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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI Salvia GENUSU UYELERININ Acanthamoeba castellanii
TEDAVISINDEKiI KULLANIM POTANSIYELLERININ ve SITOTOKSIK
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Enes AYDIN
Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dalh

Danisman
Prof. Dr. Atalay SOKMEN
Amip kaynakli keratit olgularin tiimiiyle tedavi edilmesi bazi hastalarda oldukga
zordur. Zira, asilagelmis tedavi yontemlerine karst kistler trofozoitlerden daha az
duyarlidir. Bu ¢alismada Salvia tomentosa, S. virgata, S. hypargeia, S. staminea ve S.
caespitosa’dan elde edilen methanol 6ziitlerinin Acanthamoeba castellani tizerindeki
in-vitro etkinligi ve ayrica kornea hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Amoebisidal aktivitenin belirlenebilmesi i¢in, 1.0 mg/ml’den 32.0 mg/ml’ya kadar
degisen derisimlerde hazirlanan Salvia Oziitlerinin Acanthamoeba trofozoitleri ve
kistleri lizerindeki etkisi in vitro test edilmistir. Salvia tirlerinin kornea hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitelerinin tespiti i¢in ise agar diffiizyon yOntemi
uygulanmistir. Testlerden elde edilen sonuglara gore, Salvia tomentosa, S. virgata ve
S. hypargeia herhangi bir amoebisidal aktivite gdstermemistir. Diger taraftan, S.
caespitosa ile karsilatirilacak olursa, S. staminea, A. castellani tizerinde kayda deger
bir amoebisidal aktivite sergilemistir. S. staminea metanol 6ziitii ayrica, kiiltiirdeki
hiicreler lizerinde 16.0 mg/ml konsantrasyonda sitotoksik etki gostermemistir. Sonug
olarak, S. staminea’dan elde edilen metanol Oziitiiniin, Acanthamoeba

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek yeni ve alternatif bir dogal {iriin
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oldugu diisiiniilebilir. Ancak, bu 6ziitiin biyolojik etkinliginin dogrulanmasi i¢in daha

ileri diizeyde in vivo test sistemlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba castellani, Salvia tomentosa, Salvia
virgata, Salvia hypargeia, Salvia staminea, Salvia

caespitosa, Amoebisidal etki, Sitotoksik etki.



SUMMARY
M. Sc.
INVESTIGATION OF THE USAGE POTENTIALS OF SOME Salvia
SPECIES ON THE TREATMENT OF Acanthamoeba castellanii
AND THEIR CYTOTOXIC ACTIVITIES

Enes AYDIN
Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and
Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor
Prof. Dr. Atalay SOKMEN
Amoebic keratitis is difficult to treat, without total efficacy in some patients because
of cysts which is less susceptible than trophozoites to the usual treatments. We
investigated here the in vitro effectiveness of methanolic extracts of Salvia
tomentosa, S. virgata, S. hypargeia, S. staminea and S. caespitosa against
Acanthamoeba castellanii and also cytotoxicity on corneal cells in vitro. In the first
case, the effect of Savia species with the concentrations ranging between from 1.0 to
32.0 mg/ml on the proliferation of A. castellanii trophozoites and cysts were
examined in vitro. For the determination of cytotoxicity of Salvia species on corneal
cells, agar diffusion tests were performed. According to the results obtained from the
tests, Salvia tomentosa, S. virgata and S. hypargeia did not show any amoebicidal
activity. On the other hand, S. staminea showed remarkable amoebicidal effect on 4.
castellanii when compared to S. caespitosa. In the case of the cyctotoxic acitivity,
methanolic extract of S. staminea showed no cytotoxicity for the cells in the
concentration of 16.0 mg/ml. As a result, methanolic extract of S. staminea could be

concluded as a new an alternative natural agent against Acanthamoeba. On the other
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hand, it still needs to be further evaluated by in vivo test systems to confirm its
biological effect.

Key words: Acanthamoeba castellani, Salvia tomentosa, Salvia virgata, Salvia
hypargeia, Salvia staminea, Salvia caespitosa, Amoebicidal effect,

Cytotoxic effect.
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1. GIRiS

1.1. Bitkilerin Biyolojik Aktivite Potansiyellerine Genel Bir Bakis

Bitkiler, insanoglunun temel besin gereksinimlerini karsilayabilmesi igin
gereken primer metabolitlerin (karbohidrat, protein ve yaglar) ana kaynagidir.
Besinsel onemi ¢ok biiyiik olan bu bilesiklerden baska diger bazi yararli maddeler
de bitkilerden saglanmaktadir. Besin ve enerji saglama gibi yasamsal degerler
tasimamakla birlikte, basta ila¢ sanayi olmak {izere, kimya, besin, kozmetik ve
ziral miicadele sektorlerinde ekonomik agidan ¢ok 6nemli ve yeri doldurulamaz
bazi kimyasallar bitkilerden elde edilmektedir. Bu kimyasallara genel olarak
“sekonder metabolitler” ad1 verilmektedir (Cox, 1990).

Bitkilerden elde edilen dogal iirlinlerin tedavi amactyla kullanilmasi bilim
adamlar1 i¢in uzun zamandan beri ilgi ¢ekici bir ¢aligma alan1 olmustur. Burada,
halk arasinda “kocakar1 ilaglar’” olarak bilinen bitkilerden yeni ilaglar
gelistirilmesinde, etnofarmakoloji biliminin énemli katkis1 olmustur. Vinkristin,
vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin, ekonomik ve saglik agisindan bugiinkii
Onemlerini bu aragtirmalara borgludurlar (Cox, 1990).

Tibbi bitkilerin yetistirilmesi, farmakognozi’nin gelismesine paralel olarak
artmigtir.  19. ylizy1l sonlarma dogru kimya alaninda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmesi nedeniyle tibbi bitkilerin yetistirilmesi gerilemis, ancak 1. Diinya
Savasi’ndan sonra tekrar ivme kazanmistir. Ancak 1920°li yillarda baslayan ve
1950’11 yillarda doruk noktasma ulasan sentetik ilaglarin gelistirilmesi ve
mikroorganizmalar kullanilarak o6zellikle antibiyotiklerin mayalama yoluyla
iretimi, tibbi bitkilerin diinya ticaret hacmindeki payin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir.
Diger taraftan sentetik katki maddelerinin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte; et, siit, meyve, sebze, deniz iiriinleri ve
mesrubat sektorlerinde dogal iirlinlere duyulan talep tekrar artmistir (Fowler,
1982).

Glinlimiizde diinya niifusunun ¢ogunlugu i¢in bitkiler, ilag hammaddesi
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’i
saglik gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir.

Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi diisiiniillirse
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toplam diinya niifusunun % 64’0 bitkileri tedavi amach kullanmaktadir
(Farnsworth, 1990). Gelismis iilkelerde regete ile satilan ilaglarin yaklasik % 25°1
bitkisel kokenli kimyasallardir (6rnegin; Passiflora, Zinco v.b.).

Gelismis tlkelerde HIV basta olmak iizere bir¢ok viriis, bakteri ve diger
hastalik yapici etkenlere kars1 antiviral ve antimikrobiyal etkili yeni kimyasallarin
saptanmast i¢in dogal kaynaklara basvurulmakta ve bu kaynaklarin basinda
bitkiler gelmektedir. Ornegin; A.B.D.’de Ulusal Kanser Enstitiisii biinyesinde
bitkilerin antibakteriyel ve antiviral 6zelliklerini arastirmak amaci ile Kuzey ve
Giiney Amerika’da bitki ortiisii incelenmekte ve bu maksatla yilda 4500 bitki
Ornegini inceleyecek bir program dahilinde arastirmalar yapilmaktadir
(Levingstone ve Zamora, 1983; Alice ve ark., 1991). Yine cesitli arastirma
enstitiileri de diinyanin gesitli bolgelerinde, 6zellikle tropikal bolgelerde, bu tiir
arastirmalara onem vermektedir (Pacheco ve ark, 1993). Diger taraftan,
geleneksel olarak bitkilerle tedavinin yaygin oldugu Cin ve diger uzak dogu
iilkelerinde  bulunan  endemik  bitkiler de bu kapsam  dahilinde
degerlendirilmektedir (Nagai ve Tada, 1987).

Bitkilerle yapilan bu c¢alismalarda hi¢ kuskusuz geleneksel kiiltiir igerigi
kadar, calisilan cografi bolgenin bitkisel zenginligi de dnemlidir. Dolayist ile ilk
planda tropik bitkilerin yogun ve ¢ok cesitli oldugu bolgeler onem kazanmaktadir.
Bununla beraber, Tiirkiye gibi cografi ve kiiltiirel zenginligi olan bolgelerde de bu
tartismalar biliyilk 6neme sahiptir. Dogu ile Bati arasinda cografi bir kopri
konumunda bulunan Anadolu’da tarih boyunca ¢esitli medeniyetlerin yerlesmesi,
gerek dogudan ve gerekse batidan bircok kavmin bolgeye yerlesmesi biiyiik bir
kiiltiir mirasin1 da beraberinde getirmistir. Bu mirasta elbette bitkilerle tedavi
unsuru 6nemli bir yer tutmaktadir (Nagai ve Tada, 1987).

Bitkilerin, yukarida deginilen antimikrobiyal potansiyellerinin yani sira
baska bir ¢ok biyolojik potansiyelleri bulunmaktadir. Bunlarin baglicalari;
analjezik, anksiolitik, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-kolinesteraz, anti-
oksidan, amoebisidal, anti-leishmanial, anti-platelet, anti-proliferatif, pro-
apoptotik, akil hastaliklari, diyabet, karaciger koruyucu, HIV-1 integraz inhibitor

aktiviteleridir.
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Son yillarda bitkilerde elde edilen bilesiklerin amoebisidal aktivitelerinin
olduguna dair ilgi ¢ekici veriler yaymlanmaktadir. Ozellikle Acanthamoeba tiirleri
tizerinde yapilan ¢aligmalar bunlarin baglicalaridir. Acanthamoeba, merkezi sinir
sisteminde olusan 6liimciil bir hastalik olan graniilamatdz amebik ensefalit (GAE)
ve gozlerde agrili ve tehlikeli bir hastalik olan amebik keratit (AK) hastaliklarinin
temelinde yatan unsurdur (Martinez ve Janitschke, 1985). Bu tiirler ayrica;
viicudun c¢esitli bolgelerinde nodiillerin olusumuna, artirit’e ve rino-siniizit gibi
hastaliklara da yol agmaktadirlar. AIDS hastalar1 da dahil olmak iizere immiin
sistemi baskilanmis kisiler (6rnegin; uzun siireli kortikosteroid igeren ilaglar
kullanmak zorunda olan hastalar v.b.), Acanthamoeba enfeksiyonlarina karsi
daha agik hale gelirler (Dunand ve ark., 1997; Gulet ve ark., 1979; Torno ve ark.,
2000). Giiniimiizde metronidazol ve emetin en sik kullanilan ilaglardir. Bu
ilaglarin genellikle uzun dénem kullanimi gerekmektedir. Ancak kullanima bagl
olarak toksik etiler ortaya c¢ikabilmekte veya mikroorganizmalarda bu ilaglara
karst direng olusabilmektedir (Cervantes, 1972; Albach ve ark, 1978;
Samarawickrema ve ark., 1997). Bu nedenle yeni, etkili ve daha giivenilir ilaglarin
gelistirilmesi icin acilen yeni kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Tibbi bitkilerin

bu amagcla taranmasi yeni aktif bilesenlerin bulunmasi i¢in en etkili yoldur.

1.2. Acanthamoeba castellani

Acanthamoeba cinsi amipler, ilk kez 1930 yilinda Castellani tarafindan,
Cryptococcus pararoseus kiiltliirlerinde bulunmus ve tanimlamigtir. Daha sonra bu
cinsin siiflandirilmasi, 1931 yilinda Volkonsky tarafindan yapilmis, fakat gergek
siniflandirma son yillarda yapilan arastirmalar sonucu ortaya konmustur (John,
1998). Acanthamoeba cinsinin en son siniflandirmasi Sekil 1°de verilmektedir.
Buna gore Acanthamoeba cinsi, Acanthamoebidae ailesi, Centramoebida takimi,
Lobose sinifi, Rhizopoda subesi (filumu) i¢inde yer almaktadir (Marciano-Cabral
ve Cabral, 2003). Son yillarda 16S-rRNA genlerinin molekiiler analizi yapilmis,
bu calismalar sonucunda Balamuthia cinsi, Leptomyxidae familyasindan,

Acanthamoebidae ailesine transfer edilmistir (Amaral Zettler ve ark., 2000).



Kingdorn: Protista

Prrdurm: Rhizopoda

Class: Loboses

Subclass: Gymnamoebia

crder: Centramoebia Schizopyrenida
Farmily: Acarthamoehidae “Yahlkam pfiidae
Genus: Acanthamoeba Balamuthia Maegleria

Sekil 1.1. Acanthamoeba, Balamuthia ve Naegleria cinsi amiplerin
siniflandirilmasi1 (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003).

Acanthamoeba cinsinin ayrimi en kolay, bu cinse 6zgii olan, trofozoitler
izerindeki, acanthapoda adi verilen, diken seklindeki yiizey ¢ikintilart ile yapilir
(John, 1998; Sayg1 ve ark., 2000). Morfolojik kriterler kullanarak tiir diizeyinde
ayrim yapmak cok zordur. Acanthamoeba tiirleri, kist biiyiikliigii ve sekline gore
iic morfolojik gruba ayrilirlar: Grup [I’deki tiirler, diger gruptaki tiirlerle
kiyaslandiginda oldukga biiyiik kistlere sahiptir. Ektokistle, endokist arasinda
oldukea belirgin bir sekilde goriilen agiklik vardir ve yildiz seklindeki endokist,
uclardan ektokistle baglantilidir. Grup II’deki tiirlerin ektokisleri burusuk bir
goriiniimde iken endokist yildiz, poligonal, licgen veya oval sekilde olabilir. Grup
III’deki tiirlerin kistleri kiigiiktiir, kist duvart ince ve diiz bir yapidadir, ektokist
diiz ¢eperi ile endokisti ¢evreler. Ektokistle, endokist arasindaki mesafe ¢ok azdir
(Ilingworth ve Cook, 1998; John, 1998; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003).

1.2.1. Dagilim ve Biyolojisi

1.2.1.1. Dagilim

Acanthamoeba tirleri ¢evrede yaygin olarak bulunan protozoonlar
arasindadir. Diinyada ¢ok genis bir dagilim gosterirler. Topraktan, ¢camurdan,

havadan, kaplicalardan, deniz suyundan, ylizme havuzlarindan, lagimlardan, hava
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temizleme iinitelerinden, ¢esme ve sise sularindan, dis tedavi iinitelerinden,
kontakt lenslerden, lens saklama kaplarindan, lens temizleme soliisyonlarindan,
bakteri ve mantar kiiltiirlerinden, memeli hiicre kiiltiirlerinden izole edilmislerdir
(Dagci ve ark., 2001; Gray ve ark., 1995; John ve Howard, 1995; John ve Howard,
1996; Larkin ve ark., 1990). Bunun yani sira, bu tiir amipler bitkilerden, balik,
amfibi, siiringen ve memeliler grubundaki hayvanlardan, saglikli goriinen
insanlarin nazal mukoza ve torakslarindan, infekte beyin ve akciger dokusundan,
immunbaskin kisilerin deri lezyonlarindan ve keratitli hastalarin korneal
dokusundan izole edilmistir (De Jonckheere ve Michel, 1988; Dykova ve ark.,
1999; Kong ve ark., 2000).

1.2.1.2. Yasam Dongiisii ve Biyolojisi

Acanthamoeba cinsi amiplerin yagam dongiisiinde iki donem ayirt edilir:
Birincisi, aktif olarak beslenen, biiyliyen, cogalan ve hareket eden trofozoit formu,
ikincisi 1ise, dis c¢evre kosullarina daha dayanikli olan kist formudur.
Acanthamoeba tiirleri, insan viicudunda basta merkezi sinir sistemi (MSS) ve g6z
olmak {tizere deri, akciger, mukoza ve toraksta yerlesebilirler. Bu cins amipler,
dokuda hem trofozoit, hem de kist halinde bulunurlar. Buna karsin Naegleria cinsi
amipler dokuda sadece trofozoit formunda bulunurlar (John, 1998; Sayg1 ve Polat
2003). Sekil 3’de Acanthamoeba tiirlerinin yasam dongilisi ve insanda
olusturdugu infeksiyon goriilmektedir (John, 1993).

Trofozoit Formu: Acanthamoeba trofozoitlerinin biiyiikliikkleri 25-56 pm
arasinda degisiklik gosterir ve genellikle yavas olan hareketlerini, parmak
seklinde olan lopopod ve akantopod (acanthapodium) denilen dikensi yalanci
ayaklar ile saglarlar. Besinleri, genellikle c¢evrede bulunan bakteri, alg ve
mantarlardir, bu partikiil halindeki besinleri fagositoz ile alirlar. Bunun yaninda
stvi ortamda erimis halde bulunan besinleri de pinositoz ile alarak beslenebilirler
(John, 1998).

Acanthamoeba tiirlerinin hiicresel organizasyonlart elektron mikroskobu
calismalar ile ortaya konmustur. Organeller, tipik bir biiyiik 6karyotik hiicredeki
gibidir. Acanthamoeba trofozoitlerinde diizgiin ve kivrimli endoplazmik

retikulum, golgi kompleksi, serbest ribozomlar, besin vakuolleri, mitokondria, ve
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mikrotubuller bulunur. Trofozoitteki sitoplazmik igerik, ii¢ tabakali bir plazma
membrani ile ¢evrilidir. Sitoplazmada, hiicrenin su igerigini kontrol altinda tutan
kontraktil vakuoller bulunur. Tek olan c¢ekirdekte, biiyiik ve merkezi bir
cekirdekcik mevcuttur. Genellikle, tek ¢ekirdekli olmasina ragmen, sivi haldeki
kiiltiirlerde bulunan trofozoitler cok ¢ekirdekli olabilir. Ureme, eseysiz olarak,
ikiye boliinmeyle olur (Saygi, 2002).

Kist Formu: Tek ¢ekirdekli ve yuvarlak olan kistlerin, ¢eperleri endokist ve
ektokist denilen ¢ift tabakadan meydana gelir. Genellikle dis tabaka hafifge kivrik,
i¢ tabaka polihedral bir goriiniimdedir. Biiytkligii 13-20 um arasinda degisiklik
gosterir. Kistler dezenfektanlara, klora, antibiyotiklere karsi direnglidir. Diigiik
sicakliklarda (0-2°C) canli kalirlar. Cevre kosullart uygun oldugunda, kistlerden
trofozoitler ¢ikar. Acanthamoeba tirlerinin kist morfolojisi, agar plaklar

iizerinden bile kolayca ayirt edilir (John, 1998).

1.3. Salvia Tiirleri ve Biyolojik Aktiviteleri

Salvia cinsi diinyada yaklagik 900 tiir ile temsil edilmektedir (Kénemann,
1999). Ulkemizde 89 Salvia tiirii ve toplamda 94 taksonu bulunmaktadir. Bu
bitkilerin 45’1 bu flora i¢in endemiktir ve endemizm orani yaklasik % 45°dir.
Genellikle adacayr olarak bilinirler. Yiiksek ya da kisa boylu, ¢ok veya az
dallanan, yaprak veya cicekleri farkli olan bitkilerdir. Genellikle 50-100 cm
arasinda boylanir. Tek veya ¢ok yilliktir (Davis, 1968—1984). En 1iyi bilinen tiir,
Salvia officinallis tibbi adagay1 olarak satilmaktadir. Kokeni ve yayilis alani
Akdeniz g¢evresidir. Ugucu yag1 % 15 sineol icermektedir. Salvia cinsine ait bazi
bitkilerin de antimikrobiyal ve oOzellikle antioksidan Ozellikleri aydinlatilmus,
ancak tibbi veya ticari kullanimlar1 simirhh kalmistir (Weng ve Wang, 2000;
Yildirim ve ark. 2000).

Bu genusa Salvia isminin verilmesinin amaci ise “Salvia” kelimesinin
kokeninin “salveo” yani kurtarma, tedavi etme anlami tasidigindandir. Salvia
tiirleri zihinsel tedavi, sinir bozukluklari, cinsel zayiflik, romatizma, atesli
hastaliklar, terleme gibi hastaliklarda tedavi edici ajanlar olarak kullanilmistir

(Watt ve Breyer-Brandwijk, 1962; Baricevic ve ark., 1996).
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Pek ¢ok Salvia tiirii ve bunlardan elde edilen fitokimyasallar, ¢ok sayida test
sisteminde Onemli antioksidan aktiviteler sergilemistir (Dorman ve Deans, 1995;
Hohmann ve ark., 1999; Lu ve Foo, 2001). Buna ilave olarak, bu cinse ait tiirler
halk arasinda tedavi edici 6zelliginden dolay1 yaygin kullanima sahiptir ve yapilan
arastirmalar bu bitkilerin biyolojik aktivitelerinden sorumlu pek ¢ok aktif bileseni
tanimlamay1 basarmistir (Bayrak ve Akgul, 1987). Diger yandan, bazi Salvia
tiirleri ise besin katki maddesi ve ¢ay olarak da tiiketilmektedir. (Chalchat ve ark.,
1998).

Literatiirde Salvia tiirlerine ait ¢ok sayida biyolojik aktivite rapor edilmistir.
Salvia officinallis; antiseptik, antringent, spazm giderici gibi pek ¢ok tibbi
kullanim alanini igeren uzun bir listeye sahiptir. Ayrica baz1 Salvia tiirlerinin de
antikanser, anti-inflammatuar ve antibakteriyel oOzellige sahip oldugu
bilinmektedir (Ulubelen ve ark., 2001). Salvia miltiorrhiza (Danshen)
kardiovaskuler hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan iyi bilinen geleneksel bir Cin
tip bitkisidir (Chen ve ark., 2001; Zhao ve ark., 2005). Baz1 Salvia tiirlerinin (S.
officinallis, S. lavandulaefolia, S. miltiorrhiza) depresyon, uykusuzluk ve hafiza
diizensizlikleri lizerine yararh etkileri géze ¢arpmaktadir (Howes ve ark., 2003;
Perry ve ark., 2000a,b). Baz1 ¢alismalar Alzheimer hastaliginin tedavisi ile ilgili
olarak S. lavandulaefolia kullanimin1 bilimsel olarak kanitlamaktadir. Bu
tedavilerin merkezinde sdzkonusu bitkilerin ugucu yaglarinin aktiviteleri dikkate
degerdir (Perry ve ark., 2000a,b; Savalev ve ark., 2003). Antibiyotiklerin
kesfinden Once, Salvia tiirleri veremli hastalara bitkisel ¢aylar olarak verilmekte
ve kronik bronsit tedavisi i¢in bitkisel karisimlarda Salvia tiirleri dnemli bir rol
oynamakta idi.

Yapilan literatiir ¢alismalar1 dogrultusunda Salvia cinsine ait bir¢cok bitki
tiiriiniin antioksidan aktivitesi tespit edilmistir. S. hispanica (Reyes-Caudillo ve
ark., 2008), S. miltiorrhiza (Lin-Lin Tian ve ark., 2008) S. virgata, S. staminea, S.
verbenaca (Tepe, 2008), S. verticillata subsp. verticillata ve S. verticillata subsp.
amasiaca (Tepe ve ark., 2007), S. caespitosa (endemik), S. hypargeia (endemik),
S. euphratica subsp. euphratica (endemik), S. sclarea, S. candidissima, S.

aethiopis (Tepe ve ark., 2006) antioksidan aktivitesi ¢alisilmis tiirlerdir.
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S. tomentosa, govdesi 1 m’ye kadar uzayabilen, ¢ok yillik ve yar1 ¢alims1 bir
bitkidir. Genellikle Pinus brutia, P. nigra ve Quercus pubescens ormanlarinin
altlarinda yayilis gosterir. 90-2000 m arasinda yetismekle beraber, 4.-8. bazen 9.
aylarda ciceklenme gosterir. Akdeniz bitkisi olup iilkemizde; Istanbul, Bursa,
Zonguldak, Sinop, Ordu, Giimiishane, Trabzon, Izmir, Kiitahya, Eskisehir, Maras,
Antalya, Isparta, Konya, Adana ve Hatay’da yetisir (Davis, 1968—1984). Literatiir
taramalar1 sonucunda S. tomentosa’dan elde edilen ugucu yagin kimyasal
kompozisyonu ve antimikrobiyal aktivitesine iligkin yalnizca bir rapora
rastlanmistir (Haznedaroglu ve ark., 2001). Bunun yani sira Nagy ve ark. (1999)
tarafindan yapilan bir ¢calismada S. tomentosa’dan elde edilen diterpenoidler rapor
edilmistir.

Salvia virgata, dogal olarak dogu Akdeniz iilkelerinde Kirim, Balkanlar ve
Orta Asya da yetismektedir. Yapraklar ovat ve lanseolat olmakla beraber kenarlar
tirtiklidir.  Cigekler hazirandan ayindan ekim aymna kadar koyu menekse
rengindedir. Ayni yil c¢iceklenme oldugundan yayilma tohumla saglanir. S.
nemorosa’ya benzer fakat kisadir. Glinesli bolgeleri sever (Davis, 1968—1984).

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda bu tiirden elde edilen 6ziit ve
ucucu yaglarin antioksidan (Nickavar ve ark., 2007; Kosar ve ark., 2006; 2007,
2008), antimikrobiyal (Altun ve ark., 2007; Akkol ve ark., 2008) anti-inflamatuar
(Kiipeli ve ark., 2007) aktivitelerinin arastirildigi tespit edilmistir.

Salvia hypargeia, endemik bir tiirdiir. Bazal yapraklar kiimelenmis
durumdadir ve kisin kar altinda bu yapraklar 6lmektedir. Bu yapraklar gen¢ iken
asagiya dogru kivriktir. Govde ve cicekler haziran aymndan eyliil ayina kadar
retilir. Cigekler lavanta mavisi, mor ve beyazdir. Yayilma tohum ile
saglanmaktadir. Kis aylarinda -10 dereceye kadar dayanabilmektedir.

Literatiirde bu tiir ile ilgili yapilmis nispeten az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu baglamda, S. hypargeia’nin antioksidan (Tepe ve ark., 2006)
ve sitotoksik (Topgu ve ark., 2008; Ulubelen ve ark., 1999) aktivitelerinin
calisildigina dair raporlar mevcuttur. Diger yandan bu tiiriin ugucu yag igeriginin
(Demirci ve ark., 2003) ve yag asidi kompozisyonunun (Azcan ve ark., 2004;

Bagci ve ark., 2004) belirlenmesine yonelik bazi ¢caligmalara ulasilmistir.
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Yapilan kapsamli literatiir arastirmasi sonucunda Salvia staminea ile ilgili
yalnizca ii¢ rapora rastlanmistir. Bunlardan bir tanesinde so6zii edilen tiiriin
metanol Oziitiiniin antioksidan aktivitesi belirlenmistir (Tepe, 2008). Bir diger
calismada ise S. staminea’nin yag asidi kompozisyonu arastirilmistir (Bagc1 ve
ark., 2004). Diger calismada ise bu tiirlin di- ve triterpenlerinin sitotoksik
aktiviteleri belirlenmistir (Topgu ve ark., 2003).

S. caespitosa ise literatiir kayitlarina gore en az calisilmis olan tiirlerden
birisidir. Bu tiirlin yalnizca antioksidan aktivitesinin (Tepe ve ark., 2006) ve
antibakteriyal diterpenlerinin (Ulubelen ve ark, 2001) aydinlatildigini
gorlilmektedir.

Yukarida verilen kapsamli literatiir aragtirmast sonuglarindan da
goriilebilecegi gibi, calisma konusu olarak belirlenen bitkilerden higbirisinin teze
konu olan aktivitesi (anti-parazitik aktivite) daha 6nceden calisiimamustir.

1.4. Tezin Amaci

Diinyada pek cok iilke (A.B.D., Cin v.b.), sentetik bilesiklerin kullanimi
sonucunda yasanan sikintilarin ve 6nemli yan etkilerin asilmasi igin bitkisel
potansiyelin agiga ¢ikarilmasina biiyilk 6nem vermektedir. Uzun yillardir halk
arasinda tedavi amaciyla kullanilan bitkiler, yakin zamana kadar iilkelerin
degerlendirilmeyen alternatif kaynaklari olmustur. Ulkemizde de bitkisel
bilesenlerin biyolojik aktivite potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi fikri neredeyse
1990’1 yillarin basina rastlamaktadir. Ulkemizin bitkisel zenginlik agisindan
sahip oldugu essiz konum goz Oniine alindiginda, bu tarihten sonra yapilan tiim
bilimsel aragtirmalar, alaninda yapilmis  06zglin  c¢alismalar  olarak
degerlendirilmistir. Ancak 1000’in iizerinde endemik bitki tiiriine ev sahipligi
yapmakta olan Tiirkiye’nin, aydinlatilmayi bekleyen pek cok bitkisel tiirii
bulunmaktadir. Bu noktadan harcketle, bu calismadan elde edilecek wverilerin,
tilkemizin bitkisel kaynak kullanimina Onemli o6l¢iide katkida bulunmasi
beklenmektedir.

Diger yandan, yillar boyunca gerek antimikrobiyal ve gerekse amoebisidal
etkileri klinik olarak kanitlanmis cesitli ilaglarin (metronidazol, streptomycin,

sefalosporin grubu antibiyotikler v.b.) uzun siireli kullanimlar1 neticesinde goriilen
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yan etkileri, bilimsel platformun da 6tesinde onemli bir toplumsal sorun haline
gelmistir. Bu caligmada o6zellikle bitkisel kaynak kullanimina ilave olarak,
degerlendirilen bitki tiirlerinin sitotoksik aktivitelerinin de aydinlatilmasi ile
birlikte, enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek fitokimyasallarin maksimum
dozlar1 da belirlenebilecektir. Bu ve benzeri calismalardan elde edilecek olan
bulgular, farmasoétik endiistrileri i¢in hayati onem tagimaktadir.

Burada degerlendirilecek olan bitkisel 6ziitlerin daha ayrintili ve molekiiler
diizeyde arastirilmasi, aktiviteden sorumlu kimyasallarin tespiti, bu kimyasallarin
molekiiler modifikasyon mekanizmalar1 yolu ile aktivitelerinin artirilarak
muhtemel yan etkilerinin en aza indirilmesi konulari, ileride yapilacak ¢alismalara

temel olusturacak niteliktedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bitkilerin toplanmasi ve adlandirilmasi

Tez kapsamindaki bitkilerin bulunduklar1 lokaliteler saptandiktan sonra ilgili
lokalitelerden bitkisel materyaller toplandi. Bitkilerin adlandirilmasi islemleri
Yrd. Dog¢. Dr. H. Askin AKPULAT tarafindan gerceklestirildi. Teshis edilen
tiirlerin &rnekleri Cumbhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Herbaryumu’nda mevcuttur. Calismada yararlanilan bitkilerin adlar1 ve
toplandiklar1 lokaliteler asagida verilmistir.

Salvia tomentosa

Osmaniye-Diizi¢i, Sogiitliigol yaylast mevkii, orman i¢i, 1000m,

30.07.2006, (AA 5850)

Salvia caespitosa

Topguyenikoy, Hafik, Sivas; 05.07.2004 (AA3393)

Salvia hypargeia

Giirtin-Kangal yol ayirimi, Sivas; 05.07.2004 (AA3410)

Salvia virgata

Kardaglar tepesi, Sivas; 15.07.2006, (AA 5858)

Salvia staminea

Kardaglar tepesi, Sivas; 15.07.2006, (AA 5859)

2.2. Polar metanol oziitlerinin hazirlanmasi

Serin ve dogrudan giines 15181 almayan bir ortamda kurutulan bitkilerin her
birinden 100’er g’lik Ornekler alinarak blender yardimiyla 6giitiildii. Ardindan
ornekler Soxhlet aparatinda 60 °C’de 6 saat siiresince metanol ile 6ziitlendi. Elde
edilen 6ziit, vakum altinda evapore edilerek metanol uzaklastirildi ve kalan 6ziit
kloroform ve su ile fraksiyonlandi. Su (polar) oziitii -70 °C’de dondurularak
liyofilize edildi. Ardindan testlerin yapilmasina kadar +4 °C’de buzdolabinda
sakland1 (Sokmen ve ark., 1999).
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2.3. Trofozoitler

Acanthamoeba castellanii 1BU suglarinin vejetatif formlar1 10 ml PPYG
ortami iceren (proteaz peptone, maya oziiti ve glukoz) 25 cm’ capindaki
erlenlerdeki aksenik kiiltiirlerden elde edildi ve 37°C’de tutuldu (Walochnik ve
ark., 2000; Schuster, 2002). Ussel artis safhasindaki trofozoitler (72-96. saatler
arast), 500 g’de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek derisimleri artirildi. Steril
Neff soliisyonu igerisinde 2 defa yikanan amip, hemasitometre yardimi ile
sayilarak Neff soliisyonu (1.2g NaCl, 0.4g MgSO4-H,0, 0.4g CaCl,-2H,0, 1.42¢g
Na,HPO4, 1.36g KHPO; 100 ml distile su igerisinde) igerisinde final
konsantrasyonu 8x10° amip/ml (95.0% trofozoit) olacak sekilde ayarlandi ve bu

islemin ardindan hemen testlere baslandi.

2.4. Kistler

Kiiltiirler 6 hafta sure ile erlenler icerisinde inkiibe edilerek kistler
hazirlandi. Hasat islemi yine yukarida belirtildigi gibi gerceklestirildi.
Karsilagtirmalt deneylerde, en azindan % 85 oraninda kist igeren kiiltiirler
kullanildi. Ardindan kistler hasat edildi ve steril Neff sollisyonu igerisinde

yikanarak final konsantrasyonu 8x10° kist/ml olacak sekilde ayarlandi.

2.5. Deneysel Dizayn

Deneyler, 96 kuyucuklu steril plaklar igerisinde gergeklestirildi. Her bir
kuyucuga, 100 pl kalibre edilmis trofozoit ve kist soliisyonu eklendi ve amip
hiicrelerinin kuyucuk ylizeyine yapismalarinin engellenmesi i¢in 30 dakika
dinlenmeye birakildi. Daha sonra tuz soliisyonu uzaklastirildi ve her bir kolonun
4’er kuyucuguna 100 pl test ¢ozeltisi eklenerek agizlar kapatildi ve 37°C’de, 1.,
3.,6., 12., 24., 48. ve 72. saatler siiresince % 5.0 oraninda atmosferik CO; i¢eren
ortamda inkiibe edildi. Ayn1 siire¢, Neff soliisyonu igerisinde sadece parazitlerin
bulundugu control grubu icin de uygulandi. Tim testler dort tekrarli olarak

gergeklestirildi.
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2.6. Salvia tiirlerinin trofozoit safhasina etkilerinin tespit edilmesi

37°C’de inkiibasyon siirecinin ardindan, doku kiiltlirii kaplarinin tabanina
tutunmus olan trofozoitler dikkatli bir sekilde steril bir spatula yardimiyla
kaldirildi. Daha sonra ornekler pipetaj yapilarak 1 dakika siire ile karistirildi ve
her bir test ve kontrol kuyucugu % 0.3 oraninda 0.1 ml metilen mavisi bulunan
ortamda sayildi. Suslarin ilavesinden 10 dakika sonra canli (viable) ve 6li (non-
viable) trofozoitler hemositometre yardimiyla tespit edildi. Orneklerin her biri igin

100’den fazla A. castellanii trofozoiti degerlendirildi.

2.7. Salvia tiirlerinin Kist safhasina etkilerinin tespit edilmesi

Her bir inkiibasyon periyodunun ardindan, her bir test ve kontrol
kuyucugunun sayilabilmesi i¢in 0.1 ml test ¢dzeltisi, % 0.3 oraninda 0.1 ml
metilen mavisi bulunan ortama aktarildi. Sus ilavesinden 2 dakika sonra canli
(viable) ve Olii (nomn-viable) kistler hemositometre yardimiyla tespit edildi.
Orneklerin her biri i¢in 100°den fazla A. castellanii kisti degerlendirildi. Canl1 kist
icermeyen kiiltiir ortamlarindan elde edilen sonuglarin dogrulanmasi amaciyla bu
asamada ilave bir test daha uygulandi. Canliliginin tespit edilebilmesi igin kistler,
her bir inkiibasyon periyodundan sonra fizerine Escherichia coli ekimi
gergeklestirilmis olan agar plaklarina (non-nutrient besi ortami) inokiile edildi.
Kiltiir plaklari, 14 giin boyunca 30°C’de inkiibe edildi. Amip gelisimi, faz-
kontrast mikroskobu ile giinliik gézlemlendi (Schuster, 2002).

2.8. Primer epitel hiicre kiiltiirii

Bu asamada Yeni Zelanda beyaz tavsanlarmin saglikli gdzlerine limbal
biyopsi uygulandi. Kornea epitel dokusu, providon iyodin ile steril edildi ve epitel
hiicreleri igceren 1-2 mm kalinliginda bir limbal doku ve kornea stromasinin bir
kismu lamellar keratostomi yoluyla kesilerek limbal kokten ayrildi. Doku
ornekleri 10-15 dakika siiresince havada kurutuldu ve esit miktarlarda Hams F-12
ve N-2- hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic  asit (HEPES) ile
tamponlanmis ve % 5 oraninda Nu-Serum (Collaborative Research Inc., Bedford

Park, Mass.), ml’de 50 ug Gentacin (GIBCO), ml’de 5.0 ug insiilin (Collaborative
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Research) ve ml’de 10 ng epidermal biiyiime faktorii (Collaborative Research) ile
zenginlestirilmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (GIBCO Laboratories,
Grand Island, N.Y.) igeren primer kiiltiir ortamu ile kaplandi. Plaklar, 37 °C’de, %
5 oraninda CO, bulunan ortamda inkiibe edildi. Ortam, haftada 3 kez diizenli

olarak alt kiiltiir yapildi.

2.9. Agar difiizyon metodu

Bu metod uluslar arasi standartlara gore gergeklestirildi (International
Standard ISO 7405, 1977). Kisaca kiiltiirler, % 0.25 tripsin ¢ozeltisi kullanilarak
hasat edildi. Stok kiiltiirler, 1 x 10° hiicre/petri plagi yogunlugunda olacak sekilde
35 mm capindaki petri plaklarina ekildi ve haftada bir alt kiiltiir yapildi. Hiicresel
tabaka olusumunun ardindan besi ortami, % 1.5 oraninda agaroz igeren ortam ile
degistirildi. Agar sivilastirildiktan sonra hiicreler vital notral kirmizi ile boyandi.
Deneysel siire¢ boyunca hiicreler, foto-aktivasyonun neden olabilecegi hiicresel
zararin Onlenmesi amaciyla 1giktan korundu. Deneysel ¢ozeltiler, 6 mm capinda
steril Whatman filtre kagitlar1 kullanilarak uygulandi. Her bir Salvia tiirii i¢in dort
tekrarh plaklar ve pozitif ve negatif kontrol materyallerini iceren 4’er ilave Petri
plag1 hazirlandi. Negatif kontrol olarak DMEM kullanilirken, saf fenol pozitif
kontrol olarak kullanildi. 37 °C’de 24 saatlik bekleme periyodunun sonrasinda
hiicre yanitlari, inverted mikroskop gozlemlerine dayali olarak tespit edildi. Bu

calismada hiicre lizisi su sekilde degerlendirildi:

0 = hiicre lizisi yok
=% 20’den az hiicre lizisi
2 =% 40 hiicre lizisi
3 =% 40’dan fazla hiicre lizisi
4 = % 60-80 aras1 hiicre lizisi

5 =% 80’den fazla hiicre lizisi
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Ardindan sitotoksisite asagidaki gibi siniflandirildi;
0-0.5 = sitotoksik degil

0.6-1.9 = 1liml1 sitotoksik

2.0-3.9 = orta derecede sitotoksik

4.0-5.0 = 6nemli derecede sitotoksik

2.10. istatistiksel analizler

Veriler, aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde verildi. Bunun igin
ANOVA ve Tukey testleri uygulandi. p< 0.05 durumunda veriler anlamli kabul
edildi.



3. BULGULAR

Materyal ve Metod kisminda ayrintili olarak verilen 6ziitleme yontemleri ile
S. tomentosa, S. virgata, S. hypargeia, S. staminea, ve S. caespitosa’dan polar
metanol oziitleri elde edilmis ve bu Oziitlerin amoebisidal ve sitotoksik aktiviteleri
belirlenmistir. Yapilan testler sonucunda S. tomentosa, S. virgata ve S. hypargeia
oziitlerinde herhangi bir aktivite bulgusuna rastlanmamustir. S. staminea ve S.
caespitosa Oziitlerinin sozii edilen biyolojik aktiviteleri, asagida alt bagliklar

halinde verilmistir.

3.1. S. staminea Oziitiiniin Biyolojik Aktiviteleri

3.1.1. Amoebisidal Aktivite

3.1.1.1. Trofozoitler iizerine etki

S. staminea’dan elde edilen polar-metanol Oziitliiniin, 4. castellani
trofozoitleri iizerine etkisine iliskin veriler Tablo 3.1°de verilmistir.

1.0, 2.0 ve 4.0 mg/ml derisimlerde uygulanan S. staminea Oziitleri, ilk 24
saat icerisinde ortamda bulunan A. castellani trofozoitlerinin tamamin: bertaraf
edememistir. Ancak bu derisim degerlerinde 24. saatten sonra ortamda trofozoit
gbzlemlenmemistir.

8.0 mg/ml 6ziit derisiminin denendigi durumda ise O - 12. saatler arasinda
trofoziot gozlenirken, bu noktadan sonra trofozoitlerin tamami Slmistiir. 16.0
mg/ml’lik derigim, 6. saatten sonra ortamdaki tiim trofozoitlerin 6lmesi yoniinde
etki gosterirken, denen en yiiksek derisim olan 32.0 mg/ml’de ise trofozoitler
yalnizca 0-3. saatler arasinda canliliklarini siirdiirebilmislerdir.

Tabloda sunulan verilerin, istatistiksel acidan daha tutarli yorumlanabilmesi
icin Bolim 2’de belirtilen testlere uygulanmistir. Tablo i¢indeki her siitun
istatistiksel acidan kendi i¢inde degerlendirilmistir.

Ik saat dikkate alindiginda, 16.0 ve 32.0 mg/ml’lik derisim degerlerinin
uygulandigi testlerden elde edilen sonuglar istatistiksel agidan birbirlerinden farkl
degildir (P>0.05). Ancak bu periyot igerisinde, kontrol uygulamasi da dahil olmak
izere, 1.0 - 8.0 mg/ml arasinda denenen tiim derisimlerden elde edilen sonuglar

istatistiksel a¢idan birbirlerinden farklidir (P<0.05).



Deneme siirecinin 3. saati dikkate alindiginda ise, 8.0 - 32.0 mg/ml’lik
derisimlerin varliginda saptanan trofozoit sayilar1 arasinda istatistiksel a¢idan fark
bulunmamaktadir (P>0.05). Ancak 1.0 — 4.0 mg/ml’lik 0ziit degerlerinin
varhiginda tespit edilen trofozoit sayilari, istatistiksel acidan farklilik
gostermektedir (P<0.05).

6. saat siiresince 16.0 ve 8.0 mg/ml’lik derisimlerin varliginda tespit edilen
trofozoit sayilar1 arasinda istatistiksel a¢idan fark bulunmamistir (P>0.05). Ancak
kontrol parametresi de dahil olmak iizere, 1.0 — 4.0 mg/ml’lik 6ziit degerlerinin
varhginda tespit edilen trofozoit sayilari, istatistiksel acidan farklilik
gostermektedir (P<0.05).

Deneyin 12. saatinde, 32.0 ve 16.0 mg/ml’lik derisimlerin varlifinda
trofozoit saptanmamigtir. 4.0 ve 8.0 mg/ml’lik derisimlerin varliginda
gozlemlenen trofozoit sayilar istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (P>0.05).
Ancak 1.0 ve 2.0 mg/ml’lik derisimlerin varliginda saptanan trofozoit sayilari
istatistiksel olarak farklidir (P<0.05).

Deneyin 24. saatinde ise 8.0 — 32.0 mg/ml’lik derisimlerin varliginda
trofozoit tespit edilmemistir. 2.0 ve 4.0 mg/ml’lik 6ziit derisimlerinin varliginda
tespit edilen trofozoit sayilari istatistiksel acidan birbirinden farkli degildir
(P>0.05). Ancak 1.0 mg/ml’lik 6ziit derisim varliginda tespit edilen trofozoit
sayisi, 2.0 ve 4.0 mg/ml’lik derisim degerlerinden elde edilen sayilarindan
farklidir (P<0.05).

Deneyin 48 ve 72. saatlerinde, higbir 0ziit derisiminde canli trofozoit tespit

edilememistir.
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3.1.1.2. Kistler iizerine etki

S. staminea’dan elde edilen polar-metanol Oziitiiniin, 4. castellani kistleri
tizerine etkisine iligkin veriler Tablo 3.2°de verilmistir. Beklendigi iizere bitkisel
0ziit, kistler iizerinde trofozoitlere oranla daha zayif aktivite gostermistir.

Tablo 3.2°den de goriilebilecegi iizere, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/ml derisimlerde
uygulanan S. staminea Oziitleri, deneysel siirecin tamami géz Oniine alindiginda
ortamdaki kistlerin timii yok edilememistir. Ancak deneysel siirecin ilk saati
igerisinde ortamdaki canli kist sayis1 58.20 — 78.20 arasinda degisim gosterirken,
72. saat sonunda bu say1 10.80 — 29.40 civarina diismiistiir.

8.0 mg/ml 6ziit derisiminin denendigi durumda ise 0 - 48. saatler arasinda
ortamdaki kistlerin tamami bertaraf edilememistir. Ancak ilk saat igerisinde 72.00
+ 0.70 olan kist sayis1 48. saatte 10.20 + 1.15’e gerilemistir. Bu derisim degerinde
48. saatten sonra canli kist gézlenmemistir.

16.0 mg/ml’lik derisim, 24. saatten sonra ortamdaki ortamdaki tiim kistlerin
etkisiz hale getirilmesi yoniinde etki gdstermistir. inkiibasyonun basladig ilk saat
igerisinde 69.00 £+ 0.70 olan canli kist sayisi, 24. saate ulasildiginda 10.00 + 1.14
olarak belirlenmistir.

En yiiksek derisim olan 32.0 mg/ml’de ise kistler yalnizca 0-12. saatler
arasinda canliliklarint = siirdiirebilmislerdir. Ancak bu periyot icerisinde de
inkiibasyon siiresi artigina paralel olarak sayisal bir azalma egilimi igerisinde
olmuslardir. 11k saat igerisinde tespit edilen canli kist sayis1 58.20 + 2.39 iken bu
say1 12. saatte 9.20 £ 1.15’e diismiistiir. Bu derisim degerinde, 12. saatten sonra
ortamda canli kist gézlemlenmemistir.

Tablo 3.2 igindeki her silitun istatistiksel agidan kendi iginde
degerlendirilmistir.

Ik saat dikkate alindiginda, 8.0 ve 16.0 mg/ml’lik derisim degerlerinden
elde edilen veriler istatistiksel agidan birbirlerinden farli degillerdir (P>0.05).
Benzer durum 1.0-4.0 mg/ml &ziit derisimlerinin uygulandig1r durumlar i¢in de
gecerlidir (P>0.05). Ancak 32.0 mg/ml derisimin uygulandigi denemeden elde

edilen veriler, istatistiksel olarak digerlerinden farklidir (P<0.05).



Deneysel siirecin 3. saati dikkate alindiginda, 1.0-4.0 mg/ml derisimlerin
varliginda tespit edilen sonuglarin istatistiksel olarak birbirlerinden farklilik
gostermedigi goriilmektedir (P>0.05). Ancak kontrol uygulamasi da dahil olmak
iizere, 8.0-32.0 mg/ml derisimlerindeki Oziitlerin varliginda elde edilen sayisal
degerler istatistiksel agidan birbirlerinden farlidir (P<0.05).

6. saat siiresince yalnizca 1.0 ve 2.0 mg/ml derisimlerin varliginda belirlenen
sonuclar istatistiksel a¢idan benzer bulunmustur (P>0.05). Bu asamada, kontrol
uygulamasi da dahil olmak iizere elde edilen tiim sonuglar istatistiksel olarak
birbirlerinden farlidir (P<0.05).

Deneysel siirecin 12.-72. saatleri igerisinde elde edilen veriler gz oniinde
bulundurulacak olursa, her silitun igerisinde tespit edilen tiim degerler

birbirlerinden istatistiksel olarak farlilik gostermektedir (P<0.05).
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3.1.2. Sitotoksik aktivite

S. staminea’dan elde edilen polar metanol Oziitiiniin, epitel hiicre kiiltiirii
tizerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére bu 6ziit, 32.00
mg/ml derisimde iliml1 sitotoksik aktiviteye sahip bulunmustur. 16.00 mg/ml
derisimde ise kiiltiirdeki hiicreler ilizerinde herhangi bir toksik etki meydana

getirmemistir.

3.2. S. caespitosa Oziitiiniin Biyolojik Aktiviteleri

3.2.1. Amoebisidal Aktivite

3.2.1.1. Trofozoitler iizerine etki

S. caespitosa’dan elde edilen polar-metanol Oziitiinlin, A. castellani
trofozoitleri tlizerine etkisine iliskin veriler Tablo 3.3’de verilmigtir. Bu bitkinin
Oziitleri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar, S. staminea’ya gore daha
zay1f aktivite sergilendigini ortaya koymaktadir.

Tablo 3.2°den de goriilebilecegi iizere, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/ml derisimlerde
uygulanan S. caespitosa Oziitleri, deneysel siirecin tamami g6z oniine alindiginda
ortamdaki trofozoitlerin tiimii yok edilememistir. Ancak deneysel siirecin ilk saati
icerisinde ortamdaki canli trofozoit sayist1 75.80 — 77.20 arasinda degisim
gosterirken, 72. saat sonunda bu say1 17.40 — 28.40 civarina diismiistiir.

8.0 mg/ml 6ziit derisiminin denendigi durumda ise O - 48. saatler arasinda
ortamdaki trofozoitlerin tamami yok edilememistir. Ancak ilk saat icerisinde
74.20 = 1.68 olan trofozoit sayis1 48. saatte 18.20 + 1.06’ya gerilemistir. Bu
derisim degerinde 48. saatten sonra canli trofozoit gozlenmemistir.

16.0 mg/ml’lik derisim, 12. saatten sonra ortamdaki ortamdaki tiim
trofozoitlerin etkisiz hale getirilmesi yoniinde etki gostermistir. Inkiibasyonun
basladig1 ilk saat icerisinde 71.80 = 1.77 olan canli trofozoit sayisi, 24. saate
ulagildiginda 23.60 + 2.83 olarak belirlenmistir.

En yiiksek derisim olan 32.0 mg/ml’de ise trofozoitler yalnizca 0-6. saatler
arasinda canliliklarint = siirdiirebilmiglerdir. Ancak bu periyot icerisinde de
inkiibasyon siiresi artigina paralel olarak sayisal bir azalma egilimi igerisinde

olmuslardir. i1k saat igerisinde tespit edilen canli trofozoit sayis1 69.20 + 2.35 iken



bu say1 6. saatte 23.00 + 3.00’a diismiistlir. Bu derisim degerinde, 6. saatten sonra
ortamda canli trofrozoit gozlemlenmemistir.

Tablo 3.3’deki her siitun istatistiksel agidan kendi i¢cinde degerlendirilmistir.

Ik saat dikkate alindiginda, 16.0 ve 32.0 mg/ml’lik derisim degerleri
varliginda tespit edilen veriler istatistiksel agidan birbirlerinden farkli degillerdir
(P>0.05). Diger yandan, benzer durum 1.0-8.0 mg/ml’lik derisimlerin varliginda
elde edilen sonuglar icin de gecerlidir. So6zii edilen bu degerlerin higbirisi
istatistiksel agidan farkli degildir (P>0.05). Ancak kontrol uygulamasindan elde
edilen sonuglar bitkisel oziitlerden elde edilen sonuglara gore istatistiksel olarak
farklidir (P<0.05).

Deneysel siirecin 3. saati dikkate alindiginda, 16.0 ve 32.0 mg/ml derisim
degerlerinde elde edilen sonuclarin istatistiksel agidan farkli olmadig1 goriilecektir
(P>0.05). Ancak kontrol uygulamasi da dahil olmak iizere 1.0-8.0 mg/ml’lik
derisim degerleri varliginda elde edilen sonuglarin tamamu istatistiksel agidan
birbirlerinden farklidir (P<0.05).

Istatistiksel olarak 3. saate gozlemlenen durumun benzeri bir durum da 6.
saatte tespit edilmistir. Bu asamada, 16.0 ve 32.0 mg/ml derisim degerlerinde elde
edilen sonugclar istatistiksel agidan farkl degildir (P>0.05). Diger yandan 1.0-8.0
mg/ml’lik derisim degerleri varliginda elde edilen sonuglarin tamamu istatistiksel
acidan birbirlerinden farklidir (P<0.05).

12. saat icerisinde 32.0 mg/ml derisimde canli trofozoit gézlemlenmemistir.
Bu asamada, 8.0 ve 16.0 mg/ml derisim degerlerinde elde edilen sonuclar
istatistiksel acidan farkli degildir (P>0.05). Ancak 1.0-4.0 mg/ml’lik derisim
degerleri varliginda elde edilen sonuglar istatistiksel agidan birbirlerinden farklidir
(P<0.05).

24. saatte ise 16.0 ve 32.0 mg/ml derisimlerde canli trofozoit tespit
edilmemistir. 4.0 ve 8.0 mg/ml derisim degerlerinde elde edilen sonuglar
istatistiksel agidan farkli degildir (P>0.05). Ancak 1.0-2.0 mg/ml’lik derigim
degerleri varliginda elde edilen sonuglar istatistiksel agidan birbirlerinden farklidir

(P<0.05).



Deneysel siirecin 48. saatinde de 24. saattekine benzer sekilde 16.0 ve 32.0
mg/ml derisimlerde canli trofozoit tespit edilmemistir. Burada da 4.0 ve 8.0
mg/ml derisim degerlerinde elde edilen sonuglar istatistiksel a¢idan farkli degildir
(P>0.05). Ancak 1.0-2.0 mg/ml’lik derisim degerleri varhifinda elde edilen
sonuglar istatistiksel agidan birbirlerinden farklidir (P<0.05).

Deneysel siirecin son asamasinda (72. saat) 8.0-32.0 mg/ml’lik 06zt
derisimlerinin varliginda canli trofozoit tespit edilemezken, 2.0 ve 4.0 mg/ml
derigim degerlerinde elde edilen sonuglar istatistiksel agidan farkli bulunmamigtir
(P>0.05). Ancak 1.0 mg/ml 6ziit derigimi varliginda tespit edilen sonuglar kontrol

uygulamasindan elde edilenler ile istatistiksel agidan farkli bulunmustur.
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3.2.1.2. Kistler iizerine etki

S. caespitosa’dan elde edilen polar-metanol 6ziitlinlin, A. castellani kistleri
tizerine etkisine iliskin veriler Tablo 3.4’de verilmistir. Burada da beklendigi
lizere, Oziitiin kistlere kars1 gosterdigi aktivite, trofozoitlere karsi gosterilenlere
gore daha zayif olmustur.

Tablo 3.4’den de goriilebilecegi iizere, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/ml
derisimlerde uygulanan S. caespitosa 6ziitleri, deneysel silirecin tamami goz Oniine
alindiginda ortamdaki kistlerin tiimii yok edilememistir. Ancak deneysel siirecin
ilk saati igerisinde ortamdaki canli kist sayis1 69.40 — 78.20 arasinda degisim
gosterirken, 72. saat sonunda bu say1 10.60 — 40.00 civarina diismiistiir.

16.0 mg/ml 6ziit derisiminin denendigi durumda ise O - 48. saatler arasinda
ortamdaki kistlerin tamami yok edilememistir. Ancak ilk saat igerisinde 72.80 +
0.86 olan trofozoit sayis1 48. saatte 9.60 = 1.36’ya gerilemistir. Bu derisim
degerinde 48. saatten sonra canli kist gozlenmemistir.

En yiiksek derisim olan 32.0 mg/ml’de ise kistler yalmzca 0-24. saatler
arasinda canliliklarint = siirdiirebilmislerdir. Ancak bu periyot igerisinde de
inkiibasyon siiresi artigina paralel olarak sayisal bir azalma egilimi igerisinde
olmuslardir. Ilk saat icerisinde tespit edilen canli kist sayis1 69.40 + 0.74 iken bu
say1 24. saatte 10.20 + 1.15’e dlismiistiir. Bu derisim degerinde, 24. saatten sonra
ortamda canli kist gdzlemlenmemistir.

Tablo 3.4’deki her siitun istatistiksel agidan kendi i¢inde degerlendirilmistir.

I1k saat dikkate alindiginda, 2.0 - 32.0 mg/ml’lik derisim degerleri varliginda
tespit edilen veriler istatistiksel acidan birbirlerinden farkli degillerdir (P>0.05).
Diger yandan, benzer durum 1.0 mg/ml’lik derisim varliginda elde edilen sonug
ve kontrol uygulamasi arasinda da s6z konusudur (P>0.05).

Deneysel siirecin 3. saati dikkate alindiginda, 32.0 mg/ml derisim degerinde
elde edilen sonucun istatistiksel agidan digerlerinden farkli oldugu goriilecektir
(P>0.05). Ancak 2.0 — 16.0 mg/ml 06ziit derisimlerinin varliginda elde edilen
sonuglar istatistiksel agidan farkli degillerdir (P>0.05). Ayni1 durum 1.0 mg/ml
derisim varliginda tespit edilen sonug¢ ile kontrol uygulamasi arasinda da soz

konusudur (P>0.05).



6. saatte dikkate alindiginda ise 1.0 — 4.0 mg/ml’lik 6ziit derisimlerinin
varliginda tespit edilen sonuglarin istatistiksel acidan birbirinden farkli
olmadiklar1 goriilecektir (P>0.05). Ancak bu saat icerisinde saptanan diger tiim
sonuglar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0.05).

6. saatteki duruma benzer durum 12. saat icin de gecerlidir. Deneysel
stirecin bu asamasinda 1.0 — 4.0 mg/ml’lik 6ziit derisimlerinin varliginda tespit
edilen sonuglar istatistiksel agidan birbirinden farkli degillerdir (P>0.05). Ancak
bu saat igerisinde saptanan diger tiim sonuglar istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P<0.05).

24. saatte elde edilen tiim sonuclar istatistiksel olarak birbirinden farlidir
(P<0.05).

Deneysel siirecin 48. saatinde 32.0 mg/ml derisim varliginda ortamda canli
kist tespit edilmemistir. Bu asamada elde edilen diger tiim sonuglar istatistiksel
olarak birbirinden farkli bulunmustur (P<0.05).

Deneysel siirecin son asamasinda ise 16.0 ve 32.0 mg/ml derisimler
varliginda ortamda canli kist bulunamamigtir. Bu asamada elde edilen diger tiim

sonuglar istatistiksel olarak birbirinden farkli bulunmustur (P<0.05).
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3.2.2. Sitotoksik aktivite

S. caespitosa’dan elde edilen polar metanol 6ziitiiniin, epitel hiicre kiiltiirii
tizerinde sitotoksik etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére bu 6ziit, 32.00
mg/ml derisimde kiiltiirdeki hiicreler {izerinde herhangi bir toksik etki meydana

getirmemistir.

3.3. S. tomentosa, S. virgata ve S. hypargeia Oziitlerinin Biyolojik

Aktiviteleri

Bu kismin baslangicinda da belirtildigi tizere, yapilan aktivite testleri
sonucunda S. fomentosa, S. virgata ve S. hypargeia 0ziitlerinin A. castellani
trofozoitleri ve kistleri iizerinde herhangi bir 6ldiiriicii etkisi gdzlemlenmemistir.
Ancak bu 6ziitlerin sitotoksik aktiviteleri asagidaki gibi tespit edilmistir.

S. tomentosa 0ziitii epitel hiicre kiiltiirii tizerinde 32.0 mg/ml derisimde orta
dereceli toksik etki gosterirken 16.0 mg/ml derisimde bu etki ilimli sitotoksik
olarak belirlenmistir. Bu 6ziit, 8.0 mg/ml derisimde kiiltiirdeki hiicreler {izerinde
toksik etki gostermemistir.

S. virgata 0ziiti ise, materyal ve metod kisminda belirtilen toksik etki
skalasina gore, 32.0 mg/ml derisimde iliml1 sitotoksik etkide bulunurken, 16.0
mg/ml derisimde herhangi bir toksik etki gdstermemistir.

S. hypargeia ise 32.0 mg/ml derisimde orta dereceli sitotoksisite
gostermistir. Sozii edilen 06ziit, 16.0 mg/ml derisimde :ilimli sitotoksik etki
gosterirken, 8.0 mg/ml derisimde kiiltiirdeki hiicreler iizerinde toksik etki

olugturmamustir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Tablolar icinde sunulan verilerden de goriilebilecegi gibi, A. castellani’ye ait
canli trofozoitlerin sayisi bitkisel 6ziitlerin artan konsantrasyonlarina bagli olarak
azalma gostermistir. Canli trofozoit sayisindaki azalmayi, bitkisel Oziite maruz
birakma siiresindeki artis da dogrudan etkilemistir. Beklendigi tizere, 4. castellani
trofozoitlerinin oziitlere duyarliligi kistlerden daha fazla olmustur.

Calismanin giris kisminda da bahsedildigi iizere, bitkisel kimyasallarin gerek
ilag endiistrilerinde gerekse modern tipta kullanilmasi yoniinde giderek artan bir
egilim s6z konusudur. Bu olguda 6zellikle son yillarda yapilan ¢aligmalarin biiyiik
pay1 bulunmaktadir. Bu calismalardan elde edilen iimit vaat edici sonugclar, bitkisel
kimyasallarmn, bu alanlarda, gelecekte kullanilmast muhtemel aday bilesenler
olmalarint miimkiin kilmaktadir. Bu baglamda Acanthamoeba enfeksiyonlarinin
tedavisinde de klasik klinik yOntemlerin uygulanmasi sirasinda karsilagilan
yetersizliklerin ortadan kaldirilmasi ic¢in bitkisel kimyasallarin degerlendirilmesine
dogru bir yonelim s6z konusudur.

Acanthamoeba enfeksiyonlarinda tibbi tedavilerin kullanilmasi yoluyla
tyilesme saglanmasi halen zor goériinmektedir. Ciinkii antiprotozoal ilaglar bazi
anatomik bolgelerde tamamen etkisiz kalmaktadir. Acanthamoeba keratitis
hastaliginin lokal (bolgesel) tedavisinde kullanilan ilaglara iliskin ¢ok sayida calisma
yaymlanmigtir. Ancak genelde, katyonik dezenfektanlar (tek basina veya birlikte
kullanilan biyoguanidler-klorhekzidin ve polihekzametilen biyoguanid) veya
hastaligin sistemik tedavisinde kullanilan ajanlar antimikrobiyal tedaviler i¢in pek
uygun goriinmemektedir. Bunun da Gtesinde, bazi anti-ameobik ilaglar yalnizca
amoebastatik etki gostermekte ve hastaligin tedavisi i¢in kullanilan molekiiller konak
hiicreler icin toksik olabilmektedir. Ayrica, bu tiir tedaviler uzun siireli
uygulandiklarinda hasta tarafindan iyi tolore edilememektedir. Bir baska &nemli
sorun ise bu tiir enfeksiyonlarda kullanilan ilaglara zamanla mikroorganizmalar
tarafindan gelistirilen direngliliktir. Ozellikle ilaglarm uzun siireli kullanimlarina
bagli olarak ortaya c¢ikan direnclilik durumlarinda, amip 6ldiiriicii etkiye sahip yeni
molekiillerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir (Fiori ve ark., 2006).

Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarda c¢ok sayida ilag

(katyonik antiseptikler ve makrolid grubu antibiyotikler) hem in-vitro hem de in-vivo
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sartlar altinda denenmis ve ¢esitli derecelerde etkili olduklari tespit edilmistir (Lloyd
ve ark., 2001; Radford ve ark., 1998; Duguid ve ark., 1997). Diger yandan bu tip
ilaglarin basarisiz oldugu bazi durumlarda ortaya konulmustur (Mattana ve ark.,
2004). Bu tiir tedaviler genelde parazitin kistik evresinde ¢ok zayif bir etkiye sahip
olmaktadir. Yapilan in-vivo caligmalarda, hastalarin yalnizca yarisinda etkinlik
saglanabilmistir. Ayrica bu hastalardan birinden elde edilen Acanthamoeba
izolatlarinda propamidin’e kars1 direnclilik gelistigi tespit edilmistir (Ficker ve ark.,
1990). Klorhekzidin’in tek bagina kullanildigi terapilerde basari elde edilmistir.
Klorhekzidin (% 0.02), polihekzametilen biyoguanid’e kiyasla daha az toksik oldugu
icin hekimler arasinda kismen kabul gormiistiir (Kosrirukvongs ve ark., 1999).
Yapilan arastirmalar sonucunda parazitin kistik evresinde daha fazla problemler
yasandig1 tespit edildigi i¢in, amip Oldiiriicli etkisinin yani sira ayn1 zamanda kist
Oldiirticii  aktiviteye sahip molekiillerin bulunmas1 gerekmektedir. Bu agidan
bakildiginda, S. staminea 06ziitiiniin, A. castellani kistleri iizerinde etkili bir kist
oldiiriicii aktivite ortaya koydugu sdylenebilir.

Dikkat edilecek olursa, bu ¢alismada incelenen Salvia tiirlerinin polar metanol
ozitleri kullanilmistir. Bunun iki Onemli nedeni bulunmaktadir. Birincisi,
amoebisidal aktivite tayininde kullanilan deneysel ortamin polar 6zellikte olmasidir.
Dolayisiyla, test edilecek bilesenlerin bu ortamda ¢dziiniir durumda bulunmalari i¢in
yine polar &zellikte olmalari gerekmektedir. Ikinci 6nemli nedeni ise, biyolojik
aktivite gosteren bitkisel kimyasallarin polariteleri ile aktivite potansiyelleri arasinda
dogrudan bir iliski bulunmasidir. Ozellikle polar bilesenler, hedef hiicre zarlarindan,
bu tarz maddeleri spesifik olarak tastyan proteinler yoluyla hiicre igerisine alinmakta
ve etkinlik gdstermektedirler. Ancak non-polar 6zellikte bilesenler, gerek hiicreler
arasi s1vi ortamda ve gerekse hiicre i¢i sivi ortamlarda ¢oziiniirliiklerinde yasanan
sorunlar nedeniyle beklenen etkiyi gdsterememektedirler (Ulubelen ve Topcu, 1998).

Salvia cinsine ait tiirlerin, sahip olduklart fitokimyasal bilesenlerden dolay1
oldukea ilgi cekici aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu bilesenler arasinda
diterpenoidler, triterpenoidler, flavonoidler ve diger fenolik bilesikler bulunmaktadir.
Antik ¢aglardan bu yana, Salvia tiirleri oldukga iyi bilinmekte ve halk arasinda anti-
bakteriyal (Ulubelen ve ark., 2001), anti-tiiberkiilozis (Ulubelen ve ark., 1994),
antiviral, sitotoksik (Topgu ve Ulubelen, 1999; Topgu ve ark., 2003), kardiyovaskiiler
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(Ulubelen ve ark., 2002; Ulubelen, 2003), karaciger koruyucu (Zhou ve ark., 2005)
ve diger bazi1 6zelliklerinde dolay1 kullanilmislardir. Bu tiirler ayn1 zamanda baharat
olarak kullanilmiglar ve antioksidan oOzelliklerinden dolayr et ve peynir gibi
besinlerin bozulmalara kars1 korunmalar1 amaciyla kullanilmiglardir (Daniela, 1993).
Fenolik bilesikler, diyet uygulamalar1 agisindan zorunlu olmayan maddelerdir.
Ancak bu bilesiklerin arterosklerozis (damar sertligi) ve kanser olusumlarini
engelledigi yoniinde ciddi bulgular s6z konusudur. Ayrica bitkisel 6ziitlerin fenolik
icerigi ile antioksidan aktiviteleri arasinda kuvvetli bir iliski s6z konusudur (Velioglu
ve ark., 1998).

Yapilan detayli literatiir arastirmalar1 sonucunda bitkisel 6ziit ve/veya ugucu
yaglarin amoebisidal aktivitelerinin tespiti yoniinde gerceklestirilen arastirmalarin
sayist sinirli olup, bu sebeple aktiviteden sorumlu bilesenlerin tespit veya etki
mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Ancak fenolik bilesiklerin,
kimyasal yapilarindan dolay1 giiglii biyolojik aktivitelere sahip olduklart ¢ogu
arastirmaci tarafindan kabul gormiis bir gergektir. Bu bilesikler arasinda ozellikle
Salvia tiirlerinde yaygin olarak bulunan fenolik asitler basta (salvianolik asit, ve
rozmarinik asit) gelmektedir.

Fenolik asitlerin biyolojik aktivitelerine dair literatiirde ¢cok sayida calisma
bulunmaktadir. Anti-inflamatuar, anti-mutajen, anti-bakteriyal, anti-oksidan ve
antiviral aktiviteler bunlar arasinda sayilabilir (Parnham ve Kesselring, 1985; Deans
ve Svoboda, 1989; Exarchou ve ark., 2002; Giilliice ve ark., 2003). Ozellikle fenolik
asitler bakimindan zengin olan bitkisel Oziitlerden Herpes simplex kaynakl
enfeksiyonlarin tedavisinde yararlanildigi rapor edilmektedir (Parnham ve
Kesselring, 1985). Anti-inflamatuar aktivitenin, lipooksigenaz ve siklooksigenaz
enzimlerinin inhibe edilmesi sonucunda ortaya c¢iktig1 One siiriilmektedir. Fenolik
asitlerin ayrica kansere karsi koruyucu bir etki sergiledikleri de bilinmektedir. Ayrica
bu bilesikler, kozmetik endiistrilerinde kullanilan pek ¢ok bitkinin aktivitelerinden de
sorumludur (D’ Amelio, 1999).

Bilimsel yollarla elde edilen bitkisel 6ziitler ile (6rnegin, soxhlet aparati ile elde
edilen) alternatif tipta dogrudan kullanilan bitkilerin ig¢erik agisindan birbirinin ayni

olmadig1 yoniinde baz1 spekiilasyonlar mevcuttur. Bu nedenle biyolojik aktivite



33

gosteren bilesiklerin, daha hassas yontemlerle izole edilmesi gerekmektedir. Bu
sayede bilesenlerin biyolojik aktiviteleri de artirilabilecektir.

Yaptigimiz literatiir aragtirmasi sonuglarina gore, bu ¢alisma, 4. castellani’ye
karst Salvia tirlerinin aktivitelerinin incelendigi ilk calismadir. Elde ettigimiz
sonuglara gore, S. staminea’dan elde edilen metanol Oziiti Acanthamoeba
trofozoitleri ve kistleri lizerinde diger Salvia tiirlerinden daha etkili olmustur. Diger
yandan, bu 6ziit 16.00 mg/ml konsantrasyonda kiiltiirdeki kornea epitel hiicreleri
tizerinde herhangi bir sitotoksik aktivite gdstermemistir. Bu sonuglara dayali olarak,
kontrollii sartlar altinda S. staminea’dan elde edilen metanol Oziitiiniin
Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecegi sdylenebilir. Ancak,
Oziitlin yan etkilerinin ve etkinliginin kesin olarak a¢iga ¢ikarilabilmesi i¢in daha ileri

diizeyde in-vitro ve in-vivo ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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