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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
ECHINOPHORA TENUIFOLIA VE CHENOPODIUM BOTRYS’UN ESANSIYEL
YAGLARININ BiYOLOJIK AKTIVITELERININ INCELENMESI
BEYZA HILAL KESKIN
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANA BILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. ISA KARAMAN)

Esansiyel yaglar, aromatik bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak olusan giiclii
bir koku ile karakterize edilen ugucu kompleks bilesiklerdir. Bakterisid, bocek dldiiriicii,
mantar Oldiirlicii, antioksidan, antikanser, kardiyovaskiiler, kozmetik ve gida
uygulamalari i¢in yaygin olarak kullanilirlar. Tibbi bitkilerden elde edilen esansiyel
yaglar cesitli kanser hiicre dizilerinde apoptozun indiiksiyonu ve yeni antikanser
ajanlarinin gelisimine umut veren bilesiklerdir. Bu tez ¢alismasinda Echinophora
Tenuifolia ve Chenopodium Botrys 'un Esansiyel Yaglarmim Biyolojik Aktiviteleri
incelenmistir. Esansiyel yaglar disk difiizyon ve MIC testi ile 16 mikroorganizma
lizerinde denenmistir. Denenen mikrrorganizmalarin hepsinde antimikrobiyal etki
gostermistir. Biyofilm inhibisyonu 6 mikroorganizma iizerinde denenmis ve esansiyel
yaglar biyofilm olusumunu engellemistir. DPPH Testinde Echinophora Tenuifolia igin
IC50 degeri 30,43384 pl/ml , Chenopodium Botrys IC50 degeri ise 487,591 ul/ml
bulunmustur. Sitotoksitite ve apoptotik etki deneyleri incelendiginde Echinophora
Tenuifolia ve Chenopodium Botrys esansiyel yaglarmin MDA-MB-231 hiicrelerine
biitiin dozlar ve zamanlarda anlamli bir etkisinin oldugu goriilmiistiir. Chenopodium
Botrys esansiyel yagimin IC50 dozu 24 ve 48 saatte yaklasik olarak 7 pl/ml ve 72 saate
yaklasik 5 pl/ml yag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Echinophora Tenuifolia
esansiyel yaginda ise IC50 dozu 48 saatte yaklasik olarak 7 pul/ml ve 72 saatte 5 pl/ml
yag konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Echinophora Tenuifolia ve Chenopodium
Botrys esansiyel yaglarinin CCD-19Lu hiicrelerinde MDA-MB-231 hiicrelerine gore
etkisi daha disiiktir ancak buradada dozlardaki etki anlamlidir. AO/EB floresan
mikroskop goriintiileri incelendiginde apoptotik etkinin oldugu goriilmiistiir ve iki yag
icin sonuglarin benzer oldugu goriilmistiir. Sonuglar bu esansiyel yaglarin daha ileri
aragtirmalara deger olduklarin1 géstermektedir.

2018, 56 Sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Echinophora Tenuifolia, Chenopodium Botrys,
antimikrobiyal aktivite, antioksidan, sitotoksisite, apoptoz



ABSTRACT

MASTER THESIS
INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF ECHINOPHORA
TENUIFOLIA AND CHENOPODIUM BOTRYS ESSENTIAL OIL
BEYZA HILAL KESKIN
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOENGINEERING
SUPERVISOR: PROF.DR. ISA KARAMAN

Essential oils are volatile complex compounds characterized by a strong odor, which are
formed as secondary metabolites by aromatic plants. They are widely used for
bactericidal, insecticides, fungicides, antioxidants, anticancers, cardiovascular, cosmetic
and food applications. Essential oils derived from medicinal plants are promising
compounds for induction of apoptosis and development of new anticancer agents in
various cancer cell lines. In this thesis, Biological Activities of Echinophora Tenuifolia
and Chenopodium Botrys Essential Oils were investigated. Essential oils were tested on
16 microorganisms by disk diffusion and MIC test. Antimicrobial effect was observed
in all of the microorganisms studied. Biofilm inhibition was tested on 6 microorganisms
and essential oils prevented biofilm formation. In the DPPH test, the IC50 value for
Echinophora Tenuifolia was found to be 30,43384 Chenl / ml and for the Chenopodium
Botrys IC50 was found to be 487,591 al / ml.Once cytotoxicity and apoptotic effect
tests were examined, it was observed that Echinophora Tenuifolia and Chenopodium
Botrys essential oils had a significant effect on MDA-MB-231 cells at all doses and
times. The IC50 dose of Chenopodium Botrys essential oil was determined to be
approximately 7 ul / ml and approximately 5 pl/ ml oil concentration to 72 hours at 24
and 48 hours. Echinophora Tenuifolia and Chenopodium Botrys essential oils have a
lower effect on CCD-19Lu cells compared to MDA-MB-231 cells, but the effect in
doses is significant.When the AO / EB fluorescence microscope images were examined,
it was seen the apoptotic effect and was found that the results were similar for the two
oils.The results show that these essential oils are worth further research.

2018, 56 Page

KEYWORDS: Echinophora Tenuifolia, Chenopodium Botrys, antimicrobial activity,
antioxidant, cytotoxicity, apoptosis
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1. GIRIS

Esansiyel yaglar tibbi ve aromatik bitkilerin farkli organlarinda degisik oranlarda
bulunmaktadirlar. Oda sicakliginda sivi olan esansiyel yaglar, renksiz veya agik sari

renkte, yogun kokuya sahip ve kristallesebilen ugucu bilesiklerdir (Ugar ve ark., 2015).

Bitkilerden izole edilen esansiyel yaglar ve ikincil metabolitler, gida ve kozmetik
endiistrilerinde kullanilmalarinin yan sira tipta bir¢ok uygulamada kullanilirlar. Ugucu
yaglarin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi oldugu ve insan sagligina yararh
oldugu kanitlanmistir. Bu 6zellikleri esansiyel yaglarin cesitli hastaliklarin tedavisinde

kullanilmalarint saglamaktadir (Ozer ve ark., 2017).

Diinya saglik orgiitiiniin bildirisine gore diinya niifusunun %80°1 yoresel ilaclara, bitki
ekstraktlar1 yada onlarin aktif bilesenlerinin kullanildig1 geleneksel tedavilerin biiyiik
bir kismina giivenmektedir. Antimikrobiyal ilaglarin gelisigiizel kullanimindan dolay1
mikroorganizmalarin bir¢ok antibiyotige karsi dayanikliliginin artisi ve enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde oldukca biiyiik problem yaratmaktadir. Ayrica antibiyotik
hassasiyeti  yiiksek kisilerde yan etkili oldugu, bagirsak ve mukozal
mikroorganizmalarin yararlarini azalttigi, bagisiklik sisteminin baskilanmasini ve alerjik
reaksiyonlara yol actigi gozlemlenmistir. Bundan dolayr hastaliklarin tedavisinde
alternatif antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir. Yerel tibbi
bitkiler, yeni antibakteriyel ve antifungal kemoterapatiklerin zengin bir kaynag: olarak

gosterilmektedir (Korukluoglu ve ark., 2006).

Tibbi bitkilerden elde edilen ugucu yaglar halk tibbinda farkli hastaliklar: tedavi etmek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkisel ilaglarin ¢ogunun antioksidan 6zelliklerinin
yani sira antimikrobiyal potansiyeli i¢in de kullanildigi bilinmektedir. Sentetik veya
dogal antioksidanlar serbest radikallerin inhibisyonunda, membranlarin ve dokularin
oksidatif hasarlardan korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Potansiyel olarak zararh
sentetik antioksidanlar hakkinda artan endise nedeniyle, su anda dogal antioksidanlara
ilgi artmaktadir. Meyveler, sebzeler ve tibbi bitkilerde bulunan dogal antioksidanlar,
hiicrelerin hidrojen peroksitin zararli etkilerinden koruyabilir ve koroner kalp hastalig1
riskini azaltabilir. Bu nedenle, yeni ve etkili kaynaklar1 bulmak i¢in, antioksidan ve
antimikrobiyal oOzelliklerine dayanarak fonksiyonel bilesikler iceren tibbi bitkilerin

taranmasi ile ilgili ¢alismalar ¢ok 6nemlidir (Gokbulut ve ark., 2013).

1



Biyofilm, bakterilerin polisakaritler, hiicre dist DNA ve proteinlerden olugan bir hiicre
dis1 matriste (EPS) birlikte yasadigi ve farkli ortamlarda bakterilerin hayatta kalmasi
icin anahtar faktor kabul edilen bir mikrobik toplum olarak tanimlanir. Dogada,
biyofilm hem abiyotik hem de biyotik yiizeylerde gelisebilir ve karmasiklig1r mikrobiyal
hiicrelere yiiksek diizeyde antimikrobiyal diren¢ kazandirir. Biyofilm olusumunun
Onlenmesi, hiicrelerin temas yiizeylerine siki sikiya tutunmasini engellemek icin
yiizeylerin diizenli olarak temizlenmesi ve dezenfekte edilmesi gerekir (Campana ve
ark., 2017).

Biyofilm dezenfeksiyonunda yeni maddelerin arastirilmasi 6énemli bir odak noktasidir.
Sentetik kimyasallara karsi yakin zamanda artan olumsuz tiiketici algilamasi, bu
aragtirma gayretini dogal alternatiflere kaydirmistir. Bu baglamda, ugucu yaglar (EO),
biyofilmi kontrol etmek i¢in ikincil metabolitlerini veya bilesenlerini kullanabilme
imkani1 olan uygun alternatif dogal dezenfektanlar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Campana
ve ark., 2017).

Kanser, genel bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilen, gelisimi
ve sonuclart acisindan bir hastadan digerine degiskenlik gosteren karmasik bir
hastaliktir. Kanserler iki kalitsal 6zellik ile tanimlanirlar. Bu 6zelliklerden biri kanser
hiicrelerinin hiicre boliinmesindeki kontrol mekanizmalarina kars1 koyarak ¢ogalmalari,
digeri ise baska hiicreler icin ayrilmis alanlara yayilip ve yerlesebilmeleridir. Hiicre
cogalmasindaki denetim kayboluyorsa bir tiimor ya da neoplazmaya, yani anormal
hiicreler kitlesinin olusumuna neden olur. Neoplastik hiicreler tek bir kiitle i¢inde kiime
halinde durduklar siirece bu tiimér iyi huylu olarak isimlendirilir. Tyi huylu timérler
genellikle etrafindaki normal dokuyu isgal etmez, eger ederse de bu isgal sinirhidir.
Ancak bir timor kotii huylu ise, yani hiicreleri etrafindaki dokulara dogru yayilim
ozelligi kazanmigsa kanser olarak kabul edilir. Bu yayilma veya istila genellikle
biitiinliigli bozma, kan dolasimina ya da lenf damarlarina girme ve viicudun diger
bolgelerinde, metastaz olarak adlandirilan ikincil tiimdrler olusturma yetenegini ifade

etmektedir (Saglam, 2014).

Bu tez ¢aligmasinin amaci Echinophora tenuifolia ve Chenopodium botrys bitkilerinden
elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal, biyofilm olusumu, antioksidan, sitotoksik

ve antikanserojen 6zelliklerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Chenopodium Botrys ve Biyolojik Ozellikleri

Chenopodiaceae, yaklasitk 102 cins ve 1400 tiirden olusan genis bir ailedir.
Chenopodiaceae, ¢ogunlukla 1liman ve subtropikal tuzlu yasam ortamlarinda yaygin
olarak bulunan ¢ok yillik ¢ok sayida ottan olusan genis bir ailedir (Mahboubi ve ark.,
2011; Andov ve ark., 2014).

Chenopodiaceae familyasmin bir {iyesi olan Chenopodium cinsi, 100’den fazla tiir
icermektedir. Chenopodium tiirleri, otsu bitki ya da calilar ve kiiglik agag¢lar halinde
bliyliyebilir ve esasen aromatik degillerdir. Yalnizca karakteristik kimyasal bilesimi
olan ugucu yag iireten az sayidaki tiir bulunur. Chenopodium botrys genel goriiniisii
Sekil 2.1°de gosterilmistir (Mahboubi ve ark., 2011; Andov ve ark., 2014; Tzakou ve
ark., 2017).

Sekil 2. 1. Chenopodium botrys genel goriiniisii

Chenopodium botrys, Pinus halepensis olarak bilinen Chenopodiaceae ailesinin bir
tiyesidir. Chenopodium botrys , Avrupa’ya ve Asya’ya 6zgii olup, Kuzey Amerika’nin
biiyiik boliimiinde adventiftir. Bitki, geleneksel olarak tibbi amaglar i¢in kullanilmistir;
Genellikle, C.botrylerin bu terapétik kullanimlari ve sagliga olan faydalari, bilimsel
destek olmaktan ziyade folklora dayanmaktadir; bu da, fitokimyasal igerik, in vitro
deneyler, hayvan modelleri ve arastirmalarda bulunan insan ¢alismalart da dahil olmak
iizere belgeler toplamak i¢in iyi bir adaydir. C. botrys, tiitsii kokusunu andiran yogun

karakteristik kokusu olan ugucu yag iireten glandiiler trikomlara sahiptir. Bu bitkinin



ucucu yagi incelenmis ve bazi oksijen igeren seskiterpenlerin varligi belirgin
antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Mahboubi ve ark., 2011;
Andov ve ark., 2014; Morteza-Semnani, 2017).

Bitki, pektoral sikayet, 0kstiriik, karin agrisi, akciger tikaniklig1 ve sinirsel etkiler gibi
cesitli rahatsizliklarin tedavisinde uygulamalar ile tinlidiir. Bircok iilkenin geleneksel
tibbinda, C. botry’lerden hazirlanan ekstraktlar (sivi halde), diiiretik, antispazmodik,
karminatif, antidiyareik 6zelliklere sahip ilaglar olarak ve antikonviilsan ve tonik etkili
balgam soktiiriicii olarak kullanilir. C. botrys’in yapraklart siddetli bas agrilarinin
tedavisinde etkili bulunmustur ve tohumlarinin kaynatilmasi, 6zellikle ¢ocuklarda tenya
sicramast vakalarinda kullanilmistir. Avrupa’da, C. botrys, katar ve humoral astim
tedavisinde kullanilmistir. Baz1 raporlar, bitkinin yeni ila¢ kaynaklar1 gelistirme tibbi

potansiyelini desteklemektedir (Bojilov ve ark., 2017; ).

fran geleneksel ilaglarinda, C. botrys’in cicekli hava kisimlari, uzun siire balgam
soktiiriicli, antiasmatik, antikatarr, antikonviilsan ajan ve tonik olarak kullanilmistir.
Bir¢ok durumda, giivelerden uzak durmak iginde lavanta yerine C. botrys kullanilmstir.
Buna ek olarak, Chenopodium botrylerin hava kisimlarinin flavon krizeriol igerdigi
bildirilmistir. Ahmad ve ark.’nin yaptig1 arastirmalara gore; Pakistan’da, C. botrys, ayni
zamanda halk tarafindan antihipertansif ajan olarak kullanilmaktadir (Mahboubi ve
ark., 2011; Rauf ve ark., 2017; Ozer ve ark., 2017)

C.botrys flavonoidler, ¢esitli alkoloidler ve terpenoidler igerir. Farkli kokenli C. Botrys
% 0.08-2 6z yag vermektedir. Farmakolojik raporlar, C. botrylerin yeni ilag gelistirme
tibbi potansiyelini desteklemektedir. Farkli kokenlerden C. botrys yagi igerisinde
ascaridole ait farkli izomerler tespit edilmistir. Baz1 raporlarda, bu bilesikler yagin
temel bilesenleridir. Ascaridole, anthelmintik, antifungal, sedatif ve agr1 gidericiler gibi
cesitli Ozelliklere sahiptir. Ascaridole ayrica in vitro olarak farkli tiimdr hiicre
cizgilerine kars1 aktivite gostermistir. Bu veriler, C. botrylerin kanser tedavisi i¢in ilging
yeni bir ada bitkisi olabilecegini diisiindiirmektedir, ancak bu olasilig1 dogrulamak i¢in

birgok ¢aligma gerekmektedir (Morteza-Semnani, 2017).

Belli bir bitki tiiriinden ugucu yagin kimyasal bilesimi hasat mevsimi, ¢esidi, biliylime
evresi, toplanma tarihi, ekstraksiyon yontemi ve cografi kaynaklar arasinda farklilik

gosterebilir. Ayni bitkinin farkli boliimleri ugucu yaginin kimyasal bilesimi biiyiik



oranda etkileyebilir. Yagin kimyasal bilesimi, diger iilkelerden ve Iran’dan gelen diger
raporlarda farklilik gostermektedir. C. botrys ugucu yagin kimyasal bilesimleri
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir; Yunanistan’da bulunan C.botrys esansiyel
yaginda elementol asetat (% 16.3), elemol (% 14.1), botrydiol (% 11.1), a-chenopodiol
(% 9.5), B-eudesmol (% 7.0) ve selina-3-11-dien -6 a-ol (% 6.1) 3; iranda iki farkli
yerden elde edilen yagda; ardi¢ kafuru (% 16.5 ve% 25.7), elemol (% 14.3 ve% 13.4) ve
a-cadinol (% 8.2 ve% 11.6) 4, Suudi Arabistan; o- ve P-eudesmol 6, Kuzey
Amerika’dan; a-chenopodiol, B-chenopodiol, eudesma 3,11-dien-6-ol 7 yagin ana
bilesenleridir. Iran’da yapilan diger arastirmalar, yagin ana bilesenleri olarak y-terpineol
(% 52.8), p-simen (% 19.0) ve izoasiridol (% 7.0) varligint ortaya koymustur
(Mahboubi ve ark., 2011).

Aragtirmalarda bitki flavonoidlerinin tibbi yararlari, serbest radikallere kars: aktiviteleri,
antibakteriyel ve anti-kanserojenik Ozelliklerinden dolayr dogal tibbin ilag
formiilasyonunda kullunaminin 6nemi artmaktadir. C. botrys’den (Morteza-Semnani,
2015) birkag flavonoid, alkaloid ve terpenoid izole edilmis olmasina ragmen, C.
botrylerin kimyas1 ve farmakolojik etkisi ayrintili olarak bilinmemektedir ( Mahboubi
ve ark., 2011; Bojilov ve ark., 2017).

2.2. Echinophora Tenuifolia ve Biyolojik Ozellikleri

Echinophora (Apiaceae), Akdeniz bolgesinden Afganistan’a dagilan yaklagik 10 tiirden
olugmaktadir. Tiirkiye florasinda ii¢ endemik tiir de dahil olmak {izere alt1 tiir tarafindan
temsil edilmektedir. Echinophora tiirleri, Anadolu’nun diisiikk yagis alan yerlerde dogal
olarak yetisir, yaralar iyilestirmek, antimikrobiyal aktivite, yag asidi ve sindirim
ozelliklerinden dolay1 gastrik iilseri tedavi etmek icin halk hekimliginde kullanilir

(Cetin ve ark., 2015; Sanl1 ve ark., 2016).

Echinophora tenuifolia , yerel olarak ‘¢ortiik’, ‘cordiik’, ‘tarhana otu’ ve ‘tursu otu’
olarak adlandirilmaktadir. E. tenuifolia, 20-50 cm uzunlugunda, sar1 yapraklari olan ve
kuru yerlerde yetisen greyish-tiiylii, ¢ok yillik bir bitkidir. E. tenuifolia’nin taze ve
kurutulmus yapraklar ve ¢icek acan dallari, etli yemekler, tursu ve cikolata aromalari
icin lezzetlendirici olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye de ise yaralarin, mide iilseri ve

sindirim bozuklugunun tedavisinde taze veya kurutulmus olarak kullanilmaktadir .



Echinophora tenuifolia genel goriiniisii Sekil 1.2°de gosterilmistir.(Baser ve ark., 2011;
Gokbulut ve ark., 2013; Cetin ve ark., 2015; Marelli ve ark., 2017).

Sekil 2. 2. Echinophora tenuifolia genel goriiniisi

2.3. Biyofilmler

Biyofilmler, yiizeylere gii¢lii bir sekilde yapismis hiicre yigmnlart ve yapiskan
polisakkaritler ile g¢evrelenmigs mikroorganizma toplulugudur. Biyofilm ile iligkili
hiicreler, ekso polisakkaritler, proteinler ve DNA’dan olusan bir hiicre dis1 matris

tarafindan korunmaktadir (Szczepanski ve Lipski, 2014).

Hiicreler arasi iletisim, biyofilm gelisimi ve devamliliginda 6nemlidir. Bir yiizeye bir
hiicrenin tutunmasi biyofilm-spesifik genlerin ifadesi i¢in bir sinyaldir. Bu genler
hiicreler aras1 sinyal molekiilleri sentezleten ve polisakkarit olusumunu baslatan
proteinleri kodlar. Bilinen bir biyofilm olusturucu olan pseudomonas aeruginosa’da, ana
sinyal molekiil homoserin laktonlar denen bilesiklerdir. Bu molekiiller biriktiginde, bu
molekiiller P. Aeruginosa hiicrelerinin yakininda toplanan kemotaktik ajanlar olarak
quorum sensing denen mekanizma ile is goriirler ve bunun sonunca biyofilm gelisir

(Madigan ve Martinko, 2010).

Biyofilm olusumunda rol alan rol alan proteinleri kodlayan lux operonlar LuxR adinda
aktivator proteinin kontrolii altindadir ve AHL (N-3-oksohekzanoil homoserin

lakton) nin konsantrasyonu yeterince yiiksek oldugu zaman uyarilir. Bu AHL luxI geni
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tarafindan kodlanan protein tarafindan sentezlenir. Bu genler P. Aeruginosa hiicrelerinin
stvida serbestge silispanse sekilde biiylimeleri yerine biyofilm adinda yari kati bir
matriks olusturarak biiyiimelerini saglar. Ozel polisakkaritlerden olusan biyofilm
organizmanin patojenitesini artirir ve antibiyotiklerin penetrasyonunu onler (Madigan

ve Martinko, 2010).

Biyofilmler, antibiyotiklere planktonik hiicrelere gore 1000 kat daha fazla direng
gosterirler. Bu, biyofilmleri klinik ortamlarda 6zellikle 6nemli kilar; ¢iinkii biyofilm
varlig1 genellikle hasta saglig1 agisindan ciddi komplikasyonlar olustururken, bunlarin
uzaklastirilmasi bir¢ok zorluk getirir. Biyofilm ile iligkili hiicrelerin bu 6zellikleri
nedeniyle, biyofilm olusumunun ilk asamasinda belirli islemleri engelleyen ve
dolayisiyla biyositler ve dezenfektanlara karsi artan direnci ile olgun biyofilmlerin
olusumunu onleyen maddelere karst biiyiik ve artan bir ilgi vardir. . Mevcut bilimsel
kanitlar, olgun biyofilmlerin sodyum hipoklorit, kuaterner amonyum tuzlari, fenolik
dezenfektanlar, hidrojen peroksit ve glimiis iyonlar1 gibi sivi kimyasal dezenfektanlara
duyarliligimin azaldigini ortaya koymustur. Bu ajanlardan bircogu, 6zellikle de yiiksek
organik madde yiikleri varliginda, dogru bir dezenfeksiyon i¢in ¢ok uzun bir temas
stiresi gerektirir (Sieniawska ve ark., 2013; Szczepanski ve Lipski, 2014; Myszka ve
ark., 2016).

Biyofilm kontrolii biiyiikk bir istir ve bu isi basaracak smirli diizeyde ara¢ vardir.
Borular1 ve diger yiizeyleri biyofilmlerden arindirmak i¢in bir ¢ok endiistri kurulusu her
yil milyarlarca dolar harcamaktadir. Biyofilmlere niifuz eden yeni antibiyotikler ve
hiicreleraras1 iletisimi bozarak biyofilm olusumunu Onleyen bir takim ilaglar

gelistirilmektedir (Madigan ve Martinko, 2010).
2.4. Kanserin Tanimi ve Olusum Mekanizmalari

Kanser, genellikle hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden mekanizmalarin
hatalarindan  kaynaklanir. Normal biiylime oranlarint  kontrol altinda tutan
mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar, asir1 hiicre boliinmesine neden olur ve

kanser olusur (Lodish ve ark., 2011).

Birgok veya tiim kanser olgularina neden olan hiicresel diizenlemenin kaybi genellikle
tiimor olusturucu kimyasallar, hormonlar ve bazen viriislerin etkisiyle birlikte yiirtiyen

genetik bozulmalarin sonucudur. Kanserlesme iki genis gen grubundaki mutasyonlarla
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iligkilidir: proto-onkogenler ve tiimoér baskilayic1 (siipresor) genler. Proto-
onkogenler normalde hiicre biliylimesini tesvik eder; bu genler mutasyonlarla
onkogenlere doniiserek biiyiimenin tesvik edilmesinde genin asir1 aktif olmasina neden
olurlar. Tiimor baskilayici genler ise normalde biiylimeyi simirlarlar. Eger bunlar
mutasyon ile inaktive olurlarsa, bunu olagan dis1 hiicre biiyiimesi takip eder (Lodish ve

ark., 2011).

Onkogen aktivasyonlari nokta mutasyonlari, kromozom translokasyonu ve gen
amplifikasyonu sonucunda gerceklesebilmektedir. Aktive olan onkogenler hiicre
¢ogalmasini tetikleyen proteinleri kodlamaya baslar. S6z konusu proteinler; biiylime
faktorlerinin  hiicre membran1 {izerindeki reseptorlere baglanmasindan, genetik

materyalin transkripsiyonuna kadar her asamay: etkilemektedir (Pasalak ve Seven,

2017).

Tiimor baskilayict genler ise hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde onkogenlerin tam tersi
yoniinde hareket ederek normal sartlarda hiicre ¢ogalmasini ve timor gelisimini
baskilarlar. Cogu tiimorde bu genlerin hasar gérmesi ya da aktivitelerinin bozulmasiyla

timor hiicreleri anormal ¢ogalabilirler(Cooper ve ark., 2006).

Koruyucu genler olarak adlandirilan daha 6zellesmis {igiincii bir gen sinifi da genellikle
kanserle iliskilendirilir. Koruyucu genler normal olarak genomun biitiinliiglinii korurlar;
bu genler inaktif oldugunda hiicreler biiylimenin kontroliinii hasara ugratan ve kansere
neden olan mutasyonlarda dahil olmak {izere ek mutasyonlara ugrarlar. DNA tamir
enzimlerini kodlayan genler gibi koruyucu genlerde meydana gelen islev kaybi
mutasyonlar1, hiicrelerin tiimor baskilayici genleri inaktive eden veya onkogenleri

aktive eden mutasyonlar1 diizeltmesini engeller (Lodish ve ark., 2011).

Kanserler iki kalitsal 6zellik ile tanimlanirlar. Bu 6zelliklerden biri kanser hiicrelerinin
hiicre boliinmesindeki kontrol mekanizmalarina kars1 koyarak ¢ogalmalari, digeri ise
baska hiicreler icin ayrilmis alanlara yayilip ve yerlesebilmeleridir. Hiicre
cogalmasindaki denetim kayboluyorsa bir tiimor ya da neoplazmaya, yani anormal
hiicreler kitlesinin olusumuna neden olur. Neoplastik hiicreler tek bir kiitle i¢inde kiime
halinde durduklari siirece bu tiimér iyi huylu olarak isimlendirilir. Iyi huylu tiimérler
genellikle etrafindaki normal dokuyu isgal etmez, eger ederse de bu isgal sinirlidir.

Ancak bir tiimor kotii huylu ise, yani hiicreleri etrafindaki dokulara dogru yayilim



ozelligi kazanmigsa kanser olarak kabul edilir. Bu yayilma veya istila genellikle
biitiinliigli bozma, kan dolasimmna ya da lenf damarlarmma girme ve viicudun diger
bolgelerinde, metastaz olarak adlandirilan ikincil tiimorler olusturma yetenegini ifade

etmektedir (Cooper ve ark., 2006).

Ozetle, kansere sebep olan etmen her ne olursa olsun, sonugta hiicrenin genetik
malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ¢ok, birka¢ gende
birden olusan hasar (hiicre sayisinin artmasi yoniinde ¢alisan genler oncogenler, timor
Onleyici genler ve DNA onarim genleri) kanser olusumunda rol oynamaktadir (Yokus

ve Cakir, 2012).
2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri diinya genelindeki kadinlar arasinda en sik goriilen neoplazi olup
2012’de yaklasik 1.67 milyon yeni vaka ve bu vakalarin yaklagik 500.000°den fazlasi
oliimle sonuglanmistir. Meme kanseri kadinlarda goriilen tiim kanser tiplerinin % 25’ini

olusturmaktadir (Melo ve ark., 2016; Chan ve ark., 2017).

Meme kanseri biyolojik ve klinik agidan heterojen 6zellik gostermektedir. Bu yiizden
kanser gelisimine neden olan molekiiler mekanizmalarin ve her hastanin tiimoriiniin
ozelliklerinin belirlenmesi ve buna en uygun tedavi yonteminin uygulanmasi biiyiik

Oonem tagimaktadir (Saglam, 2014).

Olgularin yarisinda bilinen risk faktorleri arasinda menars yasi, ilk canli dogum yas,
menapoz yasi, proliferatif meme hastaligi gibi faktorler bulunabilir. Olgularin %65-75’i
sporadik meme kanseridir. Yiizde 20-30 olguda pozitif aile 6ykiisii bulunmaktadir ve
sadece %5-10 olguda genetik meme kanseri saptanmaktadir. Meme kanseri risk
faktorlerinin anlasilmasi, riskli olgularin saptanmasinda ve izlenmesinde yararl
olacaktir. Bunlar disinda yas, aile dykiisii, oral kontraseptiflerin kullanimi, radyasyona
maruz kalma, alkol kullanimi1 ve iyi huylu meme hastaligi gibi nedenler de meme

kanseri risk faktorleri arasindadir (Camyar, 2011; islen, 2017).
2.5.1. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Meme kanserleri igerisinde gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen, ilk kapsamli ve
c1gir agan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslar tarafindan gergeklestirildi ve meme

tiimorleri 4 ana gruba ayrilmistir:



1) Luminal hiicre benzeri,
2) Bazal hiicre benzeri,

3) Normal epitel benzeri
4) HER2 pozitif grup

Tiimdr olusumu ve ilerlemesi genellikle meme kanseri hiicrelerinin dstrojen reseptorleri
(ER), progesteron reseptorleri (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii-2 reseptdrleri
(HER-2) ile ilgilidir. Bu nedenle meme kanseri reseptér durumuna gore
siniflandirilabilir. Immiino histokimya 6strojen reseptdriiniin varligina gére tiimorlerin
Ostrojen reseptorii  pozitif (ER+) ve Ostrojen reseptorii negatif (ER-) olarak
siiflandirilmasinda kullanilir. FISH, insan epidermal biiylime faktorii-2 reseptoriiniin
varhigina goére meme tiimorlerinin HER-2 amplifikasyonu olan veya olmayan olarak
siniflandirilmasinda kullanilmaktadir. Reseptor tipine bagli olarak yapilan meme
kanseri siniflandirmasi kanser hiicrelerinin klinik sonuglarinin ve prognozunun
iyilestirilmesine ve hastalarin tedavisinde reseptoriin etkisini inhibe eden anti-reseptor

ajanlarin kullanilmasina imkan saglar (Nitwa, 2015).
2.5.2. Meme Kanseri Tedavisi

Kanser; hastalig1 saptamada, cerrahi islemlerde, kemoterapi ve radyoterapide gelismis
teknikler olmasina ragmen hala tedavisi zor bir hastaliktir. Erken evre meme kanserinde
genellikle uygulanan tedavi cerrahi miidahaledir. Son zamanlarda bir¢cok arastirmaci
reseptOrlerin ve biiylime faktorlerinin agir1  ekspresyonu, timor siipresdr geni
inaktivasyonu ve onkogen aktivasyonlarin invaziv ve direngli bir kanser fenotipinin
gelismesinin temel nedeni oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Hiicre igi sinyal yolaklarindaki
islev bozukluklarinin da ayn1 zamanda kanser gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadigi

bilinmektedir (islen, 2017).

Meme kanseri cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi gibi farkli tedavi sekillerinin
birlesimi ile tedavi edilir. Ilk basamak tiimdrlerin cerrahi miidahale ile alinip en kétii
prognostik faktdr olan metastatik tiimor o6zeleklerinin aranmasi i¢in incelenmesidir.
Primer tiimorler kolaylikla tedavi edilebilirken metastatik tiimdrler hastanin 6liimiine
yol agabilir. Bu nedenle, timér metastazlarinin olusumunu ve gelisimini incelemek

zorunludur (Lodish ve ark., 2011; Cong ve ark., 2017).
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Molekiiler hiicre biyolojisi tekniklerinin hem iyilestirici hem de hafifletici tedavileri
nasil etkiledigini gostermek icin meme kanseri iyi bir ornektir. Kanser hiicrelerinde
hormon-reseptér varligini gosteren molekiiler veriler kullanilarak gerceklestirilen
tamoksifen gibi hormon bloke edici tedaviler sayesinde kansere yakalanma riski %10-
15 oraninda azaltilabilmistir. HER2/NEU onkoproteinine karsi antikorlar kullanilarak
gerceklestirilen tedavide Oliim orant %5-10 oraninda azaltilmistir. Bu nedenle
molekiiler biyoloji meme kanseri hastalarinin iyilesmesi lizerinde ¢ok biiyiik bir 6neme
sahiptir ve yeni yoOntemler gelistirebilmek i¢in aydinlatilmasi gereken pek c¢ok

mekanizma vardir (Lodish ve ark., 2011).
2.6. Apoptozis

Apoptozis, ya da programh hiicre 6liimii,organizmanin gelisimi sirasinda, saglikli
organizmalarda goriilen normal hiicresel bir siiregtir. Cok hiicreli organizmalarda hiicre
boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre dliimleriyle dengelenir. Programlanmis hiicre
Olimi, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin diizglin gelisimi ve isleyisi,
hormona bagimli atrofi ve embriyonik beyin gelisimi gibi birgok biyolojik islemden
sorumlu olan dikkatle diizenlenmis bir mekanizmadir (Yildirim ve ark., 2010; Martinez
ve ark., 2010).

Yasamsal iglevini bitiren hiicreler programlanmis hiicre 6liimii ile yok edilmektedirler.
Hiicrede apoptozun diizenlenmesinde sistein proteazlar (kaspazlar; kaspaz-8, 9 ve 3) ve
Bcl-2 (kaspaz aktivasyonunu diizenler) gen ailesi olmak iizere iki protein ailesi dnemli
rol oynar. Apoptozu diizenleyen genlerin mutasyonu da kanser olusumuna yol
acmaktadir. Hiicrenin yasamasi apoptozu uyaran ve inhibe eden genlere baghdir. Bu
genler; Bcl-2 (antiapopitotik), Bax ve p53 (apopitotik) genleridir. Basta p53
proteinindeki mutasyonlar yoluyla apoptotik direng, birgok kanser ilacini etkisiz hale
getirir. Apoptoz hem saglikli organizma islevinde hem de hastaliklarda bdylesine biiyiik
bir rol oynadigindan, molekiiler diizeyde mekanizmalar1 anlamak hastaliklar hakkinda
daha derin bir bilgi saglayarak tedavi ve teshis konusundaki ilerlemeleri etkileyebilir

(Martinez ve ark.,2010; Yokus ve Cakir, 2012).

Dogadaki bir¢ok canlinin embriyo doneminden yaslanip oliinceye kadarki yasam
siireclerinde goriilen sayisiz biyolojik olaylarin ve hastaliklarin ortaya c¢ikma

mekanizmalarinda, herhangi bir nedenle stabilitesi bozularak, artik organizma igin
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zararli hale gelen hiicrelerin yok olus evrelerinde apoptoz ve sagkalim mekanizmalari
cok biiyliik 6nem tasir. Apoptoz ve hiicre sagkaliminin hiicresel mekanizmalarinin
ortaya konmasi, kalp hastaliklari, kanser, ndrodejeneratif hastaliklar, AIDS ve bir¢cok
hastaligin tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin ortaya atilmasina olanak saglamistir

(Giiltekin ve ark., 2008).

Apoptoz ve hastaliklarin diizenlenmesindeki degisiklikler arasinda gii¢lii bir korelasyon
vardir. Hiicre biiylimesi ile hiicre O6limii arasindaki denge diizgiin bir sekilde
diizenlenmediginde doku ve daha sonra ilgili organda islev bozuklugu meydana gelir.
Apoptoz, yalnizca hiicre sayisin1 ve doku boyutunu kontrol etmek i¢in bir mekanizma
degil, ayn1 zamanda enfekte olmus, hasar gérmiis veya stres altindaki hiicreleri
organizmadan ¢ikarmak i¢in bir mekanizmadir. Bununla birlikte, bazi viriisler ve
bakteriler, apoptoz mekanizmalarini 6nleme yetenegini gelistirmistir. Apoptozda i¢ ve

dis yolagin uyarilmasi Sekil 2.3 gosterilmistir (Martinez ve ark., 2010).
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Apoptozom Kaspaz-9

P53 aracili apoptosis: p53 ve Bcl-2 programli hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan

genlerdir. Normalde p53 hiicre akibetini belirleyen molekiiler agi diizenler. cMyc
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(niikleer fosfoprotein) p53 ‘i secici olarak aktive eder ve p53 apoptozisi baslatir.
Niikleer fosfo protein cMyc ,Fas ligand ve Fas reseptorle birlesir. Bu proteinin p53
bagimli ve bagimsiz yolaklar ile sitokrom ¢ salimimmimi indiikleyen bax’in
transkripsiyonunu diizenledigi de diistiniilmektedir. Hasarl1 hiicrelerde fonksiyonel p53
yoksa, hiicre siklusu kontrol noktalar: tarafindan kontrol edilmeden siklus ilerler. p53
‘in diizenleyici aktivitesini gectigini gosteren alternatif yol ise p53’un negatif
diizenleyicisi Mdm2 (murine double minute 2) dir. Mdm2 proteini, p53’ii kontrol
altinda tutar ve p53’iin G1 /S gecisinde siklusu durdurmasin1 ve apoptozisi engeller.
Radyasyon ve benzeri etkenlerle hiicre etkilendiginde Mdmz2 proteininin p53 baglanma
bolgesinde yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle Mdm2 p53’ii baglayamaz ve
serbest p53 transkripsiyonel aktivitesi ile G1 ve G2 kontrol noktalarinda siklusu
durdurur ve bax genini aktive ederek apoptozise neden olur. Mdm2 , p53’iin
transkripsiyonunu azaltir ya da p53’e baglanarak aktivitesini inhibe edebilir. Losemi,
lenfoma, sarkoma glioma ve meme kanserinde Mdm2 gen amplifikasyonu
gosterilmistir. Cok organize bir islem olan apoptozis zararli ve anormal hiicrelerin
yikimmi saglamaktadir . Apoptozis yolunda iki diizeyde mekanizma bozukluklari

goriliir:

1. Apoptozisi diizenleyen genlerde mutasyon ve bu nedenle apoptozise gitmeyen

hiicrelerin yagamasidir,

2. Apoptozise direng gelistiren hiicrelerin Darwinizm (dogal secilim) ile secilip

yasamaya devam etmesidir (Cabadak,2008).

Apoptozun aksine, doku hasar1 nedeniyle 6len hiicreler, nekroz olarak adlandirilan, ¢cok
farkli morfolojik degisiklikler gosterirler. Bu siiregten gecen hiicrelertipik olarak sisip
patlar, bu siirecte ¢evre hiicrelere zarar verebilecek ve siklikla da inflamasyona yol
acabilecek hiicre ici igeriklerini disar1 salarlar. Nekroz ve apoptoziste goriilen

degisimler Tablo 2..1 ve Sekil 2.4’ de gosterilmektedir (Lodish ve ark., 2011).
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Cizelge 2. 1. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar (Yildirim ve ark., 2010).

Apoptozis Nekroz
Kromatin kondensasyonu Cekirdegin sigsmesi
Hiicre kiigtilmesi Hiicrenin biiylimesi ve sismesi
Eliminasyon-fagositoz Hiicre pargalanmasi ve dagilmasi
DNA fragmentasyonu Enflamasyon

Apoptoz

Programh hiicre 8liimii

E?,
20
\‘s :!‘;‘ Fd Plazma zar tomurcuklanmasi
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Sekil 2. 4. Apoptoziz morfolojik degisimi
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Calismada Kullanilan Bitkisel Materyaller

Calismamizda kullanilan, iilkemiz florasinda bulunan Chenopodium botrys ve

Echinophora tenuifolia Tokat yoresinden toplanmistir.
3.1.2. Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu calismada Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi’nden alman ; Bacillus
Subtulis, Bacillus Cereus, Proteus Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans,
Corynebacterium Diphtheria, Shigella Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella
Pneumonia ATCC 700603, Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus
Faecalis ATCC 29212, Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa
ATCC 27853, Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus

hastane suslar1 kullanilmaistir.
3.1.3. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismada Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji
Hiicre Kiiltiri Laboratuvart koleksiyonu olan ATCC hiicre bankasindan satin alinan
yiiksek derecede invazif olan ve metastatik dzellige sahip MDA-MB-231(insan, epitel,
meme bezi) ve CCD-19Lu (insan, fibroblast, akciger) hiicre hatlar1 kullanilmistir.

3.1.4. Solvent ve Besiyerleri

Caligmada; bakterilerin bilyiitiilmesi i¢in Nutrient Agar (NA) ve mayalarin biiyiitiilmesi
icin Potota Dextrose Agar kati genel besiyeri kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite
testlerinde ise Tryptic Soy Broth (TSB) ve Dimetil siilfoksit (DMSO) solventi
kullanilmistir.  Biyofilm testinde ise nutrient broth (NB) sivi genel besiyeri

kullanilmistir. DPPH testinde solvent olarak etanol kullanilmistir.
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3.1.5. Antibiyotik Diskleri, Antibiyotikler ve Kimyasallar

Calismada disk difiizyon yonteminde pozitif kontrol olarak; imipenem (Oxoid),
tetracyline (Oxoid), gentamycin (Oxoid), eritromycin (Oxoid), stretomycin (Oxoid),
cepheperazone (Oxoid), fluconozole (Oxoid), nystatin (Oxoid) ve variconozole (Oxoid)

antibiyotik diskleri kullanilmistir.

MIC Testi icin pozitif kontrol olarak metronidazol,ciproflacacin ve tetracyline

antibiyotikleri kullanilmistir.
DPPH Testi i¢in toz DPPH (Sigma) ve a-tokoferol (Sigma) kullanilmigtir.
3.1.6. Hiicre Kiiltiirii Materyalleri

Hiicre kiiltiiri caligmalarinda; RPMI-1640(Sigma), DMEM(Sigma), Fetal Bovin Serum
(Sigma), Penisilin/Streptomisin(10000 unit penisilin), 10 mg streptomisin)(PAA) ,
Trypsin-EDTA, Dimetil siilfoksit (Sigma), Trypan blue, PBS tablet (Amresco), MTT
(Applichem) , akridine orange (Sigma) ve etidyum bromit (Sigma) kullanilmistir.

3.1.7. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Deneylerde sarf malzemesi olarak; petri kab (Isolab), cam tiip, polisitren tiip (Orlab),
beher, balon joje, erlen, cam pipet, cam pastdr pipet, santrifij tiipii (Isolab), cam sise,
duran sise, metalik pipet kutulari, 10, 100 ve 1000 pl’lik otomatik pipet uglari, 12.5, 25
ve 75 cm2 ‘lik hiicre kiiltiirii flasklar1 (Cell star), hiicre sayim cihazinda kullanilan tek
kullanimlik sayim lamlar (Cedex), Thoma lami (Marienfeld), hiicre dondurma kab1 (Mr.

Frosty), eldiven ve otoklav bandi1 kullanilmistir.
3.2. Metod

3.2.1. Bitkisel Materyallerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Calismamizda kullanilan, Chenopodium botrys ve Echinophora tenuifolia c¢apa ve
makas yardimi ile Tokat yoresinden toplanip koklerinden ayrilarak Gaziosmanpasa
Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii
Mikrobiyoloji laboratuvarinda oda sicakliginda giines 1si@ina maruz kalmadan

kurutulmustur.
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3.2.2. Esansiyel Yaglarin Elde Edilmesi

Kurutulan bitkiler, Blender cihazi ile ogitiilerek kiigliik parcalara ayrilmistir. Toz
halindeki bitkiden 100 g tartilip Clevenger cihazinda 1.5 1 musluk suyu ilave edilerek
100 °C’de 4 saat kaynatilarak esansiyel yag elde edilmistir. Ekstraksiyon siiresi sonunda
cihaz oda sicakligina kadar sogutulmus esansiyel yag cam tiiplere eklenerek karanlikta

ve oda sicakliginda saklanmustir. Iki bitki icin de bu islem sirasiyla uygulanmistir.

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testlerinde Kullamilacak Besiyerlerinin

Hazirlanmasi
3.2.3.1. Nutrient Agar (NA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Nutrient Agar(NA) bakteriler i¢in yaygin olarak kullanilan genel besiyeridir. Toz
halinde ki besiyeri 20 g/l olacak sekilde distile su igerisinde ¢dziindiikten sonra 121 °C’
de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Besiyerlerinin sicakhign 45 — 50 °C
geldiginde petri kaplarina 15 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi kahve renktedir ve 25 °C’da pH’s1t 7,0-7,2 arasindadir. NA

mikroorganizmalarin biiyiitiilmesinde ve disk difiizyon metodunda kullanilmistir.
3.2.3.2. Potato Dextros Agar (PDA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Funguslar ve mayalarda yaygin olarak kullanilan Potato Dextros Agar (PDA) genel bir
besiyeridir. Potato Dextros Agar (PDA) 39 g/l olacak sekilde distile su igerisinde
coziindiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Besiyerinin
sicakligt 45 — 50 °C geldiginde petri kaplarina 15 mL olacak sekilde dokiilmiistiir.
Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi-kahve renktedir ve 25 °C’da pH’1 5,6-5,8
arasindadir. PDA besiyeri fungus ve mayalarin yetistirilmesinde ve disk difiizyon

metodunda kullanilmustir.
3.2.3.3. Nutrient Broth (NB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Nutrient Broth (NB) bakteriler ve mayalar ig¢in kullanilan genel sivi besiyeridir. Toz
halindeki Nutrient Broth (NB) 8 g/l olacak sekilde distile su igerisinde ¢6ziindiikten
sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve sarimsi kahve renktedir ve 25 °C’da pH’s1 7,0-7,2 arasindadir. NB, disk difiizyon ve

minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIC) deneyinde kullanilmistir.

17



3.2.3.4. Tryptic Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlanmast

Tryptic Soy Broth (TSB) bakteriler ve mayalar i¢in kullanilan genel sivi besiyeridir.
Toz halindeki Tryptic Soy Broth 30 g/l olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziindiikten
sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve sarimst kahve renktedir ve 25 °C’da pH’s1t 7,3-7,5 arasindadir. TSB biyofilm
inhibisyonu deneyinde kullanilmistir.

3.2.4. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Patojen bakteri ve maya suslarini aktiflestirmek ve ¢ogaltmak icin liyofilize edilmis
stoklar once sivi besiyerinde ¢0ziilmiis ve hazirlanmis petri kaplarina yayma plak
yontemi ile ekilmistir. Patojen bakteriler Nutrient Agar iceren plaklara, mayalar ise
PDA igeren plaklara ekilerek 37.5 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.5. Disk Difiizyon Yontemi

Disk Difiizyon Metodu antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan Kirby

Bauer Metodu olarakta bilinen bir testtir (Kivgak ve ark., 2002).

Disk Difiizyon Testinde ilk olarak ODggonm = 0.4 standardina gore hazirlanan
mikroorganizma suglar1 PDA (Potato Dextrose Agar) ve NA (Nuttirent Agar) genel
besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekilmistir. Ekimden hemen sonra bélmelere
ayrilmis plakalar izerine poztif kontrol olarak imipenem, tetracyline, gentamycin,
eritromycin, stretomycin, cepheperazone, fluconozole, nystatin ve variconozole
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Esansiyel yaglar standart 6 mm bos antibiyotik
disklerine DMSO ile 1:1 oraninda hazirlanarak 20 ul emdirilmistir. Esansiyel yaglar
DMSQ’da ¢oziindiigii i¢in negatif kontrol olarak bos antibiyotik diskine 1:1 oraninda
hazirlanan DMSO-Su ¢6zeltisi emdirilmistir. 36,5 0C>de 24 saat inkiibasyon siiresinin

ardindan inhibisyon zonlar1 6lgiilerek not edilmistir.
3.2.6. MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) Testi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu yonteminde, bitki ekstraksiyonu sonucunda elde
edilen esansiyel yag, %100 DMSO’da (50 ul EO, 950 ul %100 DMSO ve 1000 pl
nutrient broth) belli oranlarda ¢oziilerek stok ¢ozelti olusturulmustur. Stok ¢ozelti

hazirlandiktan sonra 2 ml nutrient broth bulunan cam tiiplere stoktan baslayarak 2’ser
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ml seyreltme 9 tiip i¢in yapilmistir. Pozitif kontrol olarak metronidazol, ciproflacacin ve
tetracyline antibiyotikleri 1 mg/ml su ile ¢6ziilerek stok ¢ozelti hazirlanmis ve seyreltme
yapilmistir. Negatif kontrol esansiyel yag DMSO’da ¢6ziindiigii i¢cin 1 ml DMSO 1 ml
nutrient brotha eklenerek stok ¢ozelti hazirlanmis ve seyreltme yapilmistir. Seyreltmeler
yapildiktan sonra tiiplerin i¢ine ODggonm’de 0.4’e ayarlanan mikroorganizma kiiltiirleri
hep bir tiipe 100 pl bakteri inokiile edilerek tiiplerin agz1 kapatilmistir. Bakteri eklenen
tiipler 36,5 0C’de 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda ¢iplak gozle belirlenebilen en

yiiksek MIC degerleri okunmustur.
3.2.7. Biyofilm Inhibisyonu

Calismada kullanilan mikroorganizma suslarinin biyofilm olusturup olusturmadiklar
analiz edilmistir. ODggonm’de 0.4’e ayarlanan mikroorganizmalar 14 mm polistren tiip
icinde bulunan TSB (Tryptic Soy Broth) i¢cine 40 pl inokiile edilerek 37 °C’de
inkiibatorlii shakerda 120 rpm’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresinin sonunda biyofilm olusturan mikroorganizmalar belirlenmistir.

Belirlenen mikroorganizmalar {izerinde esansiyel yaglarin biyofilm inhibisyonu {izerine
etkisi C.Niu ve E.S. Gilbert (2004)’1n kullandig1 metod modifiye edilerek kullanilmigtir.
Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin her biri i¢in 9 adet 14 mm ¢apinda 11 cm
uzunlugunda polistren tiip kullanilmistir. Bu tiiplerden 3 tanesi pozitif kontrol (G), 3
tanesi negatif kontrol (NC) ve diger 3 tiip ise biyofilm olusumu oOl¢iimi (B) icin
kullanilmigtir. Her tiipe 2 ml Tryptic Soy Broth ve ODggo = 0.4’ ayarlanan bakteri
kiltiiriinden 20 pl eklenmistir. Sadece biyofilm olusumu 6l¢iimii i¢in kullanilan tiiplere
esansiyel yag eklenmistir ve hazirlanan tiipler 37 °C’de inkiibatorlii shakerda 120

rpm’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda pozitif kontrol tiiplerine 570 nm’de spektrofotometrede
6l¢tim yapilmustir. Negatif kontrol ve biyofilm olusum tiiplerine % 0,3’liik kristal viyole
eklenerek etanol-aseton ¢ozeltisi ile tiipler yikanmistir. Son olarak saf su ile 6 kez

yikanan tiipler spektrofotometrede 570 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
3.2.8. DPPH Testi

Bitki esansiyel yaglarinin 2,2 difenil- 1 pikrilhidrazil (DPPH) radikaline kars: radikal

stiptiricii aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Metod ilk olarak Blois
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tarafindan tanimlanmistir ve Brand-Williams ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir.
Testin prensibi antioksidan ile giderilen bir radikal olarak DPPH c¢ozeltisinin mordan
sartya degisen renklerine dayanmaktadir. Kisaca, etanolde ¢oziinmis 0.1 mM
DPPH’nin 1 ml’si, 3 ml ekstrakt c¢ozeltisi ile farkli oranlarda (10-80 pl/ml)
karistirilmistir. Ornekler 30 dk karanlikta tutulmus ve sonra 517 nm’ de absorbanstaki
azalma Ol¢iilmiistiir. Bitki ekstraktlar1 olmadan DPPH ¢d6zeltisinin absorbansi kontrol
olarak olgiiliir. Trolox pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 30 dk oda sicakliginda bir
inkiibasyon siiresinden sonra 517 nm’de absorbans yine sifir okunmustur. DPPH serbest
radikalinin inhibisyon yiizdesi (PI %) su yolla hesaplanmustir: Pl (%) = (Aplank - Asample /
Aplank ), Ablank kontrol reaksiyonunun (tesir bilesikleri hari¢ tiim reagentleri igeren)
absorbansidir. Asample test bilesenlerinin absorbansidir. Sentetik aktioksidan reagent olan
a-tokoferol pozitif kontrol olarak kullanmilmistir ve tiim testler ii¢ kopya olarak

gerceklestirilmistir (Marzouk ve ark, 2009).

3.2.9. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Calismada kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatt1 %10 FBS (fotal sigir serumu), % 0,1
penisilin-streptomisin, L- glutaminli NaHCO3 iceren RPMI-1640 besiyeri iginde
icerisinde 37°C’de %5 CO; iceren ortamda kiiltiir edilmistir. Hiicreler 25 cm? veya 75
cm? “lik flasklarda buytitiilerek, % 70 yogunluga ulastiktan sonra PBS ve PBS EDTA
ile yikanarak % 1’lik tripsin/EDTA ile muamele edilerek pasajlanmigtir. Hiicreler
medium i¢inde siispanse edilerek, tripan mavisi ile 8 kuyulu tabakalar kullanilarak

Cedex XS hiicre sayim cihazinda sayilmis ve ml’deki hiicre sayisi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan CCD-19Lu hiicre hattt1 %20 FBS (fotal sigir serumu), % 0,1
penisilin-streptomisin, L- glutaminli NaHCO3 iceren DMEM besiyeri i¢inde igerisinde
37°C’de %5 CO, igeren ortamda ve kiiltiir edilmistir. Hiicreler 12,5 cm? veya 25 cm?
‘lik flasklarda biiyiitiilerek, % 70 yogunluga ulastiktan sonra PBS ve PBS EDTA ile
yikanarak % 1’lik tripsin/EDTA ile muamele edilerek pasajlanmistir. Hiicreler medium
icinde siispanse edilerek, tripan mavisi ile 8 kuyulu tabakalar kullanilarak Cedex XS

hiicre sayim cihazinda sayilmis ve ml’deki hiicre sayisi tespit edilmistir.
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3.2.9.1. Calismalarda Kullanilacak Cozeltilerin ve Besiyerlerinin Hazirlanmast

RPMI-1640: L- glutaminli NaHCO3 igeren 500 ml RPMI-1640 siv1 steril medium igine
FBS’den 50 ml, 10000 iinite/ml Penisilin/Streptomisin’den 5 ml ilave edildi ve
buzdolabinda 4 °C’de saklandh.

DMEM: L- glutaminli NaHCO3 iceren 500 ml DMEM sivi steril medium igine
FBS’den 100 ml, 10000 tiinite/ml Penisilin/Streptomisin’den 5 ml ilave edildi ve
buzdolabinda 4 °C’de sakland.

PBS: Hazir PBS tablet 200 ml distile su ile ¢oziilerek pH’1 7,4’e ayarlandi. Hazirlanan
¢ozelti 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi ve oda sicakhiginda sakland.

PBS/EDTA: Hazir PBS tablet 200 ml distile su ile ¢oziildii ve 0,075 g EDTA eklenerek
pH’1 7,4’¢ ayarland1. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi

ve oda sicakliginda saklandi.

Tripsin/EDTA (1x): % 0,5’lik ana tripsin ¢ozeltisi (10x), PBS/EDTA ile 1:9 hacimde
karistirildi ve buzdolabinda 4 °C’de saklandi.

MTT Cahsma Cozeltisi (5 g/l): 0,25 g toz MTT, 50 ml PBS ile ¢6ziildii daha sonra
filtre ile steril edildi. Ardindan mikrofiij tiiplerine boliinerek ¢aligma zamanina kadar

151k almamas igin aliiminyum folyo kapli sisede buzdolabinda -20 °C’de saklandh.

Akridin oranj (100 g/l): 0,1 g akridin oranj 1 ml distile su ile ¢6ziildii ve filtre ile steril
edilerek buzdolabinda 4 °C’de saklandi.

Etidyum bromit (100 g/l): 0,1 g etidyum bromit 1 ml distile su ile ¢oziildi filtre ile
steril edilerek buzdolabinda 4 °C’de sakland.

3.2.9.2. Test Maddelerinin Hazirlanmasi

Yapt formiilleri ve molekiiler agirliklart bilinmeyen Chenopodium botrys ve
Echinophora tenuifolia esansiyel yagi 1:1 oraninda DMSO ile ¢oziilerek ana stok
cozeltisi hazirlanmigtir. Ana stok medium ile seyreltilerek iki ara diliisyon ve finalde
1000 pl medium iginde 7,6,5 ve 4 ul yag olacak sekilde dozlar hazirlanmstir.

Hazirlanan biitlin dozlarda DM SO konsantrasyonu % 0,01’in altindadir.
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3.2.9.3. MTT canlilik testi ile mitokondriyal aktivite belirlenmesi

MTT testi [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] hiicrelerin
canlilik oran1 hizli ve nicel bir sekilde dlgebilen kalorimetrik bir yontemdir. Y dntemin
esas1 canlt hiicrelerdeki mitokondrilerin dehidrogenaz enziminin MTT boyasindaki

tetrazolium halkasinin pargalayabilmesine dayanmaktadir(Kismali ve Sel, 2012;

Mosmann 1983).

Calismamizda MDA-MB-231 hiicreleri igin 10x10% ve CCD-19Lu hiicreleri 5%10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekilerek ve 24 saat kiiltiir kosullarinda
inkiibe edilmistir. Daha sonra 1 pl/ml DMSO ve test maddesinin belirli dozlar1 ile
muamele edilen hiicreler 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. MTT testi i¢in; inkiibasyon
stireleri sonunda her bir kuyuya 5 mg/ml MTT final diliisyonu olacak sekilde 125 pl
MTT soliisyonundan eklenmistir. MTT eklenen hiicreler 2 saat inkiibasyon siiresinin
ardindan soliisyon uzaklastirilarak, her bir kuyuya canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarinin ¢6ziilmesi igin 100 ul DMSO eklenmistir ve 15 dakika boyunca
calkalayic1 tablada bekletilmistir. Formazan kristallerinin olusturdugu renk siddeti
ELISA (ELx808-IU) cihazinda 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. MTT deneyleri her
bir diliisyon i¢in 4-8 kuyucuk olmak iizere en az 2 ayr1 deney seklinde

gergeklestirilmistir.

Yapilan MTT sitotoksite test sonuglar1 SPSS programiyla degerlendirilmis ve hiicreler
i¢in IC50 dozu belirlenmistir.

3.2.9.4. Akridin oranj/etidyum bromid (AO/EB) ¢ift boyama

Akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyalari floresan boyalardir. AO, niikleik
asit boyayan floresan katyonik bir boyadir. Apoptozda gozlenen kromatin degisimlerini
ve hiicre dongiisiiniin evrelerini belirlemek i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA
ile etkilestiginde yesil, RNA ile etkilestiginde kirmiz1 renk goriiniir. EB’de yine DNA
cift zinciri arasina interkalasyonla baglanabilen ve UV 15181 altinda turuncu renk veren
bir boyadir. AO canli hiicrelerin yapisina girebilir ve niikleik asitleri yesil boyar.
Sitoplazmik yapilar da sari-yesil renkte gozlenir. Ancak EB sadece o6lii hiicrelerin
zarlarindan gegebilir ve hiicrenin kirmizi turuncu goriinmesine yol acar. Bu prensiple,
bu iki boyanin, apoptotik hiicre belirleme g¢alismalarinda birlikte kullanilmasiyla 6li
canlt hiicre ayrimi yapilabilmektedir (Wells, 1988).
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Calismamizda, test maddesi uygulamasinin ardindan apoptotik (canli) ya da nekrotik
(6li)) MDA-MB-231 hiicrelerinin belirlenmesi ve goriintiilenmesi icin AO-EB boyamasi
yapildi. 6 kuyulu plakaya 3x10°/kuyu olacak sekilde ekilen hiicreler 24 saat
inkiibasyonun ardindan test maddeleri ile muamele edilecek, 24 ve 48 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her bir kuyu 1 ml. besiyeri igerisinde
toplanarak 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet tizerine 25 pl besiyeri ilave
edildi. Boyama i¢in 100 mg/ml akridin oranj ve 100 mg/ml ethidyum bromid 1:1
oraninda karistirilarak ana stok hazirlandi. Ana stok boya 1:9 oraninda medium ile
seyreltilerek bir ara stok hazirlandi. Hazirlanan ara stok boyadan siispanse hiicreler
tizerine 1 pl ilave edilerek preperat haline getirildi. Daha sonra floresan mikroskopta
(Olympus, BX50) incelenerek fotograflari ¢ekildi (Nairs ve ark, 2011).
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4. BULGULAR
4.1. Disk Difiizyon Zon Olgiimleri

Deneyde esansiyel yag emdirilen bos diskler, pozitif kontrol olarak standart antibiyotik
diskleri ve negatif kontrol olarak % 50 DMSO c¢o6zeltisi emdirilen bos antibiyotik diski
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak standart antibiyotik disklerinin kullanilmasinin
amact antibiyotiklerin olusturdugu inhibisyon zonlarmin esansiyel yag emdirilen
disklerin inhibisyon zonlar ile karsilastirilmasidir. Negatif kontroliin ise kullanim
amact esansiyel yaglarin c¢oziinmesi i¢in kullamilan DMSO solventinin olusan

inhibisyon zonuna herhangi bir etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.
4.1.1. Chenopodium Botrys Esansiyel Yaginin Disk Difiizyon Zon Ol¢iimii Degerleri

Chenopodium Botrys esansiyel yagmm Bacillus Subtulis, Bacillus Cereus, Proteus
Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans, Corynebacterium Diphtheria, Shigella
Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603,
Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus Faecalis ATCC 29212,
Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853,
Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus patojen suslarmin
bircoguna karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu goriildii. Elde edilen zon ol¢timleri

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 1. Chenopodium Botrys esansiyel yaginin disk difiizyon deneyi ile elde
edilen inbisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizma tiirleri IPM TE GM E S CFP  FCA NS VOR EO NK

Bacillus Subtulis 32 22 30 22 30 20 - - - 8
Bacillus Cereus 34 24 29 16 18 21 - - - 8
Proteus Vulgaris 27 12 24 16 26 17 - - - -
Candida Tropicalis 32 28 | 22 15 18 22 - - - 7
Candida Albicans = = = = = - - 16 - -
Corynebacterium 50 24 | 30 16 24 26 - - - 9
Diphtheria

Shigella Baydi 38 - 9 14 10 11 - - - 8
Escheria Coli ATCC 42 11 32 26 29 36 - - - 13
25922

Klebsiella Pneumonia 30 24 24 14 22 17 - - - 9
ATCC

700603

Staphylococcus Auerus 34 22 30 18 24 21 - - - 8
ATCC 29213

Enterecoccus Faecalis 32 25 29 25 24 21 - - - 8
ATCC 29212

Enterecoccus Faecalis 28 25 25 20 27 22 - - - 9
ATCC 51299

Pseudomonas Aureginosa 34 30 32 20 28 21 - - - 10
ATCC 27853

Neisseria Sicca 52 24 | 34 30 34 32 - - - 9
Acinetobacter Baumannii = 30 26 21 12 20 18 - - - 9
Staphylococcus Aureus 38 - 9 14 10 11 - - - 8

(EO: Chenopodium Botrys esansiyel yagi, IPM: Imipenem, TE: Tetracyline, GM:
Gentamycin, E: Eritromycin, S: Streptomycin, CFP: Cepheperazone sulbaktam, FCA:
Fluconozole, NS: Nystatin, VOR: Voriconazole, NK: Negatif kontrol)

4.1.2. Echinophora tenuifolia Esansiyel Yagimin Disk Difiizyon Zon Olgiimii

Degerleri

Echinophora tenuifolia esansiyel yaginin Bacillus Subtulis, Bacillus Cereus, Proteus
Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans, Corynebacterium Diphtheria, Shigella
Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603,
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Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus Faecalis ATCC 29212,
Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853,
Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus patojen suslarinin
bircoguna karsi antimikrobiyal aktivitesi oldugu goriildii. Elde edilen zon ol¢iimleri

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4. 2. Echinophora tenuifolia esansiyel yaginin disk difiizyon deneyi ile elde
edilen inbisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizma IPM TE GM E S CFP  FCA NS VOR EO NK
tiirleri

Bacillus Subtulis 32 22 30 22 30 20 - - - 9 -
Bacillus Cereus 34 24 29 16 18 21 - - - 8 -
Proteus Vulgaris 27 12 24 16 26 17 - - - - -
Candida Tropicalis 32 28 | 22 15 18 22 - - - 10 -
Candida Albicans - - - - - - - 16 - 14 -
Corynebacterium 50 24 30 16 24 26 - - - 9 -
Diphtheria

Shigella Baydi 38 - 9 14 10 11 - - - 14 -
Escheria Coli ATCC 42 11 32 26 29 36 - - - 15 -
25922

Klebsiella  Pneumonia 30 24 | 24 14 22 17 - - - 9 -
ATCC

700603

Staphylococcus Auerus 34 22 30 18 24 21 - - - 10 -
ATCC 29213

Enterecoccus Faecalis 32 25 29 25 24 21 - - - 8 -
ATCC 29212

Enterecoccus Faecalis 28 25 25 20 27 22 - - - 10 -
ATCC 51299

Pseudomonas 34 30 32 20 28 21 - - - 9
Aureginosa ATCC

27853

Neisseria Sicca 52 24 | 34 30 34 32 - - - 20 -
Acinetobacter 30 26 21 12 20 18 - - - 9 -
Baumannii

Staphylococcus Aureus | 38 - 9 14 10 11 - 8 -

(EO: Echinophora tenuifolia esansiyel yagi, IPM: Imipenem, TE: Tetracyline, GM:
Gentamycin, E: Eritromycin, S: Streptomycin, CFP: Cepheperazone sulbaktam, FCA:
Fluconozole, NS: Nystatin, VOR: Voriconazole, NK: Negatif kontrol)

4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC Testi)

Minimum imbisyon konsantrasyonu bir mikroorganizmanin gelismesini en az diizeyde
engelleyecek konsantrasyondur. MIC Testi antibiyotigin  etkinligini  ongiirii
caligmlarinda kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin ve esansiyel yaglarin hizla biiyliyen
bakteriye etkisini goézlemlemek i¢in yapilmistir. Deneyde pozitif kontrol olarak

Metronidazol,Ciproflacacin ve Tetracyline antibiyotikleri kullanildi. Negatif kontrol
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olarak DMSO solventi kullanildi. Elde edilen Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlari

tablo haline getirildi.
4.2.1. Chenopodium Botrys Esansiyel Yag1 Minimum Iinhibisyon Konsantrasyonu

Chenopodium Botrys esansiyel yagiin Bacillus Subtulis, Bacillus Cereus, Proteus
Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans, Corynebacterium Diphtheria, Shigella
Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603,
Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus Faecalis ATCC 29212,
Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853,
Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus patojen suslarinin

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3’de gdsterilmistir.

Cizelge 4. 3.. Chenopodium botrys esansiyel yaginin MiC degerleri ( pl /ul)

Mikroorganizma tiirleri Metronidaz = Ciproflacacin Tetracyline EO NK
ol

Bacillus Subtulis - 0,095 B 0,39 -

Bacillus Cereus 25 0,095 0,19 0,096 @ -

Proteus Vulgaris 25 B 0,19 0,39 -

Candida Tropicalis - 0,095 0,78 0,78 -

Candida Albicans - - - 12,5 -

Corynebacterium 5 B 0,39 B -

Diphtheria

Shigella Baydi 1,56 B B 0,19 -

Escheria Coli ATCC 0,78 B 0,78 B -

25922

Klebsiella Pneumonia - B 3,125 0,19 -

ATCC 700603

Staphylococcus  Auerus 50 B 0,095 0,39 -

ATCC 29213

Enterecoccus Faecalis 25 B 0,19 0,096 -

ATCC 29212

Enterecoccus Faecalis 50 0,095 B 0,39 -

ATCC 51299

Pseudomonas Aureginosa 25 B 0,19 B -

ATCC 27853

Neisseria Sicca 50 B 0,19 B -

Acinetobacter Baumannii 50 B 1,56 0,78 -

Staphylococcus Aureus - 1,56 0,095 0,39 -

(EO: Chenopodium botrys esansiyel yagi, B: Kuyularin hepsi berrak, (-): kuyularin
hepsinde iireme var, NK: Nagatif kontrol)
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4.2.2. Echinophora tenuifolia Esansiyel Yagi Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Echinophora tenuifolia esansiyel yagimin Bacillus Subtulis, Bacillus Cereus, Proteus
Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans, Corynebacterium Diphtheria, Shigella
Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603,
Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus Faecalis ATCC 29212,
Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853,
Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus patojen suslarinin

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 4. Echinophora tenuifolia esansiyel yagmin MiC degerleri ( pul /ul)

Mikroorganizma Metronidazol  Ciproflacacin  Tetracyline EO  NK

tiirleri

Bacillus Subtulis - 0,095 B 156 -

Bacillus Cereus 25 0,095 0,19 156 -

Proteus Vulgaris 25 B 0,19 B -

Candida Tropicalis - 0,095 0,78 125 -

Candida Albicans - - - 6,25 -

Corynebacterium 5 B 0,39 156 -

Diphtheria

Shigella Baydi 1,56 B B B -

Escheria Coli ATCC 0,78 B 0,78 3,12 -

25922 5

Klebsiella Pneumonia - B 3,125 156 -

ATCC

700603

Staphylococcus Auerus 50 B 0,095 B -

ATCC 29213

Enterecoccus Faecalis 25 B 0,19 3,12 -

ATCC 29212 5

Enterecoccus Faecalis 50 0,095 B 6,25 -

ATCC 51299

Pseudomonas 25 B 0,19 B -

Aureginosa ATCC

27853

Neisseria Sicca 50 B 0,19 156 -

Acinetobacter 50 B 1,56 6,25 -

Baumannii

Staphylococcus Aureus - 1,56 0,095 3,12 -
5

(EO: Echinophora tenuifolia esansiyel yagi, B: Kuyularin hepsi berrak, (-): kuyularin

hepsinde iireme var, NK: Nagatif kontrol)
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4.3. Biyofilm Inhibisyonu

Kullanilan mikroorganizmalarin biyofilm olusturup olusturmadiklarinin analiz edilmesi
icin mikroorganizmalar 14 mm polisitren tiip i¢inde bulunan TSB’ye inokiile edilerek
inkiibatorlii shakerda 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
biyofilm olusturan mikrrorganizmalar belirlendi. Bu mikroorganizmalar Cizelge 4.5’te

gosterildi.

Cizelge 4. 5. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar

Shigella Baydi

Acinetobacter Baumannii

Escheria Coli ATCC 25922

Candida Albicans

Candida Tropicalis

Enterecoccus Faecalis ATCC 51299

Esansiyel yaglarin biyofilm olusumuna etkilerinin test edilmesi i¢in 14 mm c¢apinda
polisitren tiip icinde bulunan TSB’ye farkli konsantrasyonlarda DMSO’da ¢dziinen

esansiyel yaglar ve 0,5 Mcfa ayarlanmis bakteri siispansiyonundan eklendi.

Her bir konsantrasyon i¢in 9 adet 14 mm ¢apinda polisitren tiip kullanildi. Bu tiiplerin
licli slispansiyon kiiltiir (G), {i¢ii negatif kontrol (NK) ve son {i¢ii de biyofilm 6l¢iimii
(B) i¢in kullanildi. Sadece biyofilm olusumu i¢in kullanilacak tiiplere yani B tiiplerine
esansiyel yag eklendi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tiipler inkiibatorlii shakerda

18 saat inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonunda her iki yaginda Candida Albicans hari¢ biyofilm olusumunu

engelledigi goriildii. Candida Albicans 'ta olusan biyofilmin ise dibe ¢oktiigii gdzlendi.

Deney 2 kere tekrar edildi ancak iki seferde de ayni sonuglar elde edildi. Bu yiizden
SBF degeri her iki yag i¢cinde yorumlanamadi.

4.4. DPPH Testi

DPPH Testi bitki ekstraktlarin antioksidan kapasitesini dlgmede siklikla kullanilan br
yontemdir. Testin prensibi antioksidan ile giderilen bir radikal olarak DPPH ¢ozeltisinin

mordan sartya degisen renklerine dayanmaktadir.
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Deneyde 0,1 mM DPPH c¢ozeltsinin 1 ml’si 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan 3 ml
etanolde ¢ozlinmiis esansiyel yag ¢ozeltisine eklendi. Pozitif kontrol olarak 1:1 oraninda

hazirlanan a-tokoferol kullanildi.

DPPH eklenen ¢ozeltiler yarim saat karanlikta bekletildi ve bekleme siiresinin ardindan

517 nm’de absorbans degerleri dl¢iildii.

Olgillen bu absorbans degerlerinden inhibisyon yiizdesi hesaplandi. Farkli
konsantrasyonlardaki inhibisyon yiizdelerinden elde edilen grafikten IC50 degeri
hesaplanda.

4.4.1. a-tokoferol’un IC50 Degerinin Hesaplanmasi

Deneyde pozitif kontrol olarak a-tokoferol kullanildi. Olgiilen absorbans degerleri ile
hesaplanan inhibisyon yiizdesinin konsantrasyonlarla ¢izilen grafiginden elde edilen
denklem ile IC50 hesaplandi. Bu grafikten elde edilen denklem ile hasaplanan IC50
degeri: 3,679097 ul/ml’dir. Elde edilen grafik Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Konsantrasyon-%PI

y =9.6434x + 14.521
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Sekil 4. 1.. a-tokoferol Konsantrasyon- % PI grafigi
gralig

4.4.2. Chenopodium Botrys Esansiyel Yaginin IC50 Degerinin Hesaplanmasi

Chenopodium Botrys esansiyel yagindan hazirlanan ¢dzeltinin 517 nm’de absorbans
degerleri 6lciildii. Olgiilen absorbans degerleri ile hesaplanan inhibisyon yiizdesinin

konsantrasyonlarla ¢izilen grafiginden elde edilen denklem ile IC50 hesaplandi. Bu
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grafikten elde edilen denklem ile hasaplanan IC50 degeri: 487,591 pl/ml ‘dir. Elde
edilen grafik Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Konsantrasyon-%P1 y - 0.0797x + 11.139

20
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Sekil 4. 2. Chenopodium Botrys esansiyel yagi Konsantrasyon- % PI grafigi
ycl yag y grang

4.4.3. Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yaginin IC50 Degerinin Hesaplanmasi

Echinophora Tenuifolia esansiyel yagindan hazirlanan ¢zeltinin 517 nm’de absorbans
degerleri 6lgiildii. Olgiilen absorbans degerleri ile hesaplanan inhibisyon yiizdesinin
konsantrasyonlarla ¢izilen grafiginden elde edilen denklem ile IC50 hesaplandi. Bu
grafikten elde edilen denklem ile hasaplanan IC50 degeri: 30,43384 ul/ml’dir. Elde
edilen grafik Sekil 4.3’de gosterilmistir.

31



Konsantrasyon-%PI
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Sekil 4. 3. Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi Konsantrasyon- % PI grafigi

4.5. MTT Canhilik Testi ile Mitokondriyal Aktivite Belirlenmesi

4.5.1. Chenopodium Botrys Esansiyel Yaginin MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkisi

Metotta belirtildigi gibi 96’lik plakalara hazirlanan hiicreler Chenopodium botrys
esansiyel yagi 7,6,5 ve 4 ul/ml yag olacak sekilde hazirlanan dozlar ile 24,48 ve 72 saat
muamele edildi. Konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi arttik¢a hiicre canliliginda azalma
oldugu gozlemlendi. Sonuglar incelendiginde IC50 dozu 24 ve 48 saatte yaklagik olarak
7 ul/ml ve 72 saate yaklastk 5 pl/ml yag konsantrasyonu olarak belirlendi. Bu
konsantrasyonda hiicre canliliginin kontrole gore yaklasik olarak %350 azaldigi
goriildii.Inkiibasyon siiresi sonunda Chenopodium Botrys Esansiyel Yagmin MDA-MB-
231 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi Sekil 4.4°te gosterildi.
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Sekil 4. 4. Chenopodium Botrys esansiyel yaginin MDA-MB-231 hiicre canliligi
tizerine etkisi *** p<(.001

4.5.2. Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yaginin MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkisi

Metotta belirtildigi gibi 96’lik plakalara hazirlanan hiicreler Echinophora Tenuifolia
esansiyel yag1 7,6 ve 5 ul/ml yag olacak sekilde hazirlanan dozlar ile 24,48 ve 72 saat
muamele edildi. Konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi arttik¢a hiicre canliliinda azalma
oldugu gozlemlendi. Sonuglar incelendiginde IC50 dozu 48 saatte yaklasik olarak 7
pul/ml ve 72 saatte 5 pl/ml yag konsantrasyonu olarak belirlendi. Bu konsantrasyonda

hiicre canliliginin kontrole gére yaklasik olarak %50 azaldig goriildii.

Inkiibasyon siiresi sonunda Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yagimnin MDA-MB-231

hiicreleri tizerindeki toksik etkisi Sekil 4.5’te gosterildi.
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Sekil 4. 5. Echinophora Tenuifolia esansiyel yaginin MDA-MB-231 hiicre canliligi
tizerine etkisi *** p<(.001

4.5.3. Chenopodium Botrys Esansiyel Yagimn CCD-19Lu Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkisi

Chenopodium botrys esansiyel yagmin MDA-MB-231 hiicre hattinda denenen
konsantrasyonlardan belirlenen IC50 degeri konsantrasyonu CCD-19Lu hiicre hattinda
96’lik plakalara hazirlanan hiicrelere 24 ve 48 saat muamele edildi. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda kontrole goére hiicre canliligi % 86,2 iken 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre canliliginin %90,2 oldugu goriildii.

Chenopodium Botrys Esansiyel Yaginin CCD-19Lu hiicreleri tizerindeki toksik etkisi
Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4. 6. Chenopodium Botrys esansiyel yaginin CCD-19-Lu hiicre canliligi lizerine
etkisi **p<0.01, * p<0.05 (E.T: Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi dozu, C.B:
Chenopodium botrys esansiyel yagi dozu, KNT: kontrol)

4.5.4. Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yagimin CCD-19Lu Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkisi

Echinophora Tenuifolia esansiyel yaginin MDA-MB-231 hiicre hattinda denenen
konsantrasyonlardan belirlenen IC50 degeri konsantrasyonu CCD-19Lu hiicre hattinda
96’lik plakalara hazirlanan hiicrelere 24 ve 48 saat muamele edildi. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda kontrole gore hiicre canliligi % 84,8 iken 48 saatlik

inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre canliliginin %91,3 oldugu goriildii.

Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yagimim CCD-19Lu hiicreleri tizerindeki toksik etkisi
Sekil 4.7°da gosterildi.
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Sekil 4. 7. Echinophora Tenuifolia esansiyel yaginin MDA-MB-231 hiicre canliligi
tizerine etkisi ** p<0.01, p<0,05 (E.T: Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi dozu,
C.B: Chenopodium botrys esansiyel yagi dozu, KNT: kontrol)

4.6. Akridin oranj/etidyum bromid (AO/EB) ¢ift boyama

4.6.1. Chenopodium Botrys Esansiyel Yagmn Akridin oranj/etidyum bromid
(AO/EB) Cift Boyama ile MDA-MB-231 Hiicrelerinde Apoptotik Etkisinin

Belirlenmesi

6 kuyulu plakalara hazirlanan MDA-MB-231 hiicreleri Chenopodium Botrys esansiyel
yagi ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Konsantrasyon olarak MTT deneyinde
belirlenen IC50 konsantrasyonu uygulanmustir. Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler
once ters-faz mikroskopta, AO/EB ¢ift boyamadan sonra ise floresan mikroskopta
fotograflanmistir. Kontrol olarak 1 ul/ml DMSO kullanilmistir. Fotograflar Sekil 4.8.1,
4.8.2,4.8.3 ve 4.8.4°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. 1. 1 pul/ml DMSO 24 saat morfolojik degisim fotograflar1 (AO/EB boyama
floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

Sekil 4.8.2. Chenopodium Botrys esansiyel yagi 24 saat morfolojik degisim fotograflari
(AO/EB boyama floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

Sekil 4.8. 3. 1 ul/ml DMSO 48 saat morfolojik degisim fotograflari (AO/EB boyama
floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)
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Sekil 4.8.4. Chenopodium Botrys esansiyel yagi 48 saat morfolojik degisim fotograflar
(AO/EB boyama floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

AO/EB boyama sonucu elde edilen fotograflar, hiicreler morfolojilerine gore

incelenerek canli, apoptotik ve nekrotik hiicre sayis1 belirlenmistir.

AO/EB cift boyama ile homojen kromotin dagilimi gosteren, normal ¢ekirdege sahip ve
yesil renkte goriinen hiicreler canli (LN; live cells), yogunlagsmis veya fragmante olmus
kromatine sahip apoptotik c¢ekirdekli parlak yesil renkli hiicreler ise erken apoptotik
(LA; live cells) olarak ifade edilmektedir. Olii (nekrotik) hiicreler (DN; dead cells);
normal cekirdege sahip, parlak turuncu ya da kirmizi renkte; ge¢ apoptotik hiicreler
(DA; dead cells); olduk¢a yogunlasmis ve fragmante bir kromotine sahip, ¢ekirdekleri
parcalanmis ya da c¢ekirdek zar1 diizensizlesmis olup parlak kirmizi veya turuncu

boyanmaktadir (Duke 2004).

Her bir deney en az 2 kez tekrarlanmistir ve toplamda 500-1500 arasinda sayilan

hiicrelerin apoptotik hiicre yiizdesi asagidaki formiille belirlenmistir.
Apoptotik Hiicrelerin Yiizdesi: LA+DA/LN+LA+DN+DAx100

Buna gére Chenopodium Botrys esansiyel yaginin kontrol grubuna gére hem 24 hem 48
ssat sonuclarinda anlamli diizeyde farkli oranda apoptotik hiicre bulundurdugu

belirlenmistir.

AO/EB floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde kontrol hiicrelerine 1 pl/ml
DMSO uygulanmis ve apoptotik hiicre ylizdesinin oraninin oldukg¢a diisiik oldugu
goriilmiistiir. 24 saat sonucunda apoptotik hiicre oran1 %7,8 iken 48 saatte apoptotik
hiicre oranmnin %13 oldugu apoptotik hiicre yiizdesi formiili kullanilarak

hesaplanmistir.  Chenopodium Botrys esansiyel yagi uygulanmis hiicrelerde ise
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apoptotik hiicre yiizdesi 24 saatte %58 iken 48 saatte apoptotik hiicre yiizdesinin %67
oldugu goriilmiistiir. 48 saat sonunda 24 saate gore erken apototik, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicre sayinda artis oldugu gozlemlenmistir. Apoptotik indeks sekil 4.10’da

gosterilmistir.

4.6.2. Echinophora Tenuifolia Esansiyel Yagimin Akridin oranj/etidyum bromid
(AO/EB) Cift Boyama ile MDA-MB-231 Hiicrelerinde Apoptotik Etkisinin

Belirlenmesi

6 kuyulu plakalara hazirlanan MDA-MB-231 hiicreleri Echinophora Tenuifolia
esansiyel yagi ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Konsantrasyon olarak MTT
deneyinde belirlenen IC50 konsantrasyonu uygulanmistir. Inkiibasyon siiresinin

ardindan hiicreler 6nce ters-faz mikroskopta, AO/EB ¢ift boyamadan sonra ise floresan

mikroskopta fotograflanmistir. Kontrol olarak 1 pl/ml DMSO kullanilmigtir. Fotograflar
Sekil 4.9.1, 4.9.2, 4.9.3 ve 4.9.4°de gosterilmistir.

Sekil 4.9. 1. 1 pul/ml DMSO 24 saat morfolojik degisim fotograflar1 (AO/EB boyama
floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

Sekil 4.9. 2. Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi 24 saat morfolojik degisim
fotograflar1 (AO/EB boyama floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)
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Sekil 4.9. 3. 1 ul/ml DMSO 48saat morfolojik degisim fotograflari (AO/EB boyama
floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

Sekil 4.9. 4. Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi 48 saat morfolojik degisim
fotograflar1 (AO/EB boyama floresan mikroskop/ ters faz mikroskop)

Echinophora Tenuifolia esansiyel yaginin kontrol grubuna gore hem 24 hem 48 ssat
sonuclarinda anlamli diizeyde farkli oranda apoptotik hiicre bulundurdugu

belirlenmistir.

AO/EB floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde kontrol hiicrelerine 1 pl/ml
DMSO uygulanmis ve apoptotik hiicre ylizdesinin oraninin oldukg¢a diisiik oldugu
goriilmiistiir. 24 saat sonucunda apoptotik hiicre oran1 %7,8 iken 48 saatte apoptotik
hiicre oranmnin %13 oldugu apoptotik hiicre yiizdesi formiili kullanilarak
hesaplanmistir. Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi uygulanmis hiicrelerde ise
apoptotik hiicre yilizdesi 24 saatte %45 iken 48 saatte apoptotik hiicre ylizdesinin %67,5
oldugu goriilmiistiir. 48 saat sonunda 24 saate gore erken apototik, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicre sayinda artig oldugu gozlemlenmistir. Apoptotik indeks sekil 4.10°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.10.1. Echinophora Tenuifolia ve Chenopodium Botrys esansiyel yagi apoptotik
indeks *** p<0.001 (E.T: Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi dozu, C.B:
Chenopodium botrys esansiyel yagi dozu, KNT: kontrol)

41



5. TARTISMA VE SONUC

Ugucu yaglar, farkli bilesikleri iceren kompleks karisimlar olduklarindan, biyolojik
etkileri yoniinden farklilik gostermektedirler. Etken maddelerine gore etkileri
degismekle birlikte pek ¢ok ugucu yag; antimikrobiyal, karminatif, koloretik, sedatif,
diiiretik, antispazmodik gibi etkilere sahiptir (Esen ve Digrak, 2008). Esans yaglarinin
antimikrobiyal, antifungal etkileri ve bitkilerin spesifik aktivitesi bugiline kadar yapilan
pek cok calismada aragtirilmistir (Cristina ve ark., 2015). Cok ¢esitli bitkilerden elde
edilen aromatik ve tibbi ekstraktlardan elde edilen ugucu yaglar (EO) son zamanlarda
popiilerlesmistir ve biyolojik aktiviteleri dolayisiyla gida korumasi i¢in potansiyel dogal

maddeler olarak bilimsel ilgi uyandirmistir (Alvarez ve ar., 2017).

Bu tez ¢alismasinda Echinophora Tenuifolia ve Chenopodium Botrys bitkilerinden elde
edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkileri Bacillus Subtulis, Bacillus Cereus,
Proteus Vulgaris, Candida Tropicalis, Candida Albicans, Corynebacterium Diphtheria,
Shigella Baydi, Escheria Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603,
Staphylococcus Auerus ATCC 29213, Enterecoccus Faecalis ATCC 29212,
Enterecoccus Faecalis ATCC 51299, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853,
Neisseria Sicca, Acinetobacter Baumannii ve Staphylococcus Aureus patojen suslarda

disk difiizyon ve MIC Testi ile arastirilmistir.

Chenopodium botrys esansiyel yag: disk difiizyon testinde denenen 16 mikroorganizma
susunun 14’tinde inhibisyon zonu olusturmustur. 13 mikroorganizmada inbisyon zonu
caplart birbirine ¢ok yakinken Escheria Coli ATCC 25922 patojen susunda diger
mikrrorganizmalara gore daha ¢ok etki goriilmiistiir. Her ne kadar pozitif kontrol olarak
kullanilan antibiyotikler kadar etki goriilmesede bazi suslarda antibiyotiklerden daha
fazla etki goriilmiistiir. Shigella Boydii patojen susunda esansiyel yagin tetracyline
antibiyotigine gore daha etkili oldugu goriilmiistiir, gentamycin antibiyotigi ile de es
deger etkide olduklar1 goriilmistiir. Staphylococcus Aureus patojen susunda esansiyel
yagin tetracyline antibiyotigine gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Negatif kontrol de
ise inhibisyon zonu olusmamistir. MIC Testinde esansiyel yagin biitiin
mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Burda en dikkat ¢eken sonug
hi¢bir antibiyotigin etki etmedigi Candida Albicans tizerinde esansiyel yagin 12,5 ul/ml
etki gostermesidir. Bacillus subtulis te metronidazol etki gostermezken esansiyel yag

0,39 pl/ml etki gostermistir. Bacillus Cereus’ta pozitif kontrol olan ciproflacacin ile es
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deger etki gorilmistiir. Candida tropicalis’te metronidazol etki gostermezken,
tetracyline ve esansiyel yag es deger etki (0,78 ul/ml) gostermistir. Corynebacterium
Diphtheria, Escheria Coli ATCC 25922, Pseudomonas Aureginosa ATCC 27853 ve
Neisseria Sicca patojen suslarinda esansiyel yag ¢ok etkili olmustur ve higbir tiipte
tireme goriilmemistir. Esansiyel yagin biitiin mikroorganizmalarda metronidazol pozitif
kontroliinden daha etkili oldugu, 9 mikroorganizmada tetracyline antibiyotiginden daha
etkili oldugu ve 2 mikroorganizmada ise ciproflacacinden daha etkili oldugu
gorilmistiir. Negatif kontroliin hi¢bir konsatrasyonunda inhibitor etki gériilmemistir ve

biitiin tiiplerde iireme oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde yapilan calismalarda Suudi Arabistan’da biiyiiyen C. botrys esansiyel
yaginin Staphylococcus Aureus, Bacillus Subtilis, Escherichia Coli, Pseudomonas
Aeruginosa, Aspergillus Niger, Candida Albicans, Sarcina Lutea, Klebsiella
Pneumoniae, Salmonella Enteridis ve Shigella Flexneri patojen suslarinda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, Yunanistan’da yetisen C. Botrys esansiyel yaginin
Salmonella Aureus ve Basillus Cereus’a kars1 6nemli antibakteriyel aktivite sergiledigi,
fran’dan toplanan C. botrylerin esansiyel yaginin ise Staphylococcus saprophyticus’a
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Morteza-Semnani, 2015).
Baska bir ¢alismada ise disk diflizyon deneyinde, farkli mikroorganizma gruplarina
karsi ugucu yagin inhibisyon zonlarinin ¢apt S.mutans hari¢ diger antibiyotiklerin
inhibisyon ¢apindan daha kiiciik oldugu gorilmistir (Tzakou ve ark., 2017).
Yunanistan’da yapilan baska bir ¢alisma da C. botrys yagmnin, test edilen Trichophyton
Mentagrophytes, Epidermophyton Floccosum ve Microsporum Canis dermatofitlerine
kars1 giiglii bir aktivite gosterdigi, MIC ve MBC degerlerinin ¢ok diisiik ve esit oldugu
rapor edilmistir (Mahboubi ve ark., 2011).

Echinophora Tenuifolia esansiyel yagi disk difiizyon testinde 16 mikroorganizma
susunun 15’inde inhibisyon zonu olusturmustur. 15 mikrorganizma iginde en belirgin
etki Candida Albicans ve Shigella Boydii patojen suslarinda goriilmiistiir. Candida
Albicansta sadece nystatin pozitif kontrolii(16 mm) ve esansiyel yagda(l4 mm)
inhibisyon zonu 6l¢iilmiistiir. Diger pozitif kontrol ve negatif kontrolde inhibisyon zonu
Olgiilmemistir. Shigella Boydii’'de esansiyel yag tetracyline, gentamycin, streptomycin
ve cepheperazone sulbaktam pozitif kontrollerinden daha etkili, eritromycin pozitif

kontroliiylide es deger etki gostermistir. Escheria Coli ATCC 25922 {izerinde esansiyel
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yag tetramycin pozitif kontroliinden daha etkilidir. Neisseria Sicca susunda en biiyiik
inhibisyon zonunu (20 mm) olusturmus ancak bu pozitif kontrollerden daha etkili
olamamistir. Staphylococcus Aureus’ta ise esansiyel yagmn tetracyline pozitif
kontroliinden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Negatif kontrol hi¢gbir mikroorganizma
susu lizerinde inhibisyon zonu olusturmamigtir. MIC Testinde esansiyel yagin biitiin
mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. En ¢ok etki Proteus Vulgaris,
Candida Albicans, Klebsiella Pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas Aureginosa
ATCC 27853 ve Staphylococcus Auerus ATCC 29213 patojen suslarinda goriilmiistiir
ve higbir tiipte tireme olmamistir. Candida Albicans’ta ise higbir pozitif kontrolde etki
goriilmezken esansiyel yagda 6,25 pl/ml etki goriilmiistiir. Esansiyel yagin biitiin
mikroorganizmalarda metronidazol pozitif kontrolinden daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Negatif kontroliin hi¢bir konsatrasyonunda inhibitor etki goriilmemistir ve

biitiin tiiplerde iireme oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda, E. tenufolia’nin ugucu yaginin, Enterobacter Cloacea
hari¢ tim test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinligi oldugu
gorillmistiir. Suslar karsilastirildiginda Enterobacter Cloacae’nin en direngli sus oldugu
ve en hassas bakterinin ise Staphylococcus Aureus oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismadan
elde edilen diger bir dikkat ¢ekici sonug¢ gram-pozitif bakterilerin esansiyel yaga daha
duyarli olmasidir (Cetin ve ark., 2015). Bagka bir ¢alismada ucucu yagin antimikrobiyal
aktivitesi, 13 bakteri ve 2 fungal mikroorganizmaya karsi broth seyreltme ydntemi
kullanilarak test edilmistir. Candida Albicans ve Saccharomyces Cereviciae igin
antifungal etkinlik 1000 pg / ml’den yiiksek iken, ugucu yagin Bacillus Cereus’a karsi
en diisik minimum inhibisyon konsantrasyonu 62.5 pg / ml olarak rapor edilmistir
(Gookbulut ve ark.,2013). Cortik ugucu yaginin 1pl/petri dozunda B. Cinerea ve S.
Sclerotiorum hari¢ diger funguslarin hi¢ birisinde inkiibasyonun basindan sonuna kadar
herhangi bir antifungal etki gézlenmemistir (Kocak ve Boyraz, 2006). Aridogan ve ark.
(2002) yaptigr calismada ise E. tenufolia’nin ugucu yagimin E.coli, S. Aureus ve

P.aeruginosa tizerinde inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmiistiir.

Bakteriler biyofilm olarak adlandirilan biyotik veya abiyotik yiizeylerde kompleks
topluluklar olustururlar. Bazi ¢alismalar esansiyel yag bilesenlerinin, E. coli ve S.
aureus biyofilm enfeksiyonlarinin Onlenmesi / tedavisi i¢in geleneksel antibiyotik

tedavilerine alternatif ve / veya tamamlayict stratejiler olarak kullanilabilecek umut
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verici molekiiller oldugunu diisiindiirmektedir. Esansiyel yag bilesenlerinin bazilar1 igin
diisiik toksisitesi ve ilag benzeri molekiiler ozellikleri goz oniine alindiginda, bu
bilesiklerin klinik uygulamalar1 degerlendirilmelidir. Ustelik, bu bilesikler, biyofilm ile
ilgili problemleri yasayan gida isleme sistemleri gibi endiistriyel dezenfeksiyon igin
umut verici antibiofilm ajanlari olarak da kullanilabilir (Borges ve ark., 2017; Walmiki,
2017). Baz1 esansiyel yaglar biyofilmlerde hiicrelerin ayrilmasina katkida bulunur,
biyofilm yapisim1 bozar, kalinligini1 azaltir ve implant ve tibbi cihazlarda biyofilm ile
iligkili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilabilir (Manoharan ve ark., 2017; Rossi ve
ark., 2018). Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan hiicre baglanmasinin &nlenmesi
onemlidir, bu nedenle bu tutunmay dnler ve yiizeyin ¢evresel kosullarinin degistirilirse,
yiizeyden kolaylikla ayrilabilen bir biyofilm olusur. Biyofilm ekstra polimerik matriksli

bakterilerin bulundugu kiimelerden olustugu i¢in engellenmesi zordur (Walmiki, 2017).

Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin belirlenmesiyle yapilan biyofilm inhibisyonu
deneyinde Echinophora Tenuifolia ve Chenopodium Botrys esansiyel yaglarinin
Shigella Baydi, Acinetobacter Baumannii, Escheria Coli ATCC 25922, Candida
Tropicalis ve Enterecoccus Faecalis ATCC 51299 patojen suslarinda biyofilm
olusumunu engelledigi goriilmistiir. Candida Albican’ta ise biyofilm olusumu
engellenememistir ancak biyofilmin ylizeye yapigmasini engellenmistir. Biyofilm

polisitren tiipiin dibine ¢okmiistiir.

Literatirde Echinophora Tenuifolia ve Chenopodium Botrys esansiyel yaglarinin
biyofilmlere etkisi ile ilgili bir caligma bulunmamaktadir. Ancak baska esansiyel
yaglarin biyofilm lizerine etkisi ile c¢alismalar bulunmaktadir. Cascarilla kabugu ve
Helichrysum yaginda bol miktarda bulunan o-longipinenin, Candida biyofilm
olusumunu Onemli Olgiide azalttigini rapor edilmistir (Manoharan ve ark., 2017).
Mevcut bulgular, kekik esansiyel yagin P. fluorescens suslarinin biyofilm olusumunu
engelledigini ve motilitelerini degistirdigini gostermektedir (Rossi ve ark., 2018). Bagka
bir calisma PAEO ve karvakroliin oksasilin ve vankomisine diren¢li S. Aureus susuna

kars1 antibakteriyel ve antibiofilm potansiyelini gdstermektedir (Vasconcelos ve ark.,
2017).

Son yillarda, sentetik katki maddelerinin toksikligi ve karsinojenisitesi nedeniyle
esansiyel yaglar gibi dogal katkilar {izerinde c¢aligmalar yogunlasmistir. Dogal

ekstraktlar karmagsik karisimlardir ve bilesimleri etkisiz hale gelebilir ve beklenenden
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farkli bir sonug olabilir (Tsimogiannis ve ark., 2017). DPPH antioksidan testinin
temelini olusturur. . DPPH radikal siipiirme, popiiler DPPH antioksidan tahlilinin
temelini olusturur. DPPH tahlili, bitki yaglarmin oksidatif stabilitesini 6ngérmek igin
kullanilmistir. Esansiyelin yagin kimyasal bilesimi DPPH deneyinin sonucunu
etkilemektedir (Chen ve ark., 2014; Turhan ve ark., 2017). Esansiyel yaglar gida
farmakolojisi ve farmasotik gibi cesitli alanlarda biiyiik 6neme sahiptir ve tibbi amagl
kullanim1 istenmeyen oksidasyon {iriinlerin 6nlemek i¢in kullanmilmistir. Bu nedenle
giinlimiizde bitki metabolitleri ve esansiyel yaglarin biyolojik potansiyelleri ile ilgili

aragtirmalar yapilmaktadir ( Arabaci ve ark., 2017).

Chenopodium Botrys esansiyel yaginin DPPH Testi ile hesaplanan IC50 degeri; 487,591
ul/ml’dir. a-tokoferol,, ugucu yagin DPPH siipiirme kapasitesini karsilastirmak igin
standart olarak kullanilmistir. a-tokoferol’iin IC50 degeri: 3,679097 ul/ml’dir. Degerler
karsilagtirildiginda  Chenopodium  Botrys esansiyel yagmin radikal siipiirme
kapasitesinin olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde de Chenopodium Botrys esansiyel

yaginin antioksidan kapasitesinim belirlenmesi ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir.

Echinophora Tenuifolia esansiyel yaginin DPPH Testi ile hesaplanan IC50 degeri;
30,43384 pl/ml’dir. o-tokoferol,, ugucu yagm DPPH siipirme kapasitesini
karsilagtirmak i¢in standart olarak kullanilmistir. a-tokoferol’iin IC50 degeri: 3,679097
ul/ml’dir. Degerler karsilastirildiginda Echinophora Tenuifolia esansiyel yagmin
antioksidan aktivite gosteredigi goriilmiistiir. Literatiirde bulunan benzer ¢aligmalarda
Adiyaman’da yetisen Echinophora tenuifolia’nin ugucu yagm IC50 ile ifade edilen
DPPH radikal temizleme aktivitesi 2.84 g/I’dir (Gokbulut ve ark., 2013). Baska bir
calismada E. tenuifolia ham ekstraktinin ve fraksiyonlarinin radikal temizleme etkinligi,
kararli DPPH radikalinin mor renkli bir metanol soliisyonunun agartiimasinin
oOlgiilmesine dayanilarak DPPH testi ile degerlendirildi. Ham ekstrakt, 84.46 + 2.59 ug /
ml 1C50 degeri ile direng aktivitesi gostermistir. En iyi DPPH temizleme kapasitesi
AcOEt fraksiyonu i¢in gozlenmistir ve IC50 degeri 40.39+0.41 pg/ml’ye esittir(Marelli
ve ark., 2017).

Apoptoz, programli hiicre Oliimii olarak bilinir ve hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlasmasi, DNA parcalanmasi, sitokrom ¢ translokasyonu, kaspazlarin aktivasyonu
ve nihayetinde hiicrenin apoptotik cisimlere bdliinmesi gibi bazi morfolojik ve

biyokimyasal O6zellikleri ile karakterizedir. Gii¢lii apoptozu indiikleyici aktivite ile
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minimal toksisite olan dogal bilesiklerin taranmasi ve degerlendirilmesi ilgi ¢ekici bir
alandir (Unlu ve ark., 2010) Yiizyillardir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bitkiler, biyoaktif bilesiklerden dolay1 ilag kesfinde belirgin bir rol oynamaktadir.
Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve yayginligi olarak tanimlanan kanser, diinyanin dort bir
yaninda onde gelen 6lim nedenidir. Kemoterapotik duyarlilik ve epidermal biiyliime
faktorii (EGF) reseptorlerinin ekspresyonu dahil timorler birgok agidan heterojendir.
Edinilen ¢oklu ilag direnci, kansei tedavisinin baslica engelidir. Kemoterapi sirasinda
tiimorlerde bir grup ilag direnci hiicresi ortaya ¢ikabilir .Kanser insidansinin artan
egilimi nedeniyle, tiimor hiicresi ¢gogalmasini kontrol altina almak i¢in etkin tedaviye
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, yeni kemoterapotik molekiiller bu felaketli sorunu
ele almak acisindan 6nemlidir. . Dogal {iriinlerin kanseri 6nlemek 6nlemek veya invaziv
kanserlerde ilerlemeyi durdurmak icin etkili bir kaynak oldugu diisiiniilmektedir
(Ozkan, 2017; Karan ve ark., 2018). Bitkiler, ilac kesfi ve kansere sebep olan
kimyasallarin kullanimimin onlenmesi igi¢ gelistirilmesi potansiyel bir kaynaktir.
Aslinda, paklitaksel veya vinka alkaloidleri, vinkristin ve vinblastin gibi su anda
kullanilan anti-kanser ajanlarinin en az % 60’1 dogal kaynaklardan tiiretilmektedir.
Birgok rapor tibbi bitkilerin antikanser aktivitesinin farkli metabolitlerin varligina bagh
oldugunu gostermektedir. Tibbi bitkiler, modern (allopatik) ilaglara kiyasla higbir
toksisiteye sahip degildir. Antikanser aktivitesi olan yeni dogal iiriinler {izerinde yapilan
caligmalar biyoaktiviteye ve etki mekanizmasina dayali yeni kimyasal tiirevleri
sentezlemek i¢in onemlidir. Ek olarak, dogal kaynaklardan elde edilen ugucu yaglar,
dogal olarak olusan biyoaktif maddelerdir (Aloui ve ark., 2016; Gomez ve ark., 2016).
Son zamanlarda, pek ¢ok kanser icin alternatif tedavi olarak sifali bitkilerin kullanimi
diinya genelinde ve oOzellikle Liibnan ve c¢evredeki iilkelerde artmaktadir. Kanser
tedavisinde, tamamlayic1 tedavilerin kullanimi gittikge daha popiiler hale gelmektedir.
Yakin gecmisteki bilimsel kanitlar, baz1 tamamlayici terapilerin kanseri ve buna bagh
agr1 ve bulanti semptomlarini hafifletmede yardimci olabilecegini gostermektedir
(Salihah ve ark., 2016; Russo ve ark,. 2018). Birgok calisma, esansiyel yaglarin
kimyasal onleyici potansiyele ve anti-timdral etkinlige sahip oldugunu farkli kanser
hiicre dizilerinde apoptozu indiikklemek tizere islev gordiigiini gostermektedir (Gomez

ve ark., 2016)

Sitotoksitite ve apoptotik etki deneyleri incelendiginde Echinophora Tenuifolia ve
Chenopodium Botrys esansiyel yaglarinin MDA-MB-231 hiicrelerine biitiin dozlar ve
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zamanlarda anlamli bir etkisinin oldugu goriilmiistiir. Sonuglar incelendiginde
Chenopodium Botrys esansiyel yagmin IC50 dozu 24 ve 48 saatte yaklasik olarak 7
ul/ml ve 72 saate yaklasik 5 pl/ml yag konsantrasyonu olarak belirlendi. Echinophora
Tenuifolia esansiyel yaginda ise IC50 dozu 48 saatte yaklasik olarak 7 ul/ml ve 72
saatte 5 pl/ml yag konsantrasyonu olarak belirlendi. Echinophora Tenuifolia ve
Chenopodium Botrys esansiyel yaglarinin CCD-19Lu hiicrelerinde MDA-MB-231
hiicrelerine gore etkisi daha diisiiktlir ancak buradada dozlardaki etki anlamlidir. ABD
Ulusal Kanser Enstitiisii’niin bitki tarama programinda ham yag, 48 ve 72 saat
arasindaki inkiibasyondan sonra IC50 degeri 20 mg /ml’nin altinda ise, genellikle in
vitro sitotoksik aktiviteye sahip oldugu kabul edilmektedir. Saptanan 6nemli biiyiime
inhibisyon degerleri, esansiyel yaglarin umut verici bir anti-kanser ajani olarak daha

ileri aragtirmaya deger oldugunu diisiindiirmektedir (Zorzetto, 2015).

Apoptotik etkiye bakildiginda AO/EB floresan mikroskop goriintiileri incelendiginde
kontrol hiicrelerine 1 pl/ml DMSO uygulanmis ve apoptotik hiicre yiizdesinin oraninin
oldukea diisiik oldugu goriilmiistiir. 24 saat sonucunda apoptotik hiicre oran1 %7,8 iken
48 saatte apoptotik hiicre oraninin %13 oldugu apoptotik hiicre ylizdesi formiilii
kullanilarak hesaplanmistir. Chenopodium Botrys esansiyel yagi uygulanmis hiicrelerde
apoptotik hiicre yiizdesi 24 saatte %58 iken 48 saatte apoptotik hiicre ylizdesinin %67
oldugu goriilmiistiir. 48 saat sonunda 24 saate gore erken apototik, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicre sayinda artis oldugu gézlemlenmistir. Echinophora Tenuifolia esansiyel
yag1 uygulanmis hiicrelerde ise apoptotik hiicre yilizdesi 24 saatte %45 iken 48 saatte
apoptotik hiicre ylizdesinin %67,5 oldugu goriilmiistiir. 48 saat sonunda 24 saate gore
erken apototik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre sayinda artis oldugu gézlemlenmistir.
Yaglar karsilagtirnnldiginda iki yagin apoptotik etkisinin birbirine yakin oldugu

goriilmiistir.

Literatlir ¢calismalar1 incelendiginde Chenopodium Botrys ve Echinophora Tenuifolia
esansiyel yagi ile ilgili kanserle ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bagka
esansiyel yaglarin meme kanseri ile ilgili ¢alismalar1 incelendiginde benzer sonuglara
rastlanmistir. Rosemary esansiyel yagi insan meme kanseri MCF-7 ve Hela hiicrelerine
kars1 anti-kanser aktivitesi gosterdigi rapor edildi. (Jardak ve ark., 2017) Dietes bicolor
esansiyel yagmin meme kanseri hiicresi hatti MDA-MB-231’e kars1 sitotoksik ve

apoptotik aktivitesini ortaya koymustur (Gomez ve ark., 2016) , Inula Graveolens ugucu
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yaginin da anti-kanser ajani olma potansiyeli oldugu bildirilmistir (Karan ve ark., 2018).
Decatropis bicolor ugucu yaginin potansiyel biyoaktif bilesiklerle birlikte MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerine karsi potansiyel bir sitotoksik ve antitiimoral etKisi

oldugu rapor edilmistir.

Bu tez ¢alismasinin sonucu Chenopodium Botrys ve Echinophora Tenuifolia esansiyel
yaginin umut verici antimikrobiyal, antioksidan ve antikansorojen etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Sonuglar bu esansiyel yaglarin daha ileri arastirmalara deger olduklarini

gostermektedir.
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