bu maddelerin ¢cogu fenoller ve bunlarin oksijen
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tirevleridir. Bu tiirevlerin ¢ogu sekonder metabolitler olup 12.000 kadar1 izole
edilmistir. Yiiksek yapisal cesitlilikte olan sekonder metabolitler yiiksek bitkilerin
tiimiinde mevcuttur. Bu metabolitler bitkinin varhi§i agisindan ¢ok Onemli
olmamalarina ragmen genellikle tiirlerin yasamlarmi siirdiirmelerinde anahtar rol
tistlenmektedir. Bitkilerde bulunan bu metabolitler mikroorganizmalara, boceklere ve

otcullara karst savunma mekanizmasi olarak gorev yapar (Wink, 2003).

Yiiksek bitkiler farkli biyolojik aktivitelere sahip, ¢ok sayida farkli kimyasal
bilesenler {iretirler (Hamburger ve Hostettmann, 1991). Bitkilerin iyilestirici etkisi
dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit olarak adlandirilan kimyasallarin ve
bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan kaynaklanir. Boyadan gida endiistrisine
kadar cesitli alanlarda kullanilan bu aktif dogal iiriinlerin biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesiyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Ozellikle in vitro
antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ¢alismalarindan elde edilen olumlu sonuglar,
yeni antimikrobiyal ajan ve dogal antioksidan madde gelistirme g¢aligmalart igin
bitkilerin yeni ve zengin birer arastirma kaynagi olarak goriilmelerine neden

olmaktadir (Esen, 2008).

Bazi bakteri veya mantar tiirii mikroorganizmalar tarafindan {ireme ortamlarinda
olusturulan ve terapotik dozlarda, baska mikroplar i¢in lireme durdurucu ve oldiirticii
etki gosteren antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en ¢ok kullanilan
kemoterapoétiklerdir. Antimikrobiyal ilaglar, hastanin normal hiicrelerine zarar
vermeden, enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar1 o6ldiirebilme yetenegi

nedeniyle enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkilidir (Bilgehan, 1989).

Gliniimiizde antibiyotikler mikroorganizmalarin sebep olduklar1 hastaliklarla
savagsmakta yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ancak yan etkilerinin fazla olmasinin
yani sira bakterilerin bu antibiyotiklere direng gelistirmesine neden olmalarindan
dolayr ve ayrica maddi yonden kiilfetli olmalar1 bilim adamlarinmi toksik etkisi
olmayan ya da Onemsiz denecek kadar az olan, maddi ydnden ucuz olan
kaynaklardan antibiyotik eldesine yoneltmistir. Iste bu antibiyotik eldesinde
giinlimiizde alternatif olarak kullanilan kaynaklar tibbi kokeni olan bitkiler basta
olmak tizere, makrofungus ve algler gelmektedir (Diilger, 1999).
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Ik zamanlarda bircok antibiyotik grubu, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
olduk¢a etkin bir sekilde kullanilmistir. Fakat ileriki yillarda direng gelisimi
goriilmeye baglanmistir. Direng gelisimi ve yayilimi genellikle gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik kullanimina baglanmakla birlikte, 1940'li yillarda antibiyotiklerin
kullanilmadig1 bazi adalardaki toprak ve diski Orneklerinde tetrasiklin ve
streptomisine direngli bakterilerin bulundugu, antibiyotik direncinin yalnizca yaygin
antibiyotik kullanim1 sonucu degil, bakterilerin negatif ¢cevre kosullarinda yasamini
siirdiirmek i¢in kullandig1 savunma silirecinin bir parcasi oldugu da belirtilmektedir.
Ancak antibiyotiklerin yogun bir sekilde kullanima girmesi ile birlikte yillar icinde
cogul diren¢li mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve bunlarla olusan enfeksiyonlarin
sagaltiminda biiylik sorunlar yaganmaya baglanmistir. Giiniimiizde tiim diinyada bir
yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken, 6te yandan bu ilaglara siiratle direng
kazanan mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar bildirilmekte ve sorunun
boyutlart giderek biiyiimektedir (Cohen, 1992; Gold ve Moellering, 1996; Tenover
ve Hugles, 1996; Yiice, 2001). 20.ylizyilin ikinci yarisindan itibaren, sentetik
ilaglarin zamanla, hastaliklarin yeni irklarina karsi etkisiz kaldigi, bir¢ok yan ve
toksik etkilerinin oldugu anlasilmis ve yeniden bitkisel kokenli dogal ilaglara olan

ilgi artmaya baslamistir (Baydar, 2005).

Bilinen tiim antibiyotiklere direnc¢ gelistirmekte olan bakterilerde, ilag direncliligi
artmakta ve yayilmaktadir. Bu nedenle ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin
kullanilmast onerilmektedir ve bazi geleneksel bitkiler antimikrobiyaller olarak
kullanilmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006). Bitki kaynakli aktif dogal trtinlerin
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ile ilgili ¢cok sayida ¢alisma yapilmaktadir.
Ozellikle giiniimiizde yeni antimikrobiyal ajan ve dogal antioksidan madde
gelistirme ¢aligmalarinda bitkiler on plana ¢ikmasina ragmen antibiyotigin
1940’1arda ortaya ¢ikisindan sonra bitkisel oziitlerin antibiyotik olarak kullaniminda

belirli bir siire diislis gézlenmistir (Cowan, 1999).

Mikroorganizmalara karst modern kemoterapinin ilk kullanimi, 1930°lu yillarda
stilfonamidlerin, 1940 larda penisilinlerin ve 1940’larin ortalarinda streptomisinin

kesfi ile baslamistir. Penisilin direnci ilk olarak 1940’larin ortalarinda saptanmistir



(Cohen ve Tartasky, 1997). 1950 yilinda penisilin, tetrasiklin, streptomisin ve
eritromisine direngli, hastane kaynakli Staphylococcus aureus salgini olmustur. Ayni
yillarda Klebsiella, Proteus ve Pseudomonas tiirleri gibi bazi antibiyotiklere direngli
Gram- negatif organizmalarin etken oldugu infeksiyonlara rastlanmistir. 1960°larda
penisilinaza dayanikli penisilinlerin kullanima girmesiyle Staphylococcus aureus
infekiyonlart sorunu biiyiikk oranda c¢oziimlenmistir. Sonraki yillarda hastane
infeksiyonlar1 etkenleri arasinda Gram negatif bakteriler de dnem kazanmistir. 1970
yillarin sonlarinda gonokoklarin c¢ogu penisiline direngli hale gelmislerdir. Bu
donemde dikkati ¢eken olgu ¢ogu antibiyotie ve diger ajanlara dayanikli

Staphylococcus aureus infeksiyonlarinin salgin olmasidir (Vandenbroucke, 1993).

Yeni antibiyotikler ilk kesfedildikleri anda her ne kadar etkileri giiglii olsa da bir siire
sonra bakteriler bu antibiyotigin bakterisidal etkisine karsi direng gelistiriler. Ilag
varliginda yasayabilen bu bakteriler gen mutasyonlar1 veya direng genleri
gelistirebilecek  Ozelliktedir. Direngli  bakteriler konjugasyon yoluyla yeni
kazandiklar1 diren¢ genlerini diger bakterilere de aktarabilirler. Bulastiric1 ve
oldiiriicti 6zelliklerinden dolay1 bu antibiyotik direngli organizmalar siiper bakteriler
olarak adlandirilirlar (Rybak, 2004). Bununla birlikte bilim insanlar1 direng gelistiren
bakterilere karsi koyabilmek i¢in alternatif antibiyotik ajan tiretme ¢aligmalarin1 hizl
bir sekilde siirdiirmektedir. Bu asamada tibbi bitkiler igerdikleri tanen, terpenoid,
alkaloid, flavonoid gibi sekonder metabolitlerden dolayr ilgi odag haline
gelmislerdir. /n vitro kosullarda yapilmis pek cok calismada bitkilerden elde edilen
oOziitlerin ve bu oziitlerden saflastirilan bilesiklerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi

cok sayida arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Sibanda ve Okoh, 2007).

Genel olarak kullanilan bircok antibiyotige karsi patojen bir bakterinin direng
gelistirmesi nedeniyle enfeksiyonlara kars1 savasta, direng problemini yenmede ve
bugiin mevcut antimikrobiyal ajanlarin meydana getirdigi yan etkilerden dolay1, yeni
antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi i¢in ¢alismalarin yapilmasi zorunludur (Shtayeh

vd., 1998).

Fitoterapide saflagtirllmig aktif bilesenler yerine bitkinin tamaminin kullanilmast,
geleneksel tipta farkli etken maddeleri iceren ilaclarin ayni anda uygulanmasi, ilag
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etkilegsmeleri ve yan etkileri nedeniyle farklilik gostermektedir. Fitoterapide bitkinin
tamaminin kullanilmasiyla igerdigi farkli bilesenlerin sinerjik etki gostermesine veya

toksisistesinin tamponlanarak azalmasina neden olur (Poppenga, 2002).

Sentetik olarak Ttretilen ilaglar bitkilerdeki herhangi bir aktif maddenin izole
edilmesiyle yapilir ve bu nedenle hastalik etmeni mikroorganizmalar bu sade yapiya
kars1 kisa zamanda dayanikli irklar olusturarak ilaclari etkisiz hale getirebilirler.
Fakat bitkilerdeki aktif maddeler diger maddelerle kompleks bir yap1
olusturduklarindan hastalik etmenlerinin bu yapilara kars1 dayanikli hale gelmeleri
daha zor olmaktadir. Cogu zaman bitkisel kokenli ilaglarin patojenlere kars: etkinligi
az fakat kullanilma siiresi daha uzun olmaktadir (Ozer vd., 2001). Bu nedenle 1981-
2002 yillar1 arasinda yeni tamimlanmis tedavide kullanilma potansiyelleri olan
kimyasal yapilarin % 28’1 dogal {irlin veya tiirevidir. Kalanin % 20’lik kismi da
sentetik trtinlerdir. 2001-2002 yillar1 arasinda diinyada satilan ilaglarin % 25’1 dogal
tirtin veya sentetigidir (Balunas ve Kinghorn, 2005).

Son yillarda bitkisel ilaglarin kullantminin artmasiyla fitoterapiye ilgi de artmustir.
Gelismekte olan ve geligmis iilkelerde ticari 6nem kazanmasindan dolay1 geleneksel
ilaglarin tiretimi ve kullanimi yayginlagmaktadir. Diinya marketlerinde bu tip ilag
pazarmin 60 milyon dolara, yillik biiyime hizinin % 5-15 diizeyine ulastigi
bildirilmektedir. ABD’de son 50 yilda halkin bitkisel ilaglara ilgisi % 34-42 oraninda
artmistir (Roy-Byrne vd., 2005). Bitkilerdeki antimikrobiyal bilesenler, kullanilan
mevcut antimikrobiyallerden farkli mekanizmalarla bakteriyel gelisimi inhibe
edebilmekte ve bu sayede direncli mikrobiyal suslarin tedavisinde 6nemli oranda

klinik sonuglar elde edilebilmektedir (Eloft, 1988).

1.2.1. Bitki oziitlerinin antimikrobiyal etkileri

Scrophulariaceae familyasina ait Hatay endemigi Verbascum pinetorum (Boiss.) O.
Kuntze.den elde edilen 5 farkli 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesinin belirlendigi
calismada disk diflizyon yontemi kullanilarak sekiz adet gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Listeria
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monocytogenes ATCC 7644, Enterococcus gallinarium CDCNJ-4, Enterococcus
faecium NJ-1 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 ), alt1 adet gram negatif bakteri
(Escherichia coli 0157 H:7, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi NCTC
8394 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218,
Haemophilus influenzae ATCC 49247 ) ve bir adet fungus (Candida albicans ATCC
10231) fizerinde test edilmistir. Non-polar Oziitlerden hekzan, diklorometan ve
methanol/kloroform o6ziitlerinin, polar methanol/su 6ziitiiniin ve direkt methanol
Oziitlinlin toplam olarak ii¢ adet gram pozitif, iki adet gram negatif ve maya suslar
tizerinde cesitli diizeylerde antimikrobiyal etkileri gozlenmistir. Buna gore V.
pinetorum bitkisinden elde edilen Oziitlerin genel olarak bazi patojen

mikroorganizmalarin liremesini engelledigi belirlenmistir (Esen, 2008).

Yenilebilir bir bitki olan Zingiber officinalis’ in etil alkol ve kloroform oziitlerinin 8
mikroorganizma iizerinde disk difiizyon yoOntemiyle antimikrobiyal etkilerinin
arastirildigr ¢alismada zencefil 6ziitiiniin mikroorganizmalarin 5’inde iiremeyi inhibe
etigini ancak Escherichia coli ATCC11230, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 iizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigin1 gostermistir (Nalbantsoy vd., 2008).

Tibbi ve ticari amagli kullanilan Pimpinella anisum (L.) (tohum), Coriandrum
sativum (L.) (tohum), Glycyrrhiza glabra (L.) (kok), Cinnamomum cassia Blume
(kabuk) wve Juniperus oxycedrus (L.) (tohum)’un alkol, etil asetat, aseton ve
kloroform o6ziitlerinin antimikrobiyal etkileri in vitro olarak Bacillus brevis FMC 3,
Bacillus cereus EU, Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus subtilis IMG 22,
Bacillus subtilis var. niger ATCC10, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae
FMC 5, Listeria monocytogenes SCOTT A, Micrococcus luteus LA 2971,
Mycobacterium smegmatus RUT, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ve Yersinia enterocolitica O:3 P 41797 ‘ya kars1 agar difiizyon metodu
ile aragtiritlmistir. Arastirma sonucuna gore Coriandrum sativum tohumu adi gegen
bakterilere karst inhibisyon zonu olusturmazken diger bitkilerin farkli solventlere
gore hazirlanan oziitlerinin mikroorganizmalara kars1 inhibisyon etkilerinin oldugu

belirtilmistir (Ates ve Erdogrul, 2003).
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Kahramanmaras ve Hatay yoresinden toplanan Parmelia furfuracea (L). Zopf.,
Crocus chrysanthus (Herbert) Herbert, Rumex scutatus, Myrtus communis L. subsp.
communis Ic: Sibth. & Sm., Asphodelus aestivus L., Eugenia caryophyllata Thunb.
Kloroformla hazirlanan bitki Oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.
Elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal etkisi disk difiizyon metoduna gore Bacillus
megaterium DSM 32, Bacillus subtilis IMG 22, Bacillus brevis FMC 3, Escherichia
coli DM, Kiebsiella pneumoniae FMC 5, Enterobacter aerogenes CCM 2531,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Staphylococcus aureus COWAN 1, Listeria
monocytogenes SCOTT A, bakterileri ve Candida albicans CCM 314,
Saccharomyces cerevisiaer WET 136 mayalar1 iizerinde denenmistir. Parmelia
furfurace (L) Zopf. , Myrtus communis L. subsp. communis Ic: Sibth. Ve Sm.,
Eugenia caryophyllata Thunb. Test edilen mikroorganizmalarin gelismelerini degisik

oranlarda engelledigi arastirmacilarca tespit edilmistir (Ilgim vd., 1998).

Tiirkiye florasinda bulunan 35 tibbi bitkinin farkli kisimlarindan farkli solventlerle
hazirlanan 76 ham 6ziit ve bu test bitkilerin fraksiyonlar1 Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, Escherichia coli, Clostridium perfringens
ve Candida albicans {izerinde in vitro olarak antimikrobiyal etkileri arastirilmistir.
Yapilan bu deneyde 8 bitki tiirlinden elde edilen 16 oziitiin test edilen
mikroorganizmalarin en az birinde olmak {izere ¢esitli derecelerde inhibisyon etki
gosterdikleri, diger oziitlerin test mikroorganizmalarina karsi etkili olmadiklar

belirtilmistir (S6kmen vd., 1999).

Iki farkli Lathyrus tiiriiniin (Lathyrus ratan; ticari varyete ve L. aphaca; yabani
varyete) tohumlarinin butanolik 6ziitlerinin in vitro antibakteriyal aktivitelerinin test
edildigi calismada patojen mikroorganizmlara karsi antibakteriyal aktivite disk
diflizyon yontemi ile zon caplar dlciilerek yapilmistir. Maksimum inhibisyon ¢ap1 L.
ratan tiiriinde gram pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus da gézlenmistir. L.
aphaca Klebsiella pneumoniae bakterisinde aktiflik gostermemistir. L. ratan
ekstresinin L. aphaca'dan daha aktif oldugu gozlenmistir. Buna karsilik Bacillus
subtilis her 2 tohum ekstresinden de en az etkilenen bakteri oldugu tespit edilmistir
(Khan vd., 2009).
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Valsaraj vd. (1997), Hindistan’da gelencksel olarak kullanilan 78 bitki tiirliniin
etanol oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerini agar dilisyon metodunu kullanarak
incelemisler ve ekstrelerin S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans,
A. niger mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktivite gdsterdiklerini

belirlemiglerdir.

Rajbhandari ve Schopke (1999) yaptiklart ¢alismada, 13 Nepal tibbi bitkisinin
antimikrobiyal aktivitesini incelemisler, biiylik ¢ogunlugunun Gram pozitif bakteriler
(Bacillus  subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus flavus) iizerinde
antimikrobiyal aktivite gdsterdigini, ¢ok az bir kisminin Gram negatif (P. mirabilis,
S. marcescens ve E. coli) bakteriler ve bir maya tiirii (C. maltosa) tizerinde zay1f bir

aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Kabouche vd. (2005) yaptiklari ¢alismada, Salvia jaminiana bitkisinin aseton
ekstrelerinden elde ettikleri bilesikleri antimikrobiyal yonden incelemisler ve test
mikroorganizmalar (E. coli, K. pneuminiae, P. mirabilis B. subtilis, S. aureus, S. a-
hemolitic) tizerinde dikkate deger Olgiide antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini

bulmuslardir.

Sudhakar vd. (2006), Euphorbia hirta, Caesalpinia pulcherrima ve Asystasia
gangeticum bitkilerinin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirdigi bir ¢caligmada, bu
bitkilerin etanol 6ziitlerinin tiimiiniin test mikroorganizmalari (E. coli, P. vulgaris, P.
aeroginosa, B. subtilis, B. pumilus, S. aureus, S. fecalis, C. albicans, A. niger, R.

oligosporus) iizerinde etkili oldugunu belirlemislerdir.

Vitex agnus-castus L. (Hayit)’un antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir
calismada, bitkiden hazirlanan etil asetat, aseton, kloroform ve etanol Oziitlerinin
antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon metoduna gore baz1 Gram pozitif bakteriler
(Listeria monocytogenes, B. cereus, B. subtilis, B. brevis, B. sphaericus, B.
megaterium, Sarcina lutea, Micrococcus luteus, M. flavus, M. roseus, S. aureus, S.
epidermidis, ve Corynebacterium glutamicum, C. xerosis), bazi Gram negatif
bakteriler (Aeromonas hydrophila, P. vulgaris, Serratia marcescens, Alcaligenes

feacalis, A. eutrophus, S. parathyphi, S. thyphi, S. thyphimurium, Klebsiella
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pneumoniae, Citrobacter freundii, Bordatella bronchiseptica, Erwinia amylovora, P.
fluorescens, P. aeruginosa, P. extorquens, P. putida ve Xanthomonas campestris),
asit-faz oOzellik gosteren Mycobacterium smegmatis ve bazi maya kiiltiirleri
(Kluyveromyces fragilis, C. albicans, C. utilis, Hansenula sp., Rhodotorula rubra,
Debaryomyces sp., Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces sp., Torulopsis
sp. ve Torula sp.) tlizerinde denenmistir. Bulgulara gore Vitex agnus-castus L.
Oziitlerinin, aragtirmada kullanilan Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gostermesine ragmen, Gram negatif bakteriler ve maya kiiltiirleri iizerine

antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 saptanmistir (Diilger vd., 2002).

Finlandiya'dan toplanan Thymus vulgaris'in antimikrobiyal etkisi, E. coli, S. aureus,
Aspergillus niger ve C. albicans tizerinde calisilmistir. T. vulgaris oziitiiniin S.
aureus tizerinde zayif, E. coli {izerinde belirgin bir etkisi goriilmiistiir. Ayn1 6ziitiin
A. niger ve C. albicans iizerinde herhangi bir etkisi belirlenmemistir (Rauha vd.,
2000).

Yapilan bir ¢alismada, Umbelliferae familyasina ait Angelica archangelica,
Coriandrum sativum, Cuminum cyminum, Foeniculum vulgare, Heracleum persicum,
Petroselinum sativum, Pimpinella anisum’a ait ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri
agar difiizyon teknigi kullanilarak, E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis ve S. aureus
bakterilerine karsi denenmis, bunlardan C. sativum ugucu yag1 bu bakterilere karsi
sirastyla 10.0, 9.0, 7.3 ve 11.3 mm'lik inhibisyon zonlar1 olusturarak etki
gostermigtir. F. vulgare bitkisine ait ugucu yagin ise 10.3 mm inhibisyon zonuyla S.
aureusa kars: etki gosterdigi, B. cereus'a kars1 ise gdstermedigi bildirilmistir (Iscan
vd., 2004).

1.2.2. BitKi oziitlerinin antitiimor etkileri

Cesitli Tunus zeytin varyetelerinden elde edilen zeytin yapraklarmin %70’lik
etanolik ozitlerinin antikanser aktivitesi HL-60 hiicre hattinda arastirilmistir. Elde
edilen 6ziitiin 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini

doza bagli olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (Abaza vd., 2007).
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Giliney Afrika’ya endemik olan ve gesitli hastaliklarda tibbi bitki olarak kullanilan
Sutherlandia frutescens bitkisinin %70’lik etanolle hazirlanan oziitlerinin MCF-7
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri zaman (24sa, 36sa, 48sa ve 72sa) ve doz
bagimli (0.5 mg/ml-2.5 mg/ml) arastirilmistir. Bu ¢alismada bitki ozitlerinin kiiltiir
ortamindaki kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisinin oldugu belirtilmistir (Stander

vd., 2007).

Cin’de geleneksel tedavide kullanilan Buplerum scrozonerifolium’un akciger
kanserinde hiicre ¢ogalmasina karsi aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan bu
calisma sonucunda bu bitkiden elde edilen aseton Oziitlinlin insan akciger kanseri

hiicrelerinde, hiicre ¢cogalmasini inhibe ederek apoptozisi uyardigi rapor edilmistir
(Cheng vd., 2005).

Banglades’de halk arasinda ila¢ olarak kullanilan bitkilerin antikanser
potansiyellerinin arastirildigr calismada, 11 bitki incelenmistir. Bu 11 bitkiden
3’tintin (Oroxylum indicum, Moringa oleifera ve Aegles marmelos) antikanser

bilesiklerinin kaynagi olabilecegi rapor edilmistir (Costo-Lotufo vd., 2005).

Scrophularia ningpoensis Hemsl. tiiriiniin koklerinden elde edilen oleanonik asit ve
ursolonik asitin, MCF7 (meme kanseri), K562 (16semi) ve A549 (akciger kanseri)
gibi insan kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik oldugu bulunmustur (Nguyen vd.,

2005).

Stevia rebaudiana yapraklarinin aseton 6ziitii HEp2 (insan hepatoma) hiicre hattina
sitotoksik etkisinin arastirildigi calismada Vero (Afrika yesil maymun bobrek epitel
hiicresi) hiicre hattina toksik olmadigi bununla birlikte HEp2 hiicrelerine antikanser

Ozellik gosterdigi ve hiicre ¢cogalmasini inhibe ettii gosterilmistir (Jayaraman vd.,
2008).

Bir diger calismada Pfaffia paniculata nin biitanolik 06ziitii ile 48 saat farkli dozlarda
muamele edilen MCF-7 (meme kanseri) hiicreleri iizerinde biiylime baskilayici etki
gosterdigi ve inhibitoér 6zelligin en etkili oldugu doz belirtilmistir (Nagamine vd.,

2009)
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Halk arasinda tedavi amacgli da kullanilan Argemone mexicana’nin etanolik oziitii
insan akciger (A-549), larinks karsinoma (Hep-2) kolon (502713 HT-29) ve
noroblastoma (IMR-32) hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etkisi arastirilmis ve

maksimum aktiviteyi kolon kanseri hiicrelerinde gosterdigi belirtilmistir (Verma vd.,

2010).

Tanzanya geleneksel tibbinda kullanilan 9°u kanser; 38 ‘i diger bagka hastaliklara
kars1 olmak iizere 47 bitkinin HeLa, HT29 (servikal kanser), A431 cilt kanser hiicre
hatlar1 iizerine sitotoksik etkilerinin arastirildigi calismada kansere kars1 kullanilan 9
bitkiden 2’sinin; diger 38 bitkiden ise 14’{iniin sitotoksik etki gosterdigi A431 hiicre
hattinin diger hiicre hatlarina gére daha duyarli oldugu rapor edilmistir (Kamuhabwa

vd., 2000).

Tayland geleneksel tedavide kullanilan 14 bitkinin %350’lik etanol Oziitii insan
malignant hepatoma hiicre hatti (HepG2) iizerine sitotoksik etkilerinin arastirildigi
calismada Oziitlerden Polyalthia evecta ve Erythroxylum cuneatum’ un potansiyel

antikanser etkilerinin oldugu gosterilmistir (Prayong vd., 2008).

Yenilebilir bir bitki olan Zingiber officinalis’ in etil alkol ve kloroform o6ziitlerinin
HelLa (servikal kanser) ve (L929) fare fibroblast hiicre hatlari {izerine sitotoksik
etkisi arastirilmistir. MTT sonuglart her iki 6ziitliin de kanser hiicrelerine karsi doza

bagimli olarak etkili oldugunu géstermistir (Nalbantsoy vd., 2008).

Brezilya savanlarinda yetisen 50 bitki tiiriiniin ¢esitli solventlerle hazirlanmig 412
ozitic HCT-8 (insan kolon karsinom), MDA-MB-435 (melanoma), SF-295 (beyin)
timor hiicre hatlarina sitotoksik etkileri arastirilmis ve 28 6ziitiin bir ya da daha fazla
hiicre hattinda en az % 85 oraninda olmak iizere hiicre ¢ogalmasini inhibe edici

ozelliklerinin oldugu rapor edilmistir (De Mesquita vd., 2009).

Arjantin geleneksel tibbinda kanser ve iliskili hastaliklarda kullanilan 8 bitkinin
(Achyrocline satureioides, Aristolochia macroura, Celtis spinosa, Chenopodium
ambrosioides, Lithraea molleoides, Petieria alliacea, Plantago major ve Schinus

molle) metanolik oziitlerinin HepG-2 (insan malignant hepatoma) hiicre hatti
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tizerinde sitoksik etkileri aragtiritlmis ve A. satureioides, A. macroura, L. molleoides
ve S. molle bitkilerinden hazirlanan metanolik 6ziitlerin artan doza bagl olarak en iyi

aktiviteyi gosterdikleri bulunmustur (Ruffa, 2005).

Scutellaria lindbergii’ nin total metanolik 6ziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin ve
fraksiyonlarinin AGS (insan gastrik adenokarsinom), HelLa (insan serviks karsinom),
MCF-7 (insan gogiis kanser hiicre hatt1), ve PC12 (sican pheochoromocytoma hiicre
hatt1) tizerinde sitotoksik etkisinin arastirildigi ¢alismada doza bagl olarak sitotoksik

etki gosterdigi ve en etkili fraksiyonu belirtilmistir (Tayarani-Najaran vd., 2010).

1.2.3. Lathyrus cinsi genel bilgi

Lathyrus L. cinsi Leguminosae (Fabaceae) familyasinin Papilionoidae alt familyasi
ve Vicieae tribusundan olup yeryliziinde yaklasik 200 tiir ile temsil edilmektedir.
Lathyrus cinsi yeryiiziinde 13 seksiyon yaklagik 300 tiir (Kupica, 1983) Tiirkiye
Florasi’nda 10 seksiyonda toplanmuisg tiir, alttiir, varyete seviyesinde 20’si endemik
yaklagik 75 takson icermektedir. Lathyrus cinsinin Tiirkiye’deki endemizm orani
yaklasik % 30°dur. Tez calismasi1 kapsaminda kullanilan bitkiler Lathyrus cinsinin
Platystylis (Sweet) Bassler. seksiyonunda yer alan taksonlaridir. Platystylis 16 takson
ile temsil edilir, 10 takson endemiktir ve endemizm oran1 % 62.5’ tir ve genellikle
Dogu ve Giineydogu Anadolu’da yayilis gosterir (Davis, 1970, 1988; Giiner vd.,
2000).
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Tez Kapsaminda Kullamilan Malzemeler

Tez kapsaminda kullanilan endemik bitkiler Yrd. Dog. Dr. Fatma GUNES (Kafkas
Universitesi) tarafindan saglanmustir. Diger bitkiler ise Mugla Sitki Kogman
Universitesi kampiisii’nden toplanmistir. Tez kapsaminda kullanilan endemik bitkiler

Cizelge 2.1." de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tez kapsaminda kullanilan endemik bitkiler

Bitki Ad1 Toplanma Lokasyonu Toplanma Tarihi
L. brachypterus Cel. Aksaray-Hasan Dagi 09.07.2008
L. haussknechtii Cel. Van-Piriesit Dagi 12.06.2008
L. karsianus P.H.Davis Kars-Sartkamis Isnos Cayiri 07.08.2007
L. satdaghensis P.H.Davis Hakkari-Yiiksekova Daglica Yolu 07.06.2008
L. nivalis Hand.-Mazz Tunceli-Ovacik-Munzur Dagi 11.07.2009

L. armenus (Boiss. & Huet Sirj.)  Sivas-Cumhuriyet Universitesi Kampiisii 18.07.2009

L. tukhtensis Czecz Gilimiishane-Karaca Magarasi Girisi 15.07.2009
L. elongatus (Bornm) Sirj. Mersin-Giilek Koyt 30.04.2008
L. cilicicus Hayek & Siehe Karaman-Karaman-Ermenek Yolu Kenar1 ~ 10.06.2009
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2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 Medyum (L-Glutaminli) (Biochrom,
Germany), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom, Germany), Penisilin /
Streptomisin (Biochrom, Germany), Tripsin (Biochrom, Germany), Tripan Mavisi
(Sigma, Germany), Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (Applichem, USA),
Dimetil siilfoksit (DMSO) (Applichem, USA), Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck,
Germany), Etil Alkol (Merck, Germany), Nutrient Broth (Merck, Germany),
Mueller Hinton Agar (Merck, Germany).

2.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Ekim kaplart (25-75-175cm? Flask), 96-kuyucuklu mikroplaka, 5-10 ml’lik tek
kullanimlik pipetler ve pipet aid, Steril polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50’ml
hacminde), Eppendorf, steril filtreler, Hemositometre (Thoma Lami) (Sigma,
Germany), Antibiyotik diskleri (Vankomisin, Gentamisin) (Bioanalyse), Whatman
No. 4 filtre kagidi, Test diski (6mm), Mikropipet.

2.2. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar

Sitotoksik aktivite tayini igin kullanilan; K-562 (KML), DU-145 (prostat kanseri),
PC-3 (prostat kanseri), A-549 (akciger kanseri), CCC-221 (kolon kanseri), MCF-7
(gogis kanseri) ve BEAS 2B (saglikli epitel hiicresi) hiicre hatlar1 Dog. Dr. Yusuf
BARAN' dan (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii ) temin edilmistir.

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in kullanilan; Escherichia coli ATCC 11230,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538/P,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus NRRLB-4375 ve Streptomyces
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albus CIP104432 suslar;, Do¢.Dr. Nurettin SAHIN' den (Mugla Sitki Kogman

Universitesi Egitim Fakiiltesi) temin edilmistir.

2.4. Bitki Ekstraksiyonu

Aragtirmada kullanilan bitki 6rneklerinin  yapraklar1 kiiciik parcalar haline
getirildikten sonra 10’ar gram tartilarak Soxhlet cihazina yerlestirilmis ve 150 ml %
96’lik etanolle 10 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. Whatman no.l ile
filtrasyondan sonra Rotary evaporatdrde c¢oziicii uzaklastirilmistir. Ekstreler, hassas
terazide agirliklart belirlenen ve numaralandirilan ependorf tiiplere alinarak ceker
ocakta ¢Oziicliniin tamamen ugmasi saglanmis ve ekstrelerin kuru agirliklar
belirlenmistir. Caligmalarda kullanilmak {izere aliiminyum folyolara sarilarak

+4°C’ye kaldirilmislardur.

2.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde ¢cogunlukla kullanilan metodlar disk difiizyon,
agar diflizyon ve broth diliisyon testleridir. Difiizyon metodlarinda disk ¢evresinde
bakteri veya kiif liremesininin olmadig1 bolge inhibisyon zonu olarak adlandirilir.
Inkiibasyon sonrasinda disk capida dahil olmak iizere zon c¢api &lgiilerek mm
cinsinden sonuglar verilir. Bu ¢alismada antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek icin
disk difiizyon metodu kullanilmistir. Bunun i¢in stok kiiltiirlerin Mueller Hinton
Agara (MHA) ekimleri yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tek diismiis koloniler segilerek Nutrient Broth’a inokiile edilip
37°C’de 2-6 saat galkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Spektrofotometrik olarak
600 nm’de 0,08-0,1 absorbans degerlerine denk gelen 0.5 Mc Farland standart
bulanikligima ulagmis bakterilerin bu standarda gore hazirlanmasinda %0,9 NaCl
¢ozeltisi kullanilmistir. 0.5 Mc Farland standart bulanikliina ulasan (yaklasik 1% 108
cfu/ml) taze bakteri kiiltiirlerinden 100 pl alinarak dokme plak yontemi i¢in 6nceden
erlenmayerde sterilize edilen ve 45°-50°C’ye kadar sogutulan 15 ml MHA besiyeri

ile karistirilmis ve steril petri kaplara dokiilerek 10 dk katilagmasi igin bekletilmistir.
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Disk difiizyon metoduyla antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde dokme plak
yontemi  kullamlmustir.  1X10° CFU/ml  yogunluguna denk gelen bakteri
soliisyonundan 100 pl alinarak 6nceden erlenmayerde sterilize edilen ve 45-50°C” ye
kadar sogutulan 15 ml MHA besiyeri ile karistirilarak steril petri plakalarda oda
sicakliginda 10 dakika katilagmasi i¢in bekletilmistir (Coban vd., 1987; Wayne,
1997; Kiska, 1998; Hammer vd., 1999).

Bitki ekstreleri etanol icinde 200 mg/ml olacak sekilde ¢oziindirilip 6 mm
capindaki steril disklere 20 pl emdirilmistir. Ayrica ¢dziicliniin tek basina etkisinin
gozlenebilmesi i¢cin 20 pl etanol emdirilmis diskler negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak da vankomisin (30 pg) ve gentamisin (10 pg)
diskleri ilave edilmistir. Katilasan besi yeri lizerine kontrol diskleri ve ekstre
emdirilmis diskler yerlestirilerek oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra
37+0.1°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan zon
caplart milimetrik olarak 6l¢iildii. Tiim test mikroorganzimalarina karsi denenen bitki

ekstreleri ile yapilan antimikrobiyal aktivite deneyleri 3’er tekrarli olarak yapildi.

2.6. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirii yontemi, hayvan ya da bitkilerin ergin veya embriyonik dokularindan
izole edilen hiicre, doku veya organlarin gergek ortamlarina benzer bigimde
hazirlanmis steril besi ortamlarinda bir siire yasatilmalaridir. Bunun icin hiicre ve
dokular, biiytime faktorleri, hormonlar ve serum igeriklerinin ilave edildigi, kimyasal
olarak belirlenmis sentetik bir ortamda tretilirler. Hiicre kiiltiiri yontemi hiicre
biyolojisinde sik¢a kullanilan yaygin bir yontem olup o6zellikle kanser
arastirmalarinda kanser hiicrelerinin biyolojisinin 6grenilmesinde kullanilan yararh
bir model olusturmaktadir. Hiicre kiiltiirii yonteminde etkiler dogrudan hiicreye
oldugundan sonug kisa siirede alinabilir, hayvan deneyleriyle ¢alisilan hiicrelerin kat
kat fazlasi hiicre kullanildigindan ¢ok sayida hayvanin deney amaciyla oldiiriilmesi
Onlenir. Hiicre kiiltiirii yontemleri hayvan modellerinin kullanildig: testlere goére bu

avantajlar tagidigr icin diinyada yaygin bir kullanima sahiptir. Bu sebepten dolay1
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hiicre kiiltiirii kanser arastirmalari, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyoloji
calismalarinda, ¢esitli hastaliklarin tam1 ve arastirilmasinda, doku ve deri
miithendisligi, kok hiicreler, tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde, farmasotik
proteinlerin tretiminde, kozmetikte siklikla kullanilmaktadir (Gad, 2000; Putnam,
2002).

Bu calismada, 6 farkli kanser hiicre hatti ve bir normal hiicre hatt1 kullanilmistir:
MCF-7 (meme kanseri), PC-3 (prostat kanseri), DU145 (prostat kanseri), K562
(KML), A549 (akciger kanseri), CCC-221 (kolon kanseri) ve BEAS 2B (akciger

epitelyum hiicreleri).

Hiicreler igin besi ortami olarak Roswell Park Memorial Institue (RPMI)-1640
kullanildi. RPMI-1640 besi ortamina % 10 Fetal Calf Serum (FCS) ve penisilin-
streptomisin (100 u/ml-100 pg/ml) antibiyotigi eklenmistir. Calismada belirtilen
hiicre kiiltiirleri gereksinimlerine gére 25, 75 ve 150 ecm®lik flasklarda iiretildi.
Hiicre kiiltiirleri ¢aligma boyunca her giin besiyerinin rengi (pH i¢in 6zellikle 6nemli
oldugundan), konfluent dereceleri, kontaminasyon olup olmadigi ve hiicrelerin
morfolojik goriiniimleri 151k mikroskobu ile kontrol edildi. Hiicre ekimi i¢in laminar
kabinin ultraviyole 15181 her ¢alismadan once ve sonra 30 dk agik birakildi, her
kullanim Oncesi ve sonrasi ¢alisma ortami % 70’lik etanol ile steril edildi. Kabine

alinan sarf malzemelerin iizeri de % 70’lik etanol ile temizlenmistir.

Hiicre hatlart % 10 FBS ve penisilin-streptomisin (100 u/ml-100 pg/ml) iceren
RPMI-1640 besi yerinde 37°C’de CO, inkiibatdriinde (%5 CO», % 95 hava ve nem)
kiiltiire edilmislerdir. Hiicre besiyerleri fosfat tampon solusyonu (PBS) ve MTT
ayrract 2-8°C’de; FCS, L-glutamin, antibiyotik solusyonlar: -20°C’de; hemen

kullanilacak hiicre stoklar1 -80°C’de saklanmustir.

K562 hiicre hatt1 disindaki hiicrelerin hepsi yilizeye tutunarak cogalan hiicreler
(adherent) oldugundan tripsinizasyon islemi ile ylizeyden ayrilmalari saglanmistir.
Bu islem igin, ¢ogaldiklar1 flasklardaki besi ortami dokiilerek uzaklastirildi, besi
ortamindaki serumun tripsini inaktive etmemesi i¢in PBS ile flasklar yikandi, tripsin

eklenerek CO; inkiibatoriinde 5-10 dk inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin yiizeyden

21



kalkt1g1 mikroskobik olarak gdzlendikten sonra 37°C’de yarim saat bekletilen RPMI-
1640 medyumundan flasklara eklendi ve pipetle homojen dagilim saglanarak 15
ml’lik falkon tiiplere alinan kiiltiir 800 rpm’de 6 dk oda sicakliginda santrifiijlenip
siipernatant uzaklastirildi. Pellet PBS ile yikandi ve 800 rpm’de 6 dk o da
sicakliginda tekrar santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet RPMI-
1640 medyumunda ¢oziindiiriildii. Bu kiiltiirden hiicre sayimi i¢in ependorf tiiplere

100 pl alindi.

Hiicre sayimi hemositometre adi veri verilen 6zel bir sayim laminda yapilmstir.
Canli ve oli hiicre saymui igin kullanilmistir. Olii hiicreler boyay:r iglerine
alacaklarinda mavi renkte, canli hiicreler ise seffaf renkte olmaktadirlar. Hiicre
sayimi i¢in ependorf tiipline alinan 100 pl hiicre kiiltiirii 100 pl Tripan mavisi ile
karigtirllarak  hemositometrede canli hiicre sayimlar1 asagidaki formiile gore

yapilmistir:
Toplam Hiicre Sayisi/ml= 25 karede sayilan hiicre sayisix10*xdiliisyon faktorii

Buna gore MTT deneyi i¢in mikroplakalara her bir kuyucuk icin inokiile edilen
2x10* hiicre/ml ve 25 cm?®lik flasklara ekilen 1x10° hiicre/ml konsantrasyonlari

belirlenmistir.

2.7. MTT Testi

Kolorimetrik metot olarak ilk kez Mossmann (1983) tarafindan tanimlanan MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi in vitro kosullarda
metabolizmanin canliligina dayanarak sitotoksisiteyi Olgmek i¢in uygulanan
kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst- Hansen ve Briinner, 1998). Bu yontem,
hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga sahiptir. Bu testte tetrazolium tuzu canlh
hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaza bagl bir
reaksiyonla mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen {iriin olan formazana indirgenir.
Formazan hiicre zarimi gecemediginden hiicre i¢inde toplanir. Siiksinat dehidrogenaz

krebs dongiisii enzimlerinden olup mitokondriyal matrikste bulunur. Bir tetrazolyum
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tuzu olan sar1 renkli MTT siiksinat dehidrogenaz enzimine spesifik olarak baglanir.
Bu baglanmanin sonunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller olusur.
DMSO ve izopropanol gibi organik ¢6ziiciilerin ilavesiyle kolayca ¢oziinen formazan
kristalleri, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga
boylarinda o6lgiilebilen bir absorbans verir. Coziinen materyalin optik dansitesi,
¢ozlinmiis olan formazanin miktarinin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik
olarak olgiilebilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi mitokondrinin saglamligi ve
metabolik aktivitesinin tanimlanmasini saglar. Bu da hiicre canliligiin 6l¢iisii olarak
alinir. Spektrofotometrik olarak dl¢iilen deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir.
(Vijayan vd., 2003; Butler, 2004). Bu yontem, calisma basamaklarinin az olmasi
acisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida 6rnegin calisilmasina imkan veren bir test olup

giinlimiizde bir ¢ok literatiirde referans gosterilmektedir. (Fotakis ve Timbrell, 2006).

2.7.1. Hiicre cogalmasinin MTT ile belirlenmesi

Bitki oziitlerinin hiicre ¢ogalmasi tizerine etkisi MTT deneyi ile belirlendi. Hiicre
hatlar1 % 85-90 flask yiizeyini kaplaymcaya kadar biiyiitiildii. Tripsinizasyondan
sonra, hiicreler 96-kuyucuklu mikro plakalara 2x 10* hiicre/ml olacak sekilde duplike
olacak sekilde 200 ul ekildi. Hiicreler 37°C 1 giin %5 CO, % 95 hava ve nemli

inkiibatorde inkiibasyona birakildilar.

Bitki ekstreleri son konsantrasyonu 0.125, 0.25, 0.5, 2, 4 ve 8 mg/ml olacak sekilde
her bir hiicre hatt1 i¢in belirlenen kuyucuklara 5’er pl eklenmistir. Ekstre ile
muamele edilmeyen her bir hiicre hattina da kontrol gruplar1 olan kolsisin (5pg/ml)
lektin (0,2pg/ml) ve %1 DMSO 5’er pl eklendi. 72 saat CO; inkiibatoriinde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki besi ortami
uzaklastirildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl taze medyum ve 10 pl MTT (5
mg/ml) eklenerek 4 saat CO; inkiibatérde mikroplakalar inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda formazan kristallerinin ¢dziinmesi igin kuyucuklara 100’er pl DMSO
eklendi ve orbital calkalayicida 100 rpm’de 10 dakika calkalanmasi saglanarak
mikroplakalardaki hiicrelerin optik degerleri mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga
boyunda okutuldu. Bu deneyin her asamasi gerek bitki Oziitlerinin gerekse MTT
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boyasinin 1siktan etkilenmemesi i¢in direkt 1giktan kaginildi (Mosmann, 1983; Zhang

vd., 2004).
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3. BULGULAR VE IRDELEME

3.1. Endemik Lathyrus L. Oziitiiniin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bu ¢alismada Lathyrus cinsine ait 9 endemik bitkinin yapraklart % 96’lik etanolle
soxhlet cihazinda 6ziitlendi. Elde edilen bu oziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri disk
difiizyon yontemiyle 6 farkli bakteri tiirii lizerinde arastirildi. Bu yontemde 6 mm
capa sahip diskler kullanild1 ve inkiibasyon siiresi sonunda zon ¢aplarina bu disk
caplart dahil olarak ol¢iildii. Antimikrobiyal analizde test mikroorganizmalari i¢in
pozitif kontrol olarak ticari antibiyotiklerden vankomisin kullanilirken sadece
Pseudomonas aeruginosa i¢in gentamisin kullanildi. Negatif kontrol olarak da
bitkilerin ekstraksiyonunda kullanilan % 96’lik etil alkol emdirilmis diskler
kullanildi. Disklere 200 mg/ml konsantrasyonunda ¢ozdiiriilen ekstrelerden 20’ser pl

emdirilerek son konsantrasyon 4mg/ml olacak sekilde deney 3 tekrarli olarak yapildi.

Cizelge 3.1. Disk difiizyon metodu antimikrobiyal aktivite sonuclari

E.coli S.albus M. luteus P.aeruginosa B.subtilis S. aureus

L. brachypterus - 9 13 - - 9
L. haussknechtii - 8 10 - 8 9
L. karsianus - 12 9 - - 10
L. satdaghensis 9 8 9 - 10 9
L. nivalis 8 8 9 8 10 11
L. armenus 8 9 10 9 8 9
L. tukhtensis 8 8 - 8 10 9
L. elongatus 9 - 10 9 9 8

25



Cizelge 3.1, @evam)

E.coli S.albus M. luteus P.aeruginosa B.subtilis S. aureus

L. cilicicus 11 13 10 13 10 8
ANTIBIYOTIK 13 21 31 25 31 19
ETANOL - 8 9 8 - 9

*(-) Inhibisyon zonu yok.

Rakamlar inhibisyon zon ¢aplarin1 géstermekte olup her bir disk 6 mm capindadir.
Veriler bir deneydeki 3 tekrarin ortalamasidir. Tekrarlar arasindaki fark % 3’ ten az
olarak bulunmustur. P. aeruginosa i¢in gentamisin (10 pg), diger mikroorganizmalar

icin vankomisin (30 pg) kullanilmisgtir.

Elde edilen verilere gore, etil alkoliin test mikroorganizmalarina karsi etkisinin disk
c¢ap1 hari¢ 2-3 mm oldugu gézlenirken E. coli ve B. subtilis’e kars1 ise etkili olmadigi
tespit edilmistir (Cizelge 3.1.). Etil alkol gibi organik solventlerin mikroorganizmalar
tizerine etkisinin diisiik olmasi ucuculuklarina baglanmaktadir (Ahmed ve Beg

2001).

L. brachypterus oziitiiniin P. aeruginosa, E. coli ve B. subtilis mikroorganizmalarina
karsi etkili olmadig1 gozlenmistir. S. albus ve S. aureus mikroorganizmalarina karsi
ise 9 mm ¢apinda ¢ok az etki gosterdigi fakat bu etkinin de etanolden kaynaklandigi
tespit edilmistir. Buna karsin, bu bitki 6ziitii en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi 13
mm zon c¢apiyla M. luteus iizerinde gostermistir. L. haussknechtii en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi M. luteus mikroorganizmasina kars1 10 mm’lik zon g¢apiyla
gosterirken, negatif kontrol olarak kullanilan etanoliin 9 mm’ lik zon ¢ap1 gbz Oniine
alindiginda tek basina oziitlin etkisinin yok denebilecek kadar az oldugu sonucuna
varilmstir. E. coli ve P. aeruginosa bakterilerinin ise 6ziite kars1 direng gosterdigi ve
bu 6ziitlin s6zii edilen mikroorganizmalar iizerinde etkisinin olmadig1 sonucuna
vartlmistir. L. karsianus oziitii antimikrobiyal etkisinin biiyiikten kii¢iige dogru S.
albus, S. aureus ve M. luteus mikroorganizmalarina karsi oldugu gézlemlenirken, M.
luteus ve S. aureus bakterilerine karsi olan etkinin etanolden kaynaklandigi, etanoliin
tek basina verdigi zon capiyla kiyaslanarak bulunmustur. S. albus {izerindeki
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antimikrobiyal etkisi ise etanoliin etkisi ¢ikarildiginda 4 mm oldugu tespit edilmistir.
L. satdaghensis oziitiiniin M. luteus, S. albus ve S. aureus mikroorganizmalarina
kars1 etanoliin zon ¢apiyla esit derecede antimikrobiyal etki gosterdigi ve dolayisiyla
bu etkinin de ¢oziiciiniin etkisinden kaynaklandigi sonucuna varilmistir. E. coli ve B.
subtilis tlizerinde etanoliin higbir etkisi olmazken L. satdaghensis oziitii tek basina
sirastyla 9 mm ve 10 mm’lik zon ¢aplariyla en yiiksek antimikrobiyal etkiyi soz
konusu mikroorganizmalar iizerinde gostermistir. L. nivalis oziitii S. albus, M. luteus
ve P. aeruginosa mikroorganizmalar1 iizerine etanoliin etki derecesiyle esit
inhibisyon gostermistir. B. subtilis {izerinde ise tek basina 10 mm’lik inhibisyon zon
cap1 gostermis olup bu mikroorganizma iizerinde etanoliin etkisinin gézlenmedigi
goze aliirsa etkinin sadece oziitten kaynaklandigi goriilmektedir. L. nivalis 6ziitii S.
aureus tizerinde 11 mm ile en yliksek inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur fakat bu
etkinin biiyiikk ¢ogunlugu etanolden (9 mm) kaynaklanmaktadir. L. armenus tek
basina test edilen mikroorganizmalarin {izerinde dikkate deger inhibisyon etki
gostermemistir. S6z konusu 6ziitiin mikroorganizmalar iizerinde 6l¢iilen ortalama
inhibisyon zon ¢aplarinin en yiiksek degerlerinden olan 9-10 mm’lik etki ya etanolle
esit ya da antimikrobiyal etkinin biiylik ¢ogunlugu etanole ait olarak bulunmustur.
Benzer sekilde L. tukhtensis oziitiiniin M. luteus tizerinde higbir inhibisyon zonu
olusturmadigi goézlenmistir. Bu oziitin S. albus, P. aeruginosa ve S. aureus
mikroorganizmalar1 {izerinde etanoliin olusturdugu inhibisyon zonu kadar zon
olusturdugundan tek basina etkili olmadig tespit edilmistir. Etanoliin inhibisyon etki
gostermedigi E. coli ve B. subtilis mikroorganizmalar1 iizerinde L. tukhtensis
Oziitlinlin sirastyla 8 ve 10 mm’lik diisiik derecede inhibisyon zon ¢api olusturdugu

gozlenmistir.

Test mikroorganizmalarinin hi¢ birinin L. elongatus dziitiine duyarli olmadig: tespit
edilmis olmakla birlikte olgiilen en yiiksek deger olan M. luteus bakterisi tizerindeki

10 mm’lik zon ¢apinin da etkisinin etanolden (9 mm) kaynaklandig1 gézlenmistir.

L. cilicicus bitkisinden elde edilen 6ziit ise etanol etkisi ve disk ¢ap1 ¢ikartildiginda
tek basma 5’ er mm’lik zon g¢aplarini S. albus ve P. aeruginosa mikroorganizmalari

tizerinde gostermistir. Etanoliin iizerlerinde inhibisyon etki gostermedigi E. coli ve
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B. subtilis mikroorganizmalar1 lizerinde ise sirasiyla 11 ve 10 mm’lik diisiik zon ¢ap1

degeri verdigi tespit edilmistir.

Ozet olarak disk difiizyon deneyinde kontrol olarak kullanilan vankomisin ve
gentamisinin olusturdugu zon c¢aplan tez kapsaminda ¢alisilan bitkilerin ham
oziitlerinden ¢ok daha fazladir. Vankomisin ve gentamisin hali hazirda ticari olarak
kullanilan antibiyotiklerdir ve ham o6ziitlerden daha fazla zon capi olusturmalari
dogal bir sonugtur. Arastirma bulgularinda ortaya ¢ikan sonuca gore Gr (-) bakteriler
olan E. coli ve P. aeruginosa calisilan Oziitlere karsi diger bakterilere gore daha az
duyarlilik gostermislerdir. Bu sonug¢ Gr (-) ve Gr (+) bakteriler arasindaki morfolojik
farkliliktan ileri gelmektedir. Bu Ozellik Gram (-) bakterilerin hidrofobik veya
amfipatik molekiillere ¢ok az ge¢irgen olan bir dis membrana sahip olmalarina
baglanabilir (Lawrey, 1989). Bu durum Diilger vd. (2002) yaptigi calisgmada da
gozlenmistir. E. coli arastirmada kullanilan 9 6ziitin 3’tine (L. brachypterus, L.
haussknechtii, L. karsianus) karsi direng gostermis, bu oziitler s6z konusu bakteriye
kars1 inhibisyon zonu olusturmamustir. P. aeruginosa bakterisi, E. coli bakterisine
kars1 inhibisyon etkisi olmayan ayn1 bitkilere ek olarak L. satdaghensis bitkisinden
elde edilen 6ziite kars1 da direng gostermistir. L. cilicicus bitkisinden elde edilen 6ziit
s0z konusu her 2 mikroorganizmaya karsi en yiiksek inhibisyon zonu olusturmustur.
Bitki tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerindeki farkliligin igerdikleri etken
maddelerin degiskenligi ile iligkili oldugu bildirilmektedir. (Rabe, 1997; Ali-Shtayeh,
1998). Bu sonug elde edilen 6ziitte bulunan etken bilesigin farkli olusundan ya da
miktarinin fazla olusundan kaynaklanabilir. Ayni sekilde bilesimleri ve icerdigi
bilesiklerin oranlar1 da, genetik ve cevresel faktorlere, ayrica analizlerde kullanilan
metoda gore degismektedir (Maffei M, 1989). Tez kapsaminda ¢alisilan bitkilerin
hepsi ayni cinse dahil olmalarma ragmen test mikroorganizmalarina karst diisiik
diizeyde de olsa antimikrobiyal etki gostermislerdir. Bu sonug farkl tiirlerin farklh
fitokimyasallar igermelerinden dolay1 dogal bir sonug olarak diisiiniilmektedir (Ates,
2003). Ornegin Keles vd. (2001) ‘nin yaptigi antimikrobiyal aktivitenin disk
diftizyon yontemiyle arastirildigi ¢alismada farkli lokasyonlardan toplanan Urtica
dioica bitkisinin etanol 6ziitlerinden biri E. coli, S. aureus, S. agalactiae bakterilerine

kars1 antimikrobiyal etki gdsterirken diger lokasyondan toplanan aymi bitkiden elde
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edilen 6ziit bu bakterilerin hi¢ birinde antimikrobiyal etki gdstermemistir. Toplanilan
yore ve mevsimsel fakliligin disinda tiim kosullar ayni tutularak yapilan bu
calismada etki spektrumlarinin farkli olmasi bitkilerin kimyasal igeriklerinin bireysel
degisime bagli oldugu dolayisiyla topragin yapisi, bitki materyalinin toplanmasi
sirasinda giinliikk ve mevsimsel degisimler, bitkinin fizyolojik gelisim donemi gibi

faktorlerle iligkili olabilecegi ileri siirilmektedir.

Literatiirde bu tez c¢alismasinda kullanilan bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerini
kiyaslamak i¢in ayni bitkilerle yapilmis herhangi bir calismaya rastlanilamamistir
ancak benzer mikroorganizmalar iizerinde farkli bitki Oziitlerinin antimikrobiyal
etkisini aragtiran bir¢cok caligma vardir. Antimikrobiyal aktivite deneyi disk diflizyon
metoduna gore yapilmistir. Literatlirde bu metodla ilgili standart bir yontem
olmadigi, arastirmacilarin ekstraksiyon metodundan, bakteri inokulasyonuna; oziit
konsantrasyonundan, disklere emdirilen miktara kadar cok ¢esitli deneylerin
yapildig1 bilinmektedir. Rios ve Recio (2005) bitki Oziitlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin incelenmesinde son 10 yilda gittik¢e artan arastirmalara ve yayinlara
ragmen heniiz standart bir metodun gelistirilemedigini belirtmektedirler. Dolayisiyla,
standart metodlarin gelistirilmesi benzer mikroorganizmalar {izerinde farkli
antimikrobiyal bilesenlerin etkisinin daha dogru bir sekilde kiyaslanip

degerlendirilmesine olanak saglayacaktir.

Asphodelus aestivus bitkisinin % 96°lik etanol ve n-biitanol ile soxhlet cihaziyla elde
edilen oOziitlerinin antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi calismada etil alkol
oOziitlerinin etkisinin n-biitanolden ¢ok daha fazla ¢iktig1 bildirilmistir (Oskay, 2007).
Ayrica aynt bitki ile yapilan bir diger calismada oOziitiin kullanilan test
mikroorganizmalarina kars1 hicbir etkisinin olmadigi belirtilirken (Ilgim, 1998)
Oskay vd. (2007), yaptigi calismada gesitli mikroorganizmalar {izerinde degisen
derecelerde farklilar bulunmustur. Bu farkliligin ekstraksiyonda kullanilan
solventlerin, mikroorganizma suslarinin, ortam sartlarinin ve besiyerlerinin farkl

olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Bitki oziitlerinin elde edilmesinde gesitli arastirmacilar tarafindan farkli miktarlar ve

coziicliler kullanilmigtir. Literatiirde bununla ilgili standart bir prosediir
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bulunmamaktadir. Esen (2008), ¢alisilan bitkinin 20 gramini soxhlet cihazinda 250
ml metanol ile 24 saat boyunca Oziitlerken, Oskay vd. (2007), calisilan bitkinin 30
gramini 150 ml etanol ile 12 saat soxhlet cihazinda ekstrakte etmislerdir. Bu tez
caligmasinda ise calisilan bitki yapraklarimin 10 grami soxhlet cihazinda 10 saat

stireyle ekstrakte edildi.

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit olarak
adlandirilan  kimyasallarin  ve bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan
kaynaklanir (Esen, 2008). Al-Dabbas vd. (2006), belirttigi gibi son yillarda bitkilerin
aktif bilesenlerinin tibb1 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri arastirmacilarin ilgisini
¢cekmektedir. Antimikrobiyal aktiviteden bu sorumlu fitokimyasallar birka¢ gruba
ayrilir. Bunlar; fenoller, terpenoidler, esansiyel yaglar, alkoloidler, lektinler,
polipeptidler ve poliasetilenlerdir (Cowan, 1999). Bu aktif bilesenlerin eldesinde
kullanilan solventler 6nemlidir ¢iinkii her bilesen her solventle elde edilememektedir.

Cizelge 3.2. bu aktif bilesenlerin hangi solventlerle elde edildigini géstermektedir.

Cizelge 3.2. Aktif bilesen ekstraksiyonunda kullanilan solventler (Cowan, 1999)

Su Etanol Metanol Kloroform Diklormetanol Eter Aseton

Antosiyaninler Taninler Antosiyaninler  Terpenoidler Terpenoidler Alkoloidler Flavonlar
Nisasta Polifenoller Terpenoidler Flavonoidler - Terpenoidler
Taninler Poliasetilenler ~ Saponinler - - Kumarinler
Saponinler  Flavanol Taninler - - Yag asitleri

Terpenoidler ~ Terpenoidler Zantoksiller

Polipeptidler  Steroller Totarol
Lektinler Alkoloidler Kuassinoidler
Propolis Laktonlar
Flavonlar
Fenonlar
Polinefoller
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Rios ve Recio (2005), bitkisel oziitlerin biyolojik etkilerinin laboratuvar
aragtirmalarinda etanol ve metanoliin daha yaygin olarak kullanildigim
belirtmektedirler. Etanol ve metanoliin her ikisininden elde edilen ortak bilesenler
olmasia ragmen etanol daha biiyiik smiflar1 (alkoloidler gibi) i¢erdiginden bizim
calismamizda tercih edilmistir. Disk difiizyon yontemi uygulamalarinda etanolden
hazirlanan ekstrelerin  diger c¢oOziiciilere nazaran daha iyi sonu¢ verdigi
bildirilmektedir (Benedict, 1972). Etanoliin tercih edilmesinin diger sebepleri de
etanoliin hiicresel membrandan gegisinin daha kolay oldugunun ve bitkisel
materyalin hiicre igeriginin daha kolay ekstrakte edilebildiginin bulunmasindandir
(Wang, 2010). Metanol etanolden daha polardir fakat metanoliin sitotoksik
dogasindan dolay1 dogru olmayan sonuglara yol agabildiginden ekstraksiyon icin

uygun olmadigi belirtilmektedir (Tiwari vd., 2011).

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada tek bir bilesen yerine bitkinin etanolle elde edilen
ham ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Metanol ve etanol ekstreleri
saf bircok bilesigi icerdiginden bu bilesenlerin sinerjik etkisi bilesenlerin tek basina
olan etkilerinden farkli olabilmektedir (Wagnor, 1989). Baz1 arastirmalarda ayni
bitkinin ham ekstresi ile saf bilesenlerinin antimikrobiyal aktivite farkliliklarinin
degerlendirdigi calismalarda ham esktrenin saf bilesenlerden ayni mikroorganizma
tizerinde daha fazla inhibisyon etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Bitki yapisinda
bulunan polar ve non-polar bilesenlerin ham ekstre igerisinde bir arada sinerjistik etki
gostererek daha ytliksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir.
Bitki kimyasallarinin sinerjistik ve birden fazla farmakolojik etki gostermelerinin
gerekcesi olarak da bu kimyasallarin bitki savunma sistemindeki yeri isaret
edilmektedir. (Briskin, 2000). Ekstraksiyon tipi (soxhlet, maserayon, dekoksiyon,
artan polariteye gore Oziitleme vb.), ekstrasyon siiresi, sicaklik, solvent tipi ve
ozelligi, polarite, solvent konsantrasyonundaki farkliliklar 6ziitiin sekonder metabolit
konsantrasyon ve miktarin1 etkilemektedir. (Ncube, 2008). Dolayisiyla bu
arastirmada kullanilan bitkilerin farkli solventlerle de oziite edilmelidir. Test
mikroorganizmalarina karst kullanilan Oziitlerin konsantrasyon denemelerinin
karsilastirmali olarak yapilmasi bundan sonraki c¢aligmalar i¢in aydinlatici veriler

olusturacaktir.
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Bu calismada bitkilerin sadece yapraklart kullanilmistir. Ayni bitkinin farkli
kisimlarindan (kok, govde, cicek, meyve vb.) elde edilen oOziitlerden farkli
derecelerde antimikrobiyal aktiviteler elde edilebilmektedir. Asphodelus aestivus ile
yapilan bir ¢alismada bitkinin ¢igek, meyve ve tiim bitki etanol ekstresi degisen
derecelerde test mikroorganizmalarina karsi inhibisyon gostermistir. Bitkinin meyve
ham o6ziitliniin, diger bitki kisimlarindan elde edilen ham o&ziitlerden daha yiiksek
citkmast antimikrobiyal aktif maddenin meyvede daha yogun oldugunu
diisiindiirmektedir. Cicek, meyve, yaprak ve govdeden elde edilen oOziitlerde ise
antimikrobiyal aktivite diismektedir (Oskay, 2007). Bitkinin farkli kisimlarindan
farkli bilesenler elde edildiginden antimikrobiyal etkisi arastirilan ¢alismamizda
kullanilan bitkilerin gdvde, ¢igcek gibi organlarinin da dziitlerinin ¢ikarilmasi ile daha
ayrintili bir arastirma yapilabilir. Scorzonare mollis Bieb’in farkli solventlerle
hazirlanan Oziitlerinin antimikrobiyal etkisinin disk difiizyon metoduna gore
aragtirildigr calismada bitkinin kok ve yapraklarinin ayri ekstreleri hazirlanmistir.
Hazirlanan ekstrelerden yaprak oziitlerinin kok ekstrelerine gore daha etkin oldugu
belirtilmektedir. Kullanilan ¢bézgenler igerisinde yapraktan elde edilen oOziitlerde
etanol ekstresinin daha etkili oldugu buna karsin kokten elde edilen Oziitlerde ise
aseton ekstresinin etkili oldugu belirtilmektedir (Ertiirk vd., 2003). Bu sonug bitkinin
farkli kisimlarinda farkli etken maddelerin bulundugunu ve bu fitokimyasallarin en

1yi sekilde elde edilmesi i¢in uygun solventin seg¢ilmesi gerektigini gostermektedir.

Bakteriyel suslarin lireme hizinin sabit, béliinmenin hizli oldugu faz olan logaritmik
fazin1 dogru bir sekilde hedeflemek ve bakteriyel inokulumun baslangic miktarini
belirlemek analizler i¢in 6nemlidir. Her bakteriyel sus farkli bliylime hizina sahiptir
ve bu yiizden logaritmik faza ulagsma zamanlar1 birbirinden farklidir. Agar bazh
antimikrobiyal test metodlarinda inokulumun baslangic miktar1 1x10® bakteri/ml
olmasi gerekmektedir (Kelmanson vd., 2000; Mathabe vd., 2006, Samy vd., 2006).
Arastirmamizda bakterilerin istenilen yogunluga ulasma zamanlar1 spektrofotometrik
olarak birka¢ deneme ile belirlendi. Her mikroorganizmanin biiyiime hizi sabit
olmadigindan bu 6n verilerin bilinmesinin deneyin dogrulugu acisindan 6nemlidir.
Mc Farland 0.5 standardina gore bakteriyel siispansiyon spektrofotometrik olarak

600 nm’de 0,08-0,1 absorbans degerleri okunarak bakteri yogunlugunun yaklasik
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olarak 1x10° bakteri/ml oldugu sonucuna varilmistir. Bu arastirmacilarin yaptiklari
deneylerde bir standart olusturmaktadir. Agar petri lizerinde bakteriyel dagilim ve
bakteri yogunlugu testlerin hassasiyeti agisindan onemlidir ¢iinkii diisiik inokulum
yogunlugu yanlis duyarlilik; fazla inokulum yogunlugu yanlis direng sonuglari
verebilir (Kiska, 1998). Bir¢cok degiskene bagli olarak yapilan deneylerde
arastirmacilarin yorum yapmasi agisindan bakteriyel yogunlugun sabit olmasi dogru

bir baglangi¢ noktas1 olusturmaktadir.

Endemik bitkiler genetik olarak izole olmuslardir ve yeni fitokimyasal bilesikler i¢in
de &nemli hedefler olusturmaktadirlar. Ulkemizde dogal olarak yetisen endemik
Lathyrus L. tiirleriyle yaptigimiz deneyde kullandigimiz metodlara gore kayda deger
antimikrobiyal aktivitler gozlenememistir ama daha ayrintili arastirmalar iginde

potansiyel kaynak olusturduklar asikardir.

Ozer vd. (2001), sentetik olarak iiretilen ilaglarin, bitkilerdeki herhangi bir aktif
maddenin izole edilmesi suretiyle yapildigint ve bu nedenle hastalik etmenlerinin
sade bir yapist bulunan sentetik ilaglara karsi kisa zamanda dayanikli irklar
olusturarak ilaglar1 etkisiz hale getirebildigini belirtmektedirler. Bununla beraber;
bitkilerdeki aktif maddeler diger maddelerle birlikte kompleks bir yapi
olusturduklarindan hastalik etmenlerinin bu yapiy1 ¢ozerek dayanikli irklar
olusturmas1 daha zor olmaktadir. Boylece; bitkisel kokenli ilaclara karst hastalik
etmenlerinin 1tk olusturma olanagi ¢ok zor olmaktadir Her gegen giin antibiyotik
direngliligi kazanan patojen mikroorganizmalara kars1 etkili maddelerin bulunmasi
bir¢ok arastirmaci tarafindan yillardir iizerinde durulan arastirilan, deneyler yapilan
arastirma alami olarak popiilerligini devam ettirmektedir. Bunun i¢in diinyanin ¢ok
cesitli yerlerinde aragtirmalar yapilmakta ve etken bilesiklerin en dogru sekilde elde
edilmesi ve bu etken maddelere karsi duyarli olan patojen mikroorganizmalarin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Bitkilerdeki etken maddenin miktari, bitki
materyalinin toplama zamani ve saklama kosullarina baghdir. Bu etken maddelerin
etkili oldugu donem her bitki i¢in farklidir. Bu da her bitki i¢in 6zel bir toplama,
saklama zamani oldugunu gosterir (Baytop, 1994). Kurutulmus bitkilerin tedavi

ozellikleri bir yi1l kadardir. Bir yildan sonra bitkideki etken madde bozulmaya ve
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sonucta etkisini yitirmeye baslar. Toplanan bitkideki etken maddenin etkisinin bir
yildan daha fazla devamimi saglamak i¢in bitki, 6zel sartlarda saklanmalidir.
Deneylerde kullanilan bitkilerin toplanma zamanindan oziite edilmelerine kadar
gegen siire en az 2 (L. nivalis, L. armenus, L. tukhtensis, L. cilicicus) en fazla 4 yildir
(L. karsianus). Bu materyallerin herbaryumda bekletilme siirelerince igerdikleri
etken maddelerin nasil etkilendigi bilinmemektedir. Bazi aragtirmacilarin Melissa
oleum L. bitkisinin ugucu yag bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitelerindeki
farkliliklarin sebebi olarak ucucu yaglardaki degisimi toprak, iklim kosullari, bitki
gelisme donemleri, bitkinin yasi, hasat ve bitki depolama kosullarin1 da iceren i¢ ve
dis faktorlere baglamaktadirlar (Koller, 1999; Toth, 2003). Kurutulmus olan droglar
tedavi Ozelliklerini genellikle bir yil muhafaza edebilmektedirler. Kurutma isleminde
enzimlerin en tesirli oldugu 1sinin 35-50°C arasinda bulundugu diisiiniiliirse, kurutma
esnasinda bitkisel materyalin bu 1sida ¢ok az bir siire kalmasina bilhassa dikkat
edilmelidir. Kurutulmus bitki materyalinin 6zelliklerini kaybetmeden muhafaza
edilebilmesi i¢in bazi kosullara uymasi gerekmektedir. Saklanmasinda kurutulan
materyalin bozulmasina sebep olan ii¢ etken vardir. Rutubet, sicaklik, 151k gibi
etkenlerin tesirini 6nlemek igin genel olarak droglarin serin, kuru ve karanlik yerde
muhafaza edilmesi gerekir. Droglar kese kagidi, cam kavanoz i¢inde saklanmalidir.

Plastik torba i¢ine konulan droglar kisa zamanda kiiflenmektedir (Baytop, 1999).

3.2. Kampiis Flora Bitkileri Antimikrobiyal Aktiviteleri

Endemik Lathyrus L. ile yapilan antimikrobiyal aktivite deneyine ek olarak Mugla
Sitki Kogman Universitesi Kampiisiinden 2011 yilinda toplanan o6rneklerle de
antimikrobiyal aktivite caligmalar1 yapilmistir. Bu deneyde maserasyon yontemi ve
soxhlet cihaziyla yapilan 6ziitlemeler karsilagtirmistir. Bu deneyden alinan sonuglar
referans alinarak endemik Lathyrus L. tiirlerinin 6ziitleme isleminin soxhlet cihaziyla
yapilmasina karar verilmistir. Soxhlet cihazinda yapilan 6ziitleme islemi endemik
Lathyrus L. ile ayn1 kosullarda yapilmistir. Maserasyon ile 6ziitlemede Mugla Sitki
Kogman Universitesi Kampiisiinden toplanan bitkilerden arastirmada kullanilan

yaprak (Glaucium flavum, Euphorbia falcata, Conyza canadensis, Chenopodium
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botrys, Catalpha sp.) meyve (Quercus coccifera, Crataegus monogyna) ve meyve
kabugu (Quercus coccifera) kisimlart ise 2 giin boyunca % 96’lik etanolle
calkalamal1 inkiibatorde maserasyon teknigine gore oziitlenmis, Whatman no: 1 ile
siiziildiikten sonra rotary evaporatdrde 25°C°de ¢oziicii uzaklastirilmis ve deneylerde

kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirilmistr.

Elde edilen verilere gore, oda sicakliginda (25°C) yapilan ekstraksiyonla soxhlet
cihaziyla (65-70°C) yapilan ekstraksiyon arasinda énemli derecede bir fark olmadig
gozlenmistir. Sadece Quercus coccifera meyve 6ziitii E.coli disindaki diger bakteriler
lizerinde maserasyon yontemiyle elde edilen oziite kiyasla biraz daha yiiksek
antimikrobiyal etkiye yol actig1 tespit edilmistir (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4). Diger
bir deyisle, oda sicakliginda veya yiiksek sicaklikta (65-70°C) elde edilen bitki
Oziitlerinin antimikrobiyal etki bakimindan birbirine benzer etki yarattigi ve bu
calisma kapsaminda ¢alisilan bitkilerin bilesiklerinin yapisinin sicaklikla etkisiz hale
donlismedigini isaret etmektedir. Bitki tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerindeki
farkliligin  igerdikleri etken maddelerin degiskenligi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (Ali-Shtayeh, 1998; Rabe, 1997). Oskay (2007) Asphodelus aestivus
ile yaptig1 bir ¢alismada bitkinin ¢igek, meyve ve tiim bitki etanol 6ziitlerinin degisen
derecelerde test mikroorganizmalarina karsi inhibisyon gosterdigini belirtmistir. Tez
kapsaminda yapilan arastirmada Quercus coccifera meyve ve meyve kabugundan
ayr1 olarak elde edilen ekstrelerin farkli mikroorganizmalara farkli derecelerde etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Test edilen mikroorganizmalara karst meyveden elde

edilen 6ziitten daha yiiksek aktiviteler elde edilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.3. Maserasyon yontemi disk difiizyon metodu antimikrobiyal aktivite sonu¢lar1

MASERASYON  Antibiyotik Etanol Q.M.* Q.K.* F* CrM.* Eu* Co* Ch* K*

E.coli 11 8 10 7 - 7 8 - 7 7
B. subtilis 30 - 10 7 9 - - 9 7 8
P.aeruginosa 25 7 7 7 7 - - 7 - 7
S.albus 20 8 8 7 7 7 7 9 9 7
M.luteus 32 7 9 7 - 8 - 9 9 10
S.aureus 18 7 10 9 7 8 8 7 8 9

*(-) Inhibisyon zonu yok.*Q.M. : Quercus coccifera meyve Q.K. : Quercus coccifera kabuk , F : Glaucium flavum, Cr

M.: Crataegus monogyna meyve, Eu: Euphorbia falcata, Co: Conyza canadensis, Ch: Chenopodium botrys , K: Catalpha spp.

Cizelge 3.4. Soxhlet yontemi disk difiizyon metodu antimikrobiyal aktivite sonuclari

SOXHLET Antibiyotik Etanol QM.* QK* F* CrM* Eu* Co* Ch* K*

E.coli 13 8 7 8 7 8 10 10 9 9
B. subtilis 29 - 12 7 - - - 14 8 8
P.aeruginosa 24 7 10 8 8 - - 8 7 7
S.albus 20 8 15 7 7 7 7 7 7 8
M.luteus 35 8 13 7 7 - 11 9 - 10
S.aureus 19 7 13 8 7 7 9 7 7 8

*(-) Inhibisyon zonu yok.Q.M. : Quercus coccifera meyve Q.K. : Quercus coccifera kabuk , F : Glaucium flavum, Cr
M.: Crataegus monogyna meyve, Eu : Euphorbia falcata, Co: Conyza canadensis, Ch: Chenopodium botrys , K: Catalpha sp.

Rakamlar inhibisyon zon ¢aplarin1 gostermekte olup her bir disk 6 mm capindadir.
Veriler bir deneydeki 3 tekrarin ortalamasidir. Tekrarlar arasindaki fark % 3’ ten az
olarak bulunmustur. P. aeruginosa i¢in gentamisin (10 pug), diger mikroorganizmalar

i¢cin vankomisin (30 pg) kullanilmistir.
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3.3. Antitimor Aktivite

3.3.1. Endemik Lathyrus L. tiirleri antitiimor aktivite

Toplam 9 adet bitki Oziitliiniin kanser hiicreleri tizerindeki antitimér etkileri MTT
testi ile arastinlmistir. Bitki 6ziitiyle muamele edilmeyen ve sadece DMSO ile
muamele edilen hiicreler kontrol grubunu olusturmuslardir. Bitki 6ziitlinlin etkisi
DMSO ile elde edilen verilerle normalize edilerek bulunmustur. Bu tez ¢aligmasinda
soxhlet cihazi ile elde edilen bitki Oziitleri yiiksek konsantrasyonda (8 mg/ml) 6
farkli kanser hiicre hatt1 ve bir normal hiicre hattina uygulanarak hiicre boliinmesi

tizerindeki etkileri tespit edilmistir.

K562 hiicre hattina denenen 8 mg/ml konsantrasyondaki oOziitlerin degisen
derecelerde cogalmayr inhibe edici veya artiric1 etkileri oldugu gdzlenmistir.
DMSO’nun etkisi hiicreler lizerinde yok denebilecek kadar az olarak bulunmustur
(Sekil 3.1). Bitki oziitlerinden L. karsianus, L. elongatus ve L. cilicicus’a ait olan
oziitler denenen bitki 6ziitleri igerisinde K562 hiicrelerinin ¢ogalmasinda azalmaya
neden olmustur. Ornegin, L. karsianus 6ziitii 1,3-kat oraninda; L. elongatus ve L.
cilicicus oziitleri 1,4-kat ¢ogalmayi inhibe edici 6zellik gostermislerdir. L. nivalis’in
hiicrelere olan sitotoksik etkisi ise DMSO ile ayn1 seviyede bulundugundan bu
etkinin DMSO’dan kaynaklandig1 aciktir. Buna karsin, diger bitki 6ziitlerinin hiicre
cogalmasini arttirici etki gosterdikleri tespit edilmis olup en yiiksek etki 1,6-kat ile L.

armenus oziitlinde gézlenmistir.
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Sekil 3.1. K562 Hiicre hatti iizerine bitki 6ziitlerinin antitiimor etkileri

PC-3 hiicre hatti1 iizerine kontrole gore L. haussknechtii oOziitiiniin 1,65-kat, L.
elongatus oziitiiniin 1,68-kat oraninda hiicre ¢ogalmasini engelledigi kaydedilmistir
(Sekil 3.2). DMSO’nun hiicre hatt1 lizerine hicbir sitotoksik etkisinin olmadigi
gozlenmistir. Diger tiim Oziitler ise ¢ogalmayi artirici etki gostermislerdir. L. nivalis
Oziitliniin 1.38-katlik degeriyle en fazla proliferatif etkisinin oldugu belirlenmistir

(Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. PC-3 Hiicre hatti iizerine bitki oziitlerinin antitiimor etkileri

DU 145 hiicre hattina L. karsianus ve L. satdaghensis disindaki tiim ekstreler degisen
oranlarda antitimor etki gostermislerdir (Sekil 3.3). L. haussknechtii kontrolle hemen

hemen ayn1 absorbans degerini vermistir. DU 45 hiicre hatt1 {izerinde antiproliferatif
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etki gosteren oOziitler L. elongatus, L. cilicicus, L. brachypterus, L. nivalis, L.
armenus, L. tukhtensis olarak bulunmustur. Bu 6ziitler igerisinde L. cilicicus ve L.
tukhtensis sirasiyla 1,87 ile 1,88 oraninda kontrole gore yaklasik 2 kat antiproliferatif
etki gostermislerdir. DMSO s6z konusu kanser hiicreleri iizerinde kayda deger

sitotoksik etki gdstermemistir.
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Sekil 3.3. DU145 Hiicre hatt1 iizerine bitki 6ziitlerinin antitiimér etkileri

A549 hiicre hattina karsi denenen 6ziitlerden sadece L. haussknechtii ve L. elongatus
oziitleri hiicre cogalmasimi engelledigi goriilmekle birlikte DMSO ile elde edilen
degerlerle aymi olduklarindan s6z konusu oOziitlerin hiicre c¢ogalmasini

engellemedikleri anlagilmaktadir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. A549 Hiicre hatt1 lizerine bitki éziitlerinin antitiimor etkileri

MCF-7 hiicreleri iizerinde bitki oziitlerinin etkileri arastirildiginda, L. karsianus, L.
satdaghensis, L. elongatus, L. nivalis, L. armenus ve L. tukhtensis o6ziitlerinin
proliferatif etki gostedikleri tespit edilmistir (Sekil 3.5). Antitiimor 6zellik gdsteren
oziitler L. haussknectii ve L. brachypterus birbirlerine ¢ok yakin degerlerde etki
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gostermislerdir fakat her iki Oziitiin etkisinin biliyik cogunlukla DMSO’dan
kaynaklandig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.5. MCF-7 Hiicre hatt1 iizerine bitki 6ziitlerinin antitiimor etkileri

Oziitlerin CCC hiicre hatt1 iizerindeki etkileri ele alindiginda ise, DMSO kontrol
grubuna gore hiicre ¢ogalmasimi 1,77 kat azaltarak belirgin inhibisyon etki
gostermistir Mitokondriyal aktiviteyi en fazla oranda diislirdiigii gozlenen L.
elongatus ve L. cilicicus oziitlerinin bu etkileri ¢ok biiyiikk oranda DMSO’nun
hiicreler lizerinde meydana getirdigi toksik 6zellikten kaynaklandigi tespit edilmistir
(Sekil 3.6). CCC hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosteren diger ekstrelerin anlamli
sitotoksik etki meydana getirmedigi ve bu zayif etkilerin de DMSO’dan

kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 3.6. CCC Hiicre hatti iizerine bitki oziitlerinin antitiimor etkileri
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Kanser olmayan BEAS 2B hiicre hatt1 iizerinde L. haussknectii, L. elongatus ve L.
cilicius oziitleri digindaki diger Oziitler sitotoksik etki gostermemislerdir (Sekil 3.7).
Bunlarin disindaki bitki 6ziitlerinin ise kontrole gore hiicre ¢ogalmasini arttirict etki

gosterdikleri tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. BEAS 2B Hiicre hatt1 iizerine bitki 6ziitlerinin antitiimor etkileri

Bu ¢alismada, Lathyrus L. cinsine ait 9 bitki tiirlinden elde edilen 6ziitlerin 6 farkli
kanser hiicre hattinda ve 1 normal hiicre hatti lizerindeki etkileri Cizelge 3.5’te
Ozetlenmistir. L. haussknechtii 6ziiti K562 hiicre hatti disindaki diger hiicre
hatlarinda hiicre ¢ogalmasini azaltici etki sergilemektedir. L. karsianus oziitii K562
ve CCC hiicre hatlarinda sirasiyla kontrole gore 1,28 ve 1,1-kat hiicre ¢ogalmasini
azaltmistir. Buna karsin L. satdaghensis incelenen biitiin hiicre hatlarinda hiicre
cogalmasini arttirict etki gdstermis olup en yiiksek etki 1,45-kat olarak BEAS 2B
hiicrelerinde kaydedilmistir. Cizelge 3.5’e bakildiginda bazi bitki 6ziitlerinin hiicre
cogalmasin1 engellemenin yerine hiicre ¢ogalmasini arttiric1 etki  gosterdikleri
bulunmustur. Biitiin 6ziitler arasinda en yiiksek antiproliferatif etkinin L. tukhtensis
Oziitii ile DU145 hiicre hattinda 1,88-kat; L. cilicicus oziitiiniin DU145 hiicre hattinda
1,87-kat; L. elongatus 6ziitii ile PC-3 hiicre hattinda 1,68-kat oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.5. Endemik Lathyrus L. etanol 6ziitlerinin hiicre béliinmesi iizerinde etkileri

HUCRE HATLARI

EKSTRELER

(8mg/ml) BEAS 2B K562 PC-3 DU145 Ab49 MCF-7 CCccC

L. haussknechtii 1,41 - 1,21+ 1,65 - 1,01 - 1,11 - 1,33 - 1,03 -
L. karsianus 1,43 + 1,28 - 1,18 + 1,22 + 1,35+ 1,30 + 1,11 -
L. satdaghensis 1,45+ 1,16 + 1,20 + 1,06 + 1,30 + 1,16 + 1,01+
L. elongatus 1,06 - 1,37 - 1,68 - 1,29 - 1,13 - 1,25 + 1,60 -
L. cilicicus 1,48 - 1,45 - 1,07 + 1,87 - 1,21+ 1,00 - 1,53 -
L. brachypterus 1,30 + 1,18 + 1,32+ 1,12 - 1,16 + 1,27 - 1,07 +
L .nivalis 1,13 + 1,11 - 1,38 + 1,07 - 1,28 + 1,37 + 1,18 -
L. armenus 1,44 + 1,56 + 1,28 + 1,15 - 1,24 + 151+ 1,33-
L. tukhtensis 1,27 + 1,39 + 1,34 + 1,88 - 1,26 + 1,07 + 1,34 -

*(+) hiicre cogalmasini arttirict etki, (-) hiicre cogalmasini azaltici etki

Rakamlar bitki Oziitiiyle muamele edilen hiicre proliferasyon degerlerinin DMSO

degerleriyle normalize edilerek kontrol degerlerine oranini gostermektedir.

3.3.2. Hiicre cogalmasini azaltan éziitlerin doz denemesi

Hiicre boliinmesi lizerinde azaltic1 etki gosteren bitki 6ziitlerinden bazilarinin farkl

dozlarinin etkili olduklar1 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik aktiviteleri aragtirilmistir.

L. elongatus oziitiniin PC-3 hiicre hatt1 iizerinde konsantrasyona bagli sitotoksik
etkisinin arastirildig1 deneyde diisiik konsantrasyonda hazirlanan 6ziitlerin 0,125 ve
0,25 mg/ml konsantrasyolarimin sitotoksik etki gostermedigi, sitotoksisitenin 0,5
mg/ml’den itibaren basladig1 fakat 4 mg/ml konsantrasyonda hiicre canliliginda bir
artisin oldugu gozlenmistir (Sekil 3.8.). Diger bir deyisle, konsantrasyon artisiyla

sitotoksisite arasinda dogru oranti gézlenmemistir. 0,5-1-2 ve 8 mg/ml
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konsantrasyonlarin hiicre ¢ogalmasini sirasiyla 1,45-1,42-1,46 ve 1,47-kat azalttig
belirlenmistir. L. elongatus oziitiiniin ¢alisilan konsantrasyonlart kolsisin ile
karsilastirildiginda bu konsantrasyonlardan higbirinin kolsisinden daha yiiksek
aktivite goOstermedigi saptanmistir. En anlamli sitotoksik aktivite 2 mg/ml’lik
konsantrasyonda goézlenmistir. S6z konusu o6ziit, PC-3 hiicrelerinin ¢ogalmasini
kontrole gore 1,46 kat azaltirken BEAS 2B hiicrelerininkini kontrole gore 1,25-kat

artirdig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.8. L. elongatus’un PC-3 hiicre hatt1 iizerinde konsantrasyona bagh sitotoksik etkisi

K562 hiicre hatt1 lizerine antitiimor etkisi denenen L. karsianus oziitiiniin canlilig
azaltic1 etkisi en diisiik doz olarak denenen 0,125 mg/ml konsantrasyonda kontrole
gore hiicre ¢cogalmasini 1,7-kat azalttig1 gozlenmistir. Doz artigina baglh olarak hiicre
cogalmasinda dogru orantili bir azalma goriilmese de kontrole kiyasla denenen
dozlarda hiicre ¢ogalmasinda azalma kaydedilmistir. Hiicre ¢ogalmasini azaltan (1,7-
kat) en etkili dozun ise 0,125 mg/ml konsantrasyon oldugu ve bu 6ziitiin kolsisinden
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Oziitiin hi¢bir konsantrasyonu BEAS
2B hiicrelerine toksik etki gostermediginden antitlimor etkileri anlamli olarak

bulunmustur (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. L. karsianus’un K562 hiicre hatt1 iizerinde konsantrasyona bagh sitotoksik etkisi

Benzer sekilde L. nivalis 6ziitiiniin K562 hiicre hatti {izerinde doz artisina paralel
olarak hiicre ¢cogalmasindaki azalmada dogru orant1 saptanamamistir. Ancak, K562
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etki 0,125, 4 ve 8 mg/ml konsantrasyonlarinda
gozlenmistir ve bu dozlardaki etki kolsisinin etkisine ¢ok yakin olarak bulunmustur
(Sekil 3.10.). BEAS 2B hiicrelerine 6ziitiin higbir konsantrasyonu sitotoksik etki
gostermemistir. Deneyde kontrol olarak kullanilan lektin her iki hiicre hattinda hiicre
cogalmasinda artisa neden olurken, diger bir kontrol grubu olan kolsisin her iki hiicre

hattinda da beklenildigi gibi ¢ogalmay1 inhibe edici 6zellik gostermistir.
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Sekil 3.10. L. nivalis’in K562 hiicre hatt1 iizerinde konsantrasyona bagh sitotoksik etkisi
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CCC hiicre hattina kars1 antitimor etkisi denenen L. nivalis 0ziitiinlin tiim
konsantrasyonlar1 BEAS 2B hiicrelerine toksik etki gdstermemekle birlikte CCC
hiicreleri {izerinde degisen derecelerde hiicre ¢ogalmasini azaltict etki gosterdikleri
tespit edilmistir. Kontrol gruplarindan lektin her iki hiicre hattinda da ¢ogalmay1
artirict etki gosterirken, kolsisin inhibisyon etkisi gostermigtir. CCC hiicreleri
tizerinde en yiiksek sitotoksik etki hiicre ¢ogalmasini 1,73-kat azaltan 0,25 mg/ml

konsantrasyonda gozlenmistir (Sekil 3.11.)
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Sekil 3.11. L. nivalis’in CCC hiicre hatti iizerinde konsantrasyona bagh sitotoksik etkisi
3.3.3. Diger bitkilerin antitiimor etkileri

Mugla Sitki Kogman Universitesi kampiisiinden toplanan 6 adet bitkinin ve Kars’tan
toplanan Tanacetum sp. bitkisinin etil alkolle soxhlet cihazinda elde edilen ham
oziitlerinin kanser ve BEAS 2B hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi MTT

analiziyle incelenmistir

K562 hiicre hatt1 iizerinde tim oOziitlerin degisen derecelerde hiicre ¢ogalmasini
azaltic1 etkileri oldugu goriilmistiir. En yiiksek sitotoksik etki Chenopodium botyrs
oziitinden elde edilmis olup, kontrole oranla hiicre ¢ogalmasini 3,96-kat azalttig1

tespit edilmistir (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Bazi bitki 6ziitlerinin K562 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi

Bitki oziitlerinin PC-3 hiicreleri iizerinde proliferatif etkileri incelendiginde, K562
hiicre hattinda oldugu gibi biitiin 6ziitlerin hiicre ¢ogalmasini degisik oranlarda
azalttigr tespit edilmistir. En yiiksek antiproliferatif etki Glacium flavum,
Chenopodium botyrs, Quercus coccifera (kabuk), Catalpha sp. oziitleriyle elde
edilmis olup, hiicre ¢cogalmasini kontrole kiyasla sirasiyla 4,30-kat, 4,42-kat, 3,69-kat
ve 3,58-kat azalttiklar1 bulunmustur (Sekil 3.13.)
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Sekil 3.13. Bazi bitki 6ziitlerinin PC-3 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etKisi
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DU145 hiicre hattina karst etkileri denenen bitki oziitlerinden Euphorbia falcata
hiicre proliferasyonunu artiric1 artirict etki gostermis olup, Crataegus monogyna
hari¢ diger tiim Oziitlerin farkli oranlarda hiicre cogalmasini azalttiklar1 belirlenmistir
(Sekil 3.14) En yiiksek sitotoksik etki Glacium flavum oziitiinden elde edilmistir.
DMSO’nun DU145 hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi gdézlenmemistir.
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Sekil 3.14. Bazi bitki 6ziitlerinin DU145 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisi

AS549 hiicre hattina kars1 antitiimor etkileri denenen ekstrelerden en yiiksek sitotoksik
etki kontrol grubuna gore canlilig1 2,63-kat azaltti1 belirlenen Chenopodium botyrs’
ten elde edilmistir (Sekil 3.15.). Euphorbia falcata kontrol grubuna gore hiicre
cogalmasini artic1 etki gosterirken kalan diger ekstrelerin A549 hiicreleri {izerinde

degisen derecelerde antiproliferatif etkileri oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.15. Baz bitki 6ziitlerinin A549 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisi

MCF-7 hiicre hattina karsi antiproliferatif etkileri denenen bitki Oziitlerinden
Crataegus monogyna (meyve) disindaki tiim dziitlerin hiicre ¢ogalmasini inhibe edici
ozellik gosterdikleri belirlenmistir. En yiiksek sitotoksik etki kontrol grubuna gore
hiicre ¢ogalmasini 4,01-kat azaltan Chenopodium botyrs o6ziitiinden, en diisiik
sitotoksik etki ise kontrol grubuna gore canliligi 1,64-kat azaltan Tanacetum sp.
Oziitlinden elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 3.16.). DMSO, MCF-7 hiicrelerine
kars1 sitotoksik etki gOstermis olmasma ragmen antitiimor etkileri tespit edilen

oziitlerin hepsi DMSO’nun etkisinden daha fazla sitotoksik etki gostermislerdir.
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Sekil 3.16. Baz1 bitki éziitlerinin MCF-7 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisi

CCC hiicre hattina karst antitiimor etkileri denenen bitki 6ziitlerinden Euphorbia
falcata, Crataegus monogyna (meyve) ve Catalpha sp. kontrol hiicrelerine gore
canlilig1 sirasiyla 1,68-2,17-1,44 kat artirarak antiproliferatif etki gostermemislerdir
(Sekil 3.17.). Kontrol grubuna gore hiicre ¢ogalmasimi Glacium flavum 2,42-kat,
Tanacetum sp. 2,41-kat, Chenopodium botyrs 1,68-kat azalttiklart saptanmustir.

DMSO’nun s6z konusu hiicre hatti {izerinde sitotoksik etkisi gézlenmemistir
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Sekil 3.17. Baz bitki 6ziitlerinin CCC hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi
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Normal brons epitel hiicreleri olan BEAS 2B hiicre hattina etkileri incelenen
ekstrelerden sitotoksik 6zellik gostermeyen tek bitki ekstresi Crataegus monogyna
(meyve) olarak tespit edilmistir. Diger ekstreler degisen oranlarda hiicre ¢ogalmasini
azaltic1 etki gostermislerdir (Sekil 3.18.). Crataegus monogyna(meyve) disinda,
hiicre hatlar1 {lizerinde antiproliferatif etkileri belirlenen ekstrelerin BEAS 2B
tizerinde de sitotoksik etki gostermeleri bu ekstrelerde hangi bilesen veya
bilesenlerin etken madde olarak ozellik gosterdiklerinin belirlenmesi gerekliligini
ortaya ¢ikarmaktadir. S6z konusu bitki ekstrelerinden BEAS 2B hiicre hattina olan
sitotoksisiteleri diger hiicre hatlarinda antiproliferatif etki gosterdikleri hiicre
hatlarina olan sitotoksisitelerinden diigiik olanlar Euphorbia falcata K562 ve MCF-7;
Catalpha sp. K562, PC-3, MCF-7, DU145 ve A549; Quercus coccifera (kabuk)
K562, PC-3, A549 ve MCF-7 iizerinde olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.18. Baz bitki éziitlerinin BEAS 2B hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi
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Ozet olarak, Lathyrus tiirleri disindaki diger bitki 6ziitlerinin kanser hiicrelerinin
boliinmesi iizerinde etkilerinin arastirilmas: sonucunda elde edilen veriler Cizelge
3.6’da verilmistir. Buna gore, biitlin bitki Oziitlerinden en az antiproliferatif etki
gosterdigi hiicre hatt1 prostat hiicre hatti olan DU145 olup hiicre ¢ogalmasinin
azalmasinda goriilen en yiiksek etki 1,9-kat olup G. flavum bitki 6ziitiiyle elde
edilmistir. Buna karsin diger prostat hiicre hatti olan PC-3 iizerinde 4 hiicre hattinin
sitotoksik etkisi kontrole gore 3,58-kat ile 4,42-kat arasinda degismektedir. Bunlarin
disinda 4 ve daha Ustii bitki Oziitiiyle en ¢ok sitotoksik etki goriinen K562 ve MCF-7
hiicreleri oldugu tespit edilmistir. Ozellikle Catalpha sp. bitki 6ziitii PC-3 ve MCF-7
kanser hiicrelerini normal hiicre hattt BEAS 2B’ye kiyasla sirasiyla 2,9-kat ve 2,8-kat
azalttigi goriilmektedir. Diger bir degisle, antiproliferatif etki bakimindan Catalpha
sp. bitkisi s6z konusu hiicre hatlarina kars1 en yiiksek potansiyele sahiptir. Bitkilerin
icerdikleri farkli fitokimyasallardan ve sekonder metabolitlerden dolay1 hiicre hatlar
tizerinde farkli veriler elde edilmistir. Ayrica her bir kanser hiicre hattinin kendine
0zgl karakteristik 6zelliklerinden dolayr aymi bitki oziitii farkli hiicreleri lizerinde
degisen sonuclar vermistir. Hiicre hatlari iizerinde uygulanan ilaclara verilen yanit bu
ilaclarin etki mekanizmasina, uygulama dozlarina oldugu kadar kullanilan hiicrelerin
koken aldigit dokuya, kanser hiicresinin oOzelliklerine ve onlarin  genetik

degisikliklerine bagli oldugu belirtilmektedir.

Cizelge 3.6. Baz1 bitki oziitlerinin hiicre hatlar iizerinde sitotoksik etkileri

EKSTRELER (8mg/ml) HUCRE HATLARI

BEAS2B K562 PC-3 DuU145 A549 MCF-7 CCC

Euphorbia falcata 1,81 - 3,08- 1,37- 1,48 + 1,07+ 187- 1,68 +
Crataegus monogyna 1,44 + 189- 1,58- 1,04 - 1,42 - 1,30 + 2,17 +
Glacium flavum 4,40 - 3,67- 4,30- 1,98 - 2,19 - 3,80 - 2,42 -
Chenopodium botyrs 4,49 - 3,96 - 4,42 - 1,32 - 2,63 - 4,01 - 1,68 -
Catalpha sp. 1,21 - 2,39- 3,58- 1,23 - 2,00 - 3,39 - 1,44 +
Quercus coccifera 2,08 - 3,10- 3,69- 1,18 - 2,30 - 3,04 - 1,20 -
Tanacetum sp. 2,72 - 2,21- 2,70 - 1,67 - 1,71 - 1,64 - 2,41 -

*(+) hiicre cogalmasini arttirict etki, (-) hiicre cogalmasini azaltici etki
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Tez kapsaminda ¢alisilan 9 endemik Lathyrus L. tiirlerinin 6 farkli mikroorganizma
lizerinde antimikrobiyal aktiviteleri arastirtlmistir. Uyguladigimiz metodlara gére bu
bitkilerin yaprak ham oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ticari antibiyotiklerle
kiyaslanamayacak kadar disiik oldugu bulunmustur. Ancak kullanilan
antibiyotiklerin saf madde oldugu g6z Oniinde bulundurulmalidir. Calismada
kullanilan bu bitkinin bakteriler {izerinde etken olan maddeleri tek tek saflastirilarak
kullanilirsa ¢ok daha etkili olabilirler. Ayrica farkli 7 adet bitkinin de aym
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Ayni zamanda
bitki Oziitleri maserasyon ve soxhlet cihaziyla ekstraksiyon olmak iizere iki farkl
teknikle elde edilmis olup, antimikrobiyal etkileri birbirleriyle kiyaslanmistir.
Soxhlet cihaziyla elde edilen oOziitlerin antimikrobiyal etkileri diger teknikle elde

dilen 6ziitlerinkinden biraz daha yiiksek ¢iktig1 tespit edilmistir.

Bitkilerin fitokimyasal 6zellikleri, kimyasal bilesenleri tiirden tiire farklilik arz ettigi
icin bazi bitkiler antibakteriyal aktivite gostermemislerdir. Bu calismada endemik
Lathyrus L. tiirlerinden kayda deger antimikrobiyal etki alinamamustir. Bitkinin
yasam siiresinin degisik evrelerinde govde, yaprak ve meyvelerinde trettigi etken
maddeleri kesfedebilmek amaciyla bahar, yaz ve sonbahar gibi farkli zamanlarda
toplanan 6rneklerin farkli solventlerle elde edilen 6ziitlerinin karsilagtirmali olarak
arastirmalar yapilmasinin oldukc¢a biiyliik 6nem teskil edecegi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla toplanan materyallerin uygun saklama ve kurutma kosullarina uyularak
fazla bekletilmeden deneylerin yapilmasinin bitki etken maddelerinin bozulmadan ya
da konsantrasyonlarinda bir azalma olmadan elde edileceginden antimikrobiyal

etkilerde daha olumlu sonuglar elde edilebilir.

Antitiimér etkileri MTT metoduyla arastirilan 9 endemik Lathyrus L. tiirlerinden 6

tanesi BEAS 2B normal epitelyum hiicre hattina sitotoksik o6zellik gdstermeyip
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caligilan farkli kanser hiicre hatlar1 lizerinde degisen derecelerde hiicre ¢ogalmasini
azaltic1 yonde etkilerinin oldugu belirlenmistir. Fakat bu etkilerin anlamli derecede
canliligi azaltict yonde olmamas1 bitkilerin igerdigi fitokimyasallardan
kaynaklanabilecegi gibi bitkilerin saklama kosullarindan ve materyallerin laboratuar
ortaminda uzun yillar bekletilmis olmasinin beraberinde etken maddelerin
konsantrasyonlarinda azalma ya da kimyasal degisime wugramis olabilme
ihtimallerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni bitkilerin bu bahsedilen
kosullara uyularak farkli ¢ozgen ve fakli ekstraksiyon metodlariyla antitimor
denemelerinin yapilmasi gerekliligi aciktir. Ayrica antitiimor etkileri arastirilan diger
bitkilerden kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini yiiksek oranda azaltan oOziitler
belirlenmistir. Bu materyallerin igerdigi fitokimyasallardaki ¢esitliligin yan1 sira
toplanma, kurutma ve deneylere baslanma stiresi kisa tutulmus olup icerdikleri etken

maddelerin bu nedenlerle belirgin sonuglar verdigi diisiiniilebilir.

Tez kapsamindaki aragtirmalarda endemik ve diger bitkilerin ham oziitleri
kullanilmistir. Endemik bitkilerden elde edilen 6ziitleri kimyasal igerik analizlerinin
yapilmamis olmasi nedeniyle bu bitkilerin icerdigi hangi etken madde veya
maddelerin sitotoksik etkiden sorumlu olduguna dair degerlendirme yapilmamustir.
Daha ileri caligmalarla bitkilerden elde edilen oziitler icerisindeki etken madde
gruplart belirlenerek hiicre icerisinde hangi mekanizmalarla ve hangi diizeylerde
etkinlik gosterdikleri ortaya konmalidir. Ilag gelistirilmesinde ve toksisite
aragtirmalarinda in vivo testlerden 6nce deney hayvani sayisini 6nemli oranda azaltan,
hizli, organ-dokuya 0zel, ekonomik, giivenilir hiicre kiiltiirii gibi in vitro testlerin
yapilmas: gittikce yayginlasmustir. In vitro calismalarda canhilik veya diger etkinlik
degerlendirmelerinde test gesitlerinin artirtlmasi alinan sonuglarin ve buna bagl yapilan
yorumlarin dogrulugunu da artiracaktir. Belirtilen degerlendirmeler dogrultusunda,
aragtirmadaki bitki Oziitlerinin etkinligi ve etki mekanizmalarinin daha iyi
anlasilabilmesi igin, in vivo arastirmalardan once, bitki Oziitlerinin kendisi ve/veya
igerdigi etkin maddelerin saflagtirilmis sekillerinin gesitli doz ve inkiibasyon siirelerinde,
farkl sitotoksik yolaklar iizerindeki etkinliklerini belirleyici testlerin yapilmasi yararlh

olacaktir.
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