1. GIRIS

Bulasict  hastaliklar  bakteri, viriis, parazit ve mantar gibi patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklardir. Mikroorganizmalar fizyolojik
fonksiyonlar1 degistiren ciddi hastaliklara sebep olmaktadir. Bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlar diinyada milyonlarca insani etkilemistir ve diinya ¢apinda 6liime neden
olan hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Bakteriyel infeksiyonlar bu
yiizyilin da en ciddi kiiresel saglik sorunlarindan biridir (Abdul vd 2010, Singh vd 2012,
Chanda vd 2013, Senthilkumar 2013).

Klinik kullanim i¢in antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi
bireylere ve topluma yararlar saglamigtir. Eskiden sik sik oliimciil olan bulasici
hastaliklar tedavi edilebilmistir (Saravanakumar vd 2009). Pastor ve Joubert’in bir
bakteri tlirlinlin biliyiimesini Onleyen baska bir bakteri tiiriinii kesfetmeleri ile
antimikrobiyallerin tarihi baslamistir (Navaneethakrishnan vd 2011). Domagh 1935
yilinda infeksiyon hastaliklarinin modern kemoterapisini siilfonamidlerle baslatmis ve
prontosil ile ilgili ¢alismalartyla 1938 yilinda Nobel 6diiliinti almistir. Siilfonamid ¢agi
hizla gelismis, penisilinin klinikte ilk denenmesine kadar siilfonamidler antibakteriyel
ajan olarak yaygin bir bi¢imde kullanilmislardir (Aktuglu 1997).

Stafilokok varyantlar: {izerinde ¢alismalar yapan Ingiliz bilim adani Alexander
Fleming, bir rastlant1 sonucu kiiltiir ortamina bulasan bir kiif mantarinin g¢evresinde
stafilokoklarin lireyemediklerini hatta tersine oldiiklerini gézlemlemistir. Bu mantarin
kiiltiir filtratlari, bircok bakteriye karst etkin bulunmus ve Fleming, treyen kiif
mantariimn Penicillium tiiriinden olmasindan esinlenerek, etkili maddeye ‘penisilin’
adimi vermistir (Aktuglu 1997). 1939-1943 yillart arasinda Actinomycetes sinifina ait
bazi tiirler iizerinde ¢aligmalar yapan Waksman ve arkadaslari, Streptomyces griseus
kiiltiirlerinden ‘streptomisin’ adini verdikleri antimikrobiyal ajan elde etmislerdir. Bu
antibiyotik bir¢ok Gram (+) ve Gram (—) mikroorganizma yaninda Mycobacterium’lara
kars1 da etkili olmustur ve II. Diinya Savasi’nda genis insan Kkitlelerine yayilan
tiiberkiiloz hastaliginin denetim altina alinmasinda biiylik katki saglamistir. II. Diinya
Savagi’nin sonlarina dogru Kloramfenikol ve Klortetrasiklin bulunmustur (Goodman ve
Gilman 2001).

Penisilinin tedaviye sokulmasinin ardindan bitkilerde ve mikroorganizmalarda,
ozellikle kiif mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak iretilen, bakteri ve diger
mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlar1 6ldiiren bircok madde elde
edilmistir ve bu maddelere ‘antibiyotik’ denilmistir (Kiligturgay 1996, Aktuglu 1997).

Mikroorganizmalar gesitli hastaliklara sebep olabilmektedir. Tip biliminin ve
teknolojinin gelismesine ragmen, bulasici hastaliklar 6zellikle gelismekte olan tilkelerin
kirsal bolgelerinde niifusun birincil saglik sorunudur (Shah vd 2012). Antibiyotiklerin
kesfi ve kemoterapotik ajanlar olarak kullanilmalart tip alaninda infeksiyon
hastaliklarinin tamamiyla ortadan kaldirilacagi inancina yol agmistir (Khan vd 2009).
Antibiyotiklerin tip alaninda, hayvansal deneylerde tedavi amacgli ve tarim alaninda
biiyiimeyi arttirict olarak ¢ok fazla kullanilmalar1 bakteriyel direncin gelismesine neden
olmustur (Palaniappan ve Holley 2010). Bulasici hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak



antimikrobiyal ilaclarin gelisi giizel kullanilmasi, insan patojenik mikroorganizmalarin
direng sikliginda artmaya neden olmustur (Parekh ve Chanda 2007).
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Sekil 1.1. Antibiyotiklerin dagilimi ve antibiyotik direncinin evrimi (Clatworthy vd
2007’den uyarlanmaistir).

Hayatta kalmak i¢in, tiim canli organizmalar ¢evrelerine uyum saglamaya
calismaktadirlar. Bakterilerin, varolan en eski ve yeni kesfedilen antimikrobiyal ajanlara
kars1 farkli diren¢ mekanizmalarinin gelistirilmesini de igeren kendi ¢evrelerine uyum
ve tahammiil yetenegi gostermeleri sasirtict olmamaktadir. Bunun bir sonucu olarak
birgok bakteri susu terapotik ajanlara veya g¢oklu ilaglara direngli hale gelmektedirler.
Bu nedenle, bu patojenlerin sebep oldugu infeksiyonlarin tedavisi daha zor hale
gelmistir (Alanis 2005).

Metisilin direngli  Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisin direngli
enterokoklar (VRE) ve direngli Pseudomonas halk sagliginda 6nemli problemlere yol
acan bakterilerden bazilaridir (Taubes 2008). Tiiberkiiloz hastaliginin tedavisinde biiyiik
katkist1  olan  streptomisin, oOzellikle Gram (—) mikroorganizmalarda ve
Mycobacterium’larda direng gelisimine neden olmus ve giderek etkinligini yitirmeye
baglamistir (Goodman ve Gilman 2001).

Antibiyotiklerin asir1 ve bilingsizce kullanimi, mikroorganizmalarin ¢esitli
gruplarinda ¢oklu ilaglara direngli organizmalarin (MDRO) ortaya ¢ikmas1 ve yayilmasi
icin bir faktor olmustur. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus sp. ve
diger birgok B-laktamaz fireticilerinin ortaya ¢ikmasi Onemli bir terapétik problem
haline gelmistir. MDRO’lar gii¢lii antibiyotiklerin etkisini azaltir ve insan sagligi
acisindan giderek artan 6nemli bir endise kaynagidir (Khan vd 2009, Fadli vd 2011).

Klinikte kullanilan bazi antibiyotiklerin istenmeyen yan etkilerinin olmasi,
mikroorganizmalarin bu ilaglara direng gelistirmesi, yeni veya yeniden ortaya c¢ikan



bulasici hastaliklarin goriilme sikligindaki endise verici artisin olmasi nedeni ile ¢esitli
kimyasal yap1 ve yeni etki mekanizmalar1 ile sentetik veya dogal yeni antimikrobiyal
ajanlarin bulunmasina ihtiya¢ duyulmustur (Ravula vd 2012). Tibbi bitkilerden elde
edilen etken maddelerle hazirlanan preparatlarin ¢ok yonlii etkiye sahip olmast nedeni
ile bu preparatlar infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Ceylan 1995).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 91 iilkenin farmakopelerine ve tibbi bitkileri
tizerine yapilmis olan bazi yayinlarina dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore diinya
tizerinde bulunan bitkilerin yaklasik 20.000 tiirii tibbi tedavi amaciyla kullanilmaktadir.
Bitkilerin {irettigi dogal {iriinler olan primer ve sekonder metabolitler endiistrinin en
temel unsurlaridir. Bitkilerde karbonhidratlar, proteinler, yaglar, vitaminler ve
mineraller gibi temel besin 6geleri vardir. Bitki metabolizmasinda olusan ugucu yaglar,
alkaloidler, tanenler, antibiyotikler gibi farmakolojik etkiye sahip bilesikler de agirlikli
olarak kullanilan etken maddelerdir. Bu nedenle insanlik tarihi boyunca viicudun
savunma giliclinii arttirmak ve Dbircok hastaligi tedavi etmek igin bitkiler
kullanilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

Bitkilerin organizmalar1 6ldiiriicii ve insan saglig1 agisindan 6nemli 6zellikleri
laboratuvarlarda 1926 yilindan beri arastirilmaktadir. Her gegcen giin artan direng
sorununa aranan c¢oziimler arasinda bitki ekstraktlart da denenmeye baslanmistir.
Gilinlimiizde bitki ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktiviteleri iizerine c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda bitki ekstraktlarinin direngli ve duyarli bakterilere karsi
olumlu sonuglar verdigi gdzlemlenmistir (ilgim vd 1998, Shanab vd 2008, Ullah vd
2011, Pehlivan Karakas vd 2012).

Bu tez ¢alismamizda ise antibiyotiklere yeni alternatifler olusturmak amaci ile
Malvaceae familyasindan Alcea heldreichii (Boiss.) Boiss. tiiriinden elde edilen tiim
bitki, meyve, govde, yaprak ve cicek etanol ekstraktlarinin 13 bakteri tiirline karsi
antimikrobiyal etkileri disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon (MIC duyarlilik testi)
yontemleri kullanilarak aragtirtlmigtir.  Yapilan literatiir taramasi sirasinda tezin
materyali olarak secilen A. heldreichii tiiriiniin antimikrobiyal 6zellikleri bakimindan
yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamasi, bu ¢aligmayi orijinal kilmaktadir.

Calismamizda kullanilan tiim bakterilere uygun antibiyotik kontrolleri segilerek,
antibiyotik-etanol ekstrakti arasinda aktivite karsilastirmalari yapilmistir. Bazi bakteri
tiirleri direngli suslar arasindan secilmistir.

Antibiyotikler infeksiyonel hastaliklarin tedavisinde ana temeli olusturmaktadir.
Ancak antibiyotiklerin asir1 kullanimi mikroorganizmalarin direng kazanmasina yol
acmaktadir. Antibiyotiklere karsi alternatif secenekler sunabilecek yeni bilesiklerin
bulunmasi ¢aligmalar1 hiz kazanmistir. Fazla antibiyotik kullanimi insan viicuduna asir1
kimyasal madde alinmasina neden olur. Bitkisel kokenli iirlinlerin kullaniminin
sentetiklere gore daha az zarar verici oldugu siiphesizdir. Binlerce yildir insanoglu
geleneksel tipta tedavi amacl bitkileri kullanmaktadir. Bunun bilimsel verilerle ortaya
konulmasi1 daha sagliklidir. T1p diinyasinda bu gibi ¢aligmalarin artmasiyla elde edilecek
olumlu verilerin hastaliklarin tedavisi i¢in bir se¢enek olacagi gercektir. Bu baglamda
bu caligmalara bir basamak daha eklemek adina bizim arastirmamizin yararli olacagi
goriisiindeyiz.



Kanser, hiicre dongiisiinde meydana gelen bozukluklara ve mutasyonlara baglh
olarak normal hiicrelerin malignant veya neoplazm 6zellik kazanmasi sonucu olusan
hastaliklar i¢in kullanilan genel bir terimdir. Kanserin gelisme siireci; viicudun komsu
dokularina isgalini, lenfatik ve/veya kan yoluyla diger organlara yayilmasini, malignant
timorlerin  olusumunu, hizli ve anormal bir sekilde boliinmesini ve biiylimesini
kapsamaktadir (Kim vd 2012).

Hiicrelerin biiyimesinde, farklilagmasinda (diferansiyasyon) ve ¢ogalmasinda
(proliferasyon) etkileri olan protoonkogenlerde olusan mutasyonlar tiimor gelisimine,
timor baskilayic1 genlerde meydana gelen mutasyonlar ise hiicre dongiisiiniin

durdurulmasini engelleyerek anormal hiicre biiyiimesine neden olmaktadir (Vermeulen
vd 2003).

Kansere neden olan bir¢ok faktor bulunmaktadir. Kalitimdan ¢evresel faktorlere,
radyasyondan beslenme aligkanliklarina, bakterilerden virlislere ve birgok kimyasal
madde kanser olusumunda etkili olmaktadir. Sigara, alkol, yagh yiyecekler, yanmis
yaglar1 iceren besinler, madeni yaglar, iyonize radyasyon, giines 15181 ve yapilan bazi
diyetler sayilabilecek faktorler arasindadir (Yokus ve Cakir 2012).

Hiicrede homeostasis; hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin durdurulmasi ve apoptosis
ile devam ettirilmektedir. Hiicre biiylimesi ve Oliim arasindaki dengenin bozulmasi
hiperplazi (bir organ veya dokunun hiicre sayisindaki anormal artisi nedeni ile
bliylimesi) veya neoplaziye (patolojik anlamda yeni bir doku olusumu) neden
olmaktadir. Pozitif veya negatif uyaranlarin neden olabilecegi malign gelisimini en aza
indirmeye yardimci iki farkli mekanizma vardir. Ilki hiicre sismesi ve hizli parcalanma
ile karakterize edilen nekrozis, ikincisi ise fizyolojik kosullarda meydana gelen doku
homeostasisini saglayan apoptozisdir. Apoptozis, hiicrelerin biiziilmesi, kromatin
toplanmasi, plazma membran kabarciklari ve apoptik cisimciklerin olusmasi gibi
morfolojik degisiklikleri ile karakterize edilmektedir (Cabadak 2008).

Apoptozisin herhangi bir nedenle bozulmasi sonucunda basta kanser olmak
tizere birgok klinik hastalifa neden oldugu bilinmektedir (Martinez vd 2003).
Radyasyon da dahil olmak iizere ¢ogu kemoterapotik ajanin apoptozisi indiikledigi
bilinmektedir. Apoptozisin ve malign hastaliklarin birbiriyle karmasik ve 6nemli bir
iliskisi oldugu gozardi edilemeyecek bir gergektir. Apoptozis, hiicre dongiisii ve
kemoterapoétik ajanlarin iletisimleri kanser hastalarin tedavisi ve hastaligin seyri igin
olduk¢a 6nem tasimaktadir (Engin ve Ozyardime1 2001).

Kemoterapi, cerrahi miidahale ve radyoterapi kanser tedavisinde kullanilan en
etkili yontemlerdir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin hastalarda yarattig
istenmeyen yan etkiler bu ilaclarin uygulama alanlarmi smirlamaktadir. Kanser
hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara karsi direng gelistirebildikleri g6z Oniine
alindiginda, daha az toksik ancak daha etkili anti-kanser ajanlarin bulunmasi énemli bir
ihtiya¢ olmustur (Saleem vd 2005, Balan vd 2007).

Klinik arastirmasi yapilan dogal orijinli anti-tiimdral ilaglarin oran1 % 60’lara
kadar ¢ikmaktadir. Kanserin tedavisinde etkili bir anti-kanser ilacin kesfi i¢in siiren
arayislar, arastirmacilar1 bitkisel {riinlerin kanser iizerindeki etkilerini aragtirmaya



yoneltmeye devam etmektedir (Loo vd 2004). Gelismekte olan iilkelerde yasayan
niifusun % 80’1 temel saglik ihtiyaclart i¢in bitki ekstraktlarina, bitkisel kokenli
geleneksel ilaglara gilivenmektedir (Sekar ve Kandavel 2010). Giiniimiize kadar
kullanilan farkli familyalara ait bitki tiirlerinin sitotoksisite aktiviteleri arastirilmis ve
olumlu sonuglar elde edilmistir (Zacoung vd 2005, Ma vd 2006, Yin vd 2007).

Giliniimilizde kansere karsi kullanilan bir¢ok kemoterapi ilaci, tiimorlerde etkili
oldugu gosterilen sitotoksik ajanlart igerir. Dolayisiyla bir bitkinin kansere karsi
terapotik yeteneklerinin ortaya konmasinda ilk 6nemli parametre, bitki 6ziitliniin segilen
kanser hiicreleri tizerinde gosterebilecegi potansiyel sitotoksik etkidir. Bitki ekstraktinin
kanser hiicreleri lizerinde zamana ve konsantrasyona bagl olarak gosterdigi sitotoksik
etki, bitkinin kanser tedavisi agisindan 6nemini belirlemektedir. Basarili bir anti-kanser
ilacinin 6zelligi kanser hiicrelerini gii¢siizlestirirken ya da o6ldiirtirken normal hiicrelere
zarar vermemesidir. Bu ideal durum kanser hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesiyle
basarilabilir. Kanser hiicrelerinde apoptozis mekanizmasinin indiiklenmesi, kanserin
engellenmesi ve tedavisinde etkin bir yoldur. Yeni ilaglarin sentezlenmesini ya da var
olanlarin modifikasyonunu hedefleyen arastirmalarda apoptozis O6nemli bir hedeftir
(Nobili vd 2009). Bu acgidan bitki Oziitiiniin gosterdigi sitotoksik aktivitenin
belirlenmesinde, hiicredeki olas1 molekiiler hedefler taranarak sergiledikleri apoptotik
etkinligin karakterize edilmesi 6nem tasimaktadir (Balunas ve Kinghorn 2005).

Tez ¢alismamizda kemoterapdtik ajanlara yeni alternatifler olusturmak amaci ile
Malvaceae familyasindan A. heldreichii tiiriinden elde edilen tiim bitki, meyve, govde,
yaprak ve cicek etanol ekstraktlariin servikal adeno karsinoma (HelLa) ve insan bobrek
epitel (293 T) hiicreleri tizerinde WST-1 ve tripan mavisi testi ile sitotoksisite
aktiviteleri arastirilmistir. Yapilan literatiir taramasi sirasinda tezin materyali olarak
secilen A. heldreichii tiirliniin sitotoksisite 6zellikleri bakimindan yapilan herhangi bir
calismaya rastlanilmamasi bu calismay1 orijinal kilmaktadir. Calisma sonucunda A.
heldreichii bitkisinden elde edilen yaprak, ¢igek, govde, meyve ve tiim bitki etanol
ekstrakt konsantrasyonlarinin, HeLa ve 293 T hiicre hatlar {lizerinde doza ve zamana
bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Giliniimlizde kanser hastaligi ¢ok yaygin hale gelmistir. Kanser tedavisi igin
kullanilan yontem ve ilaglarin yan etkileri olduk¢a fazladir. Bitkilerin sitotoksisite
etkilerine iliskin bircok arastirma bulunmaktadir. Bitkilerden elde edilen dogal
bilesikler bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu c¢alismamizdan elde
edilecek verilerin bu amacgla kullanilan tedavi yontemlerine yarar saglayabilecegini
diistinmekteyiz.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Antimikrobiyal Direnc

Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karsi olan direnci dogal ve kazanilmis
diren¢ olmak iizere ikiye ayrilir. Dogal direng, mikroorganizmalarda antimikrobiyal
maddelerin baglanip etkili oldugu hedef molekiillerin olmamasi durumudur. Sonradan
kazanilmis direng ise kalitsal direngtir. Bakteri ile antimikrobiyal ajanin ilk temasinda
ilag mikroorganizma {iizerinde etkilidir. Temas siiresinde veya tekrarlanan tedavi
stireclerinde mikroorganizmalar antimikrobiyal maddelere karst direng gelistirir.
Bakterilerin antimikrobiyallere kars1 gelistirdigi direng esas olarak bu yolla olmaktadir
(Oztiirk 2002). Kazanilmis direncte bakteriler hayatta kalabilmek icin savunma
mekanizmalarint harekete gecirirler ve genetik mutasyonlarini gelistirirler. Kullanilan
antimikrobiyal ajan duyarli bakterilerin iiremesini baskilar ya da 6lmesini saglarken,
diren¢ gelistirebilen tiirlerin popiilasyona hakim olmasmna neden olur. Kazanilmis
direncin gelismesinde antimikrobiyallerin fazla kullaniminin roli vardir (Copli 2012).

Mucizevi ilag olarak bakildiginda, ilk kullanilabilir sistemik antibiyotiklere
(siilfonamidler ve penisilin ) erisim halk igin dogrudan miimkiin olmamistir. ilk
zamanlarda sayica az olan bu ilaglar ¢ok pahalidir ve II. Diinya Savasi sirasinda
askerlerin kullanmasi1 i¢in ayrilmistir. Daha fazla antibiyotik kesfedildigi gibi, liretim
siiregleri basitlestirilmistir. Yeni formiilasyonlar gelistirilerek antibiyotiklere ulagim
daha kolay hale getirilmis ve kullanimi1 yayginlastirilmistir. Antibiyotikler o yillarda
“her derde deva” olmus ve tipta infeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmaya
baslanmistir (Alanis 2005).

Antibiyotik direnci ilk kez, 1930’larda siilfonamid diren¢li Streptococcus
pyogenes ve 1940’larda baslayan penisilin kullanimindan kisa bir siire sonra penisilin
direngli Staphylococcus aureus tiirleri igin bildirilmistir. Tiberkiiloz hastaliginin
tedavisinde kullanilan streptomisinin kullanimindan kisa bir siire sonra Mycobacterium
tuberculosis bu antibiyotige karsi direng gelistirmistir. Coklu ilaglara direngli
Escherichia coli, Shigella sp. ve Salmonella sp. bakterileri 1950’lerde ve 1960’larda
ortaya ¢ikmistir (Ergoniil 2005).

Sir Alexander Fleming’in 1945 yilinda The New York Times ile yaptigi
roportajda, laboratuvarinda yapmis oldugu ¢alismalara dayanarak uygunsuz kullanilan
penisilinin mutant direngli Staphylococcus aureus formlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilecegini ve bu durumun infeksiyon riskinde bir artisa yol acabilecegini bildirmistir.
Ilacin yaygin kullanimi bir yil icinde bu bakteri tiirlerinin cogunda penisiline direng
gelisimi ile sonuglanmistir (Alanis 2005).

Ik yari sentetik penisilaza direngli antimikrobiyal olan metisilin 1959°da
kullanima sunulmustur. ilk metisiline direngli S. aureus (MRSA) izolatlar1 2 yil sonra
bildirilmigtir. 1960’11 yillarda Avrupa’da ve 1970°li yillarda ABD’nde S. aureus
suslarindaki bu direng 6nemli bir sorun haline gelmistir. MRSA suglar1 6zellikle 1980’11
yillarda hastane kaynakli salgin etkeni olarak bildirilmistir (Griineberg 1997, Sardan
2000).



Epidemiyolojik olarak, MDRO’lar bir ya da daha ¢ok antimikrobiyal ajan
smifina karst direngli olan mikroorganizmalari tanimlamak i¢in kullanilir. Bu gruplar
arasinda MRSA ve VRE bakterilerine ek olarak genis spektrumlu [-laktamazlar
(ESBL’ler) ve direngli diger bazi Gram (—) bakteriler vardir (Harrison ve Lederberg
1998).

[k antibakteriyel ajanlarin kesfinden yaklasik 70 y1l sonra kullanimda olan en az
50 penisilin, 70 sefalosporin, 9 aminoglikozit, 12 tetrasiklin ve bunlara ek olarak bir¢ok
antibakteriyel bulunmaktadir. Bu liste fazladir. Antimikrobiyal direng hem yeni hem de
eski ilaclara karsi yaygin hale gelmistir. Bu sorun goz oniine alindiginda daha fazla
antimikrobiyal ajana gerek oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Akalin 1995).

Farmakolojik sanayide son 30 yilda yeni antibiyotikler iiretilmesine ragmen;
yeni {liretilen antimikrobiyal ajanlara karsi da mikroorganizmalar tarafindan direng
gelistirilmistir (Shena vd 2011). Her gegen giin biiyliyen antimikrobiyal direng
sorunlarini azaltmak i¢in 6nlemler alinmasi gereklidir. Bunlar arasindan 6nemli olanlara
ornek olarak; antibiyotik kullaniminin kontroliinii saglamak, direncin genetik
mekanizmasini anlamak i¢in arastirmalart gelistirmek ve sentetik ya da dogal yeni
ilaclar gelistirme ¢alismalar1 sayilabilir (Nascimento vd 2000).

Coklu ilaglara direncli mikroorganizma tiirlerinin yayilmasi ve mevcut ilaglarin
sayisindaki azalma, bu direngli mikroorganizmalar1 inhibe edecek yeni bilesiklerin
arastirilmasin gerekli hale getirmistir (Mavi vd 2011). Antimikrobiyal ajanlara karsi
hizla artan ve yayilan bakteri direncinin ortaya ¢ikmasi, yeni bulunan ajanlarin da kisa
bir tedavi Omriine sahip olacagimi gostermektedir. Bu nedenle, bilim adamlari
bakterilere kars1 daha iyi ilaglar gelistirmek i¢in dikkatlerini bitkisel kaynakli bilesiklere
cevirmiglerdir (Khan vd 2009). Her gegen yil bitki ekstraktlarinin dogal antibakteriyel
bilesikler olarak kullanilmalarina artan ilgi, yeni tedavilerin alternatif bir kaynagi
olabilecegi diisiincesini dogurmustur (Palaniappan ve Holley 2010).

Bitkiler, dogal tiriinlerin 6nemli kaynaklaridir. Bitkilerin kimyasal bilesenlerinin
bilinmesi ve arastirilmasi, sadece terapotik ajanlarin kesfi icin degil, ayn1 zamanda yeni
kaynaklarin ortaya ¢ikarilmasinda degerli bilgiler saglar. Bilinen antimikrobiyal
ozelliklere sahip fitokimyasallarin kullanimi, direngli suslarin ve klinik patojenlerin
tedavisinde 6nemli olabilmektedir (Ahameethunisa ve Hopper 2012).

Bitkilerin tibbi degeri, insan viicudunda belli bir fizyolojik etki gdsteren bazi
kimyasal maddeleri icermesidir. Bitkilerdeki biyolojik olarak aktif bilesiklere ornek
olarak alkoloidler, flavonoidler, tanenler ve fenolik bilesikler verilebilir (Duraipandiyan
vd 2006).

Bitki ekstraktlariin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae gibi birgok patojen bakteri tiiriine Kkarsi
antimikrobiyal ajan olarak etkili olduklarini gdsteren birgok calisma vardir (Ates ve
Erdogrul 2003, Doughari vd 2008, Ramanath ve Amar Kumar 2012).



2.2. Bakteriyel Hastaliklarin Tedavisinde Bitkilerin Onemi

Dogada tiim insanlar, bitkiler ve hayvanlar bir denge icindedir. Mitolojide
bitkilerden tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak bahsedilmistir. Tim
bitkiler insanligin hizmetindedir ve insanin bitkilerle olan iligkisi varolusu ile
baslamustir. ilk caglardan elde edilen arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin temin
etmek ve saglik sorunlarim1 gidermek i¢in Oncelikle bitkilerden faydalanmislardir
(Kendir ve Giiveng 2010). Tibbi bitkilerin tanimini tam olarak yapmak miimkiin
olmasada, hastaliklar1 6nlemek, saglig1 siirdiirmek veya hastaliklar1 iyilestirmek igin ilag
olarak kullanilan bitkiler olarak tanimlanabilir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu 2011).

Kimyasal sanayideki gelismeler ila¢ sanayisini de etkilemis ve sentetik ilaglarin
bitkilerin yerini almasina neden olmustur. Ancak buna ragmen bugiin bile diinya
nifusunun biiyiikk bir bolimi tibbi bitkilerle tedavi olmaktadir. Tibbi bitkiler ilag
endiistrisinde  kullanimlarinin =~ yan1  sira; gida, kozmetik, baharat, mesrubat
endiistrilerinde de ekonomik bir 6neme sahiptirler (Celik ve Celik 2007).

Antibiyotiklerin ortaya ¢ikisiyla, bitki tiirevlerinin antimikrobiyal ajan olarak
kullanim1 azalmistir. Fakat bilim adamlarinin aragtirmalariyla antibiyotik etki siiresinin
smirli olusunu kesfetmesi ve piyasaya siiriilen antibiyotik miktarindaki azalma bitki
ekstraktlarinin ilag olarak kullanimini 1990’larin sonunda popiiler hale getirmistir.
Cesitli bitki ekstraktlar1 ve ugucu yaglarin bazi bakteri tiirleri tizerine antimikrobiyal
etkilerinin oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir (Kivang ve Akgiil 1986, Digrak vd
2002).

Diinya geneline bakildiginda tropikal tilkelerdeki dliimlerin nedeninin yaklasik
yarist infeksiyon kaynaklidir. Afrika’da her yil 300.000 ¢ocuk E. coli, Shigella ve
Salmonella tiirlerine ait bakterilerin sebep oldugu infeksiyonlardan hayatlarini
kaybetmektedir. Bu durum fiilkelerin sosyo-ekonomik durumuna bakildiginda elbette
sasirtict degildir, fakat gelismis iilkelerde de infeksiyona bagli hastaliklar ve oliimler her
gecen giin artmaktadir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan arastirmalara
gore, 1981 yilinda infeksiyona bagli 6liimler 5. sirada iken, 1992 yilinda % 58 artisla 3.
siraya ¢ikmistir. Bu durum infeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni
stratejiler gelistirmeyi zorunlu hale getirmistir. Bu nedenle arastirmacilarin
antimikrobiyal ajan arayisinda, bitkilere bagvurmalar1 olduk¢a dogaldir (Erdogan ve
Everest 2013).

Gelismekte olan iilkelerde, kirsal topluluklarin kiiltiir ve geleneklerinin dnemli
bir parcasimi bitkisel ilaglar olusturmaktadir. Bir¢ok bitki, insan viicudunda Oonemli
biyolojik etkileri olan bir¢ok kimyasal madde igerir (Njume vd 2009). Fitonsidler,
bitkilerin sentezledigi ve mikroorganizmalar lizerinde etkili olan maddelerdir. Bu
maddeler, bitki dokularmin zedelenmesi veya herhangi bir infeksiyon halinde,
hiicrelerde lokalize olan inaktif haldeki ana bilesiklerden enzimatik olarak olusmaktadir
(llgim vd 1998). Bitkilerin sentezlemis oldugu flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler,
taninler, berberinler, Kkininler ve emetinler gibi kimyasal maddeler infeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Hussain vd 2011).
Ozellikle etken maddesi ilk kesfedilenlerden birka¢ tane &rnek sayilabilir; Allium
sativum L.’daki allininin antibiyotik etkisi ve Hydrastis canadensis L.’deki berberinin



antimikrobiyal etkisi, Cephaelis ipecacuanha Rich.’in toprak kisimlarindan izole edilen
izokinolin alkoloid emetin, Escherichia histolytica infeksiyonu ile yayilan apselerin
tedavisinde ve ameobesidal ilag olarak yillardir kullanilmaktadir (Iwu vd 1999).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) raporlarina gére, gelismekte olan iilkelerde
yasayan niifusun % 80’1 temel saglik ihtiyaglari i¢in bitki ekstraktlarina, bitkisel kokenli
geleneksel ilaglara glivenmekte ve 3.3 milyar insan tibbi bitkilerden terapi amaclh
yararlanmaktadir. Farmakolojik olarak iiretilen ilaglarin etken maddelerinin en az %
25’1 bitkisel kokenlidir (Eloff 1998, Sekar ve Kandavel 2010).

Antimikrobiyal ilaglarin gelisigiizel kullanimindan dolayr mikroorganizmalarin
bircok antibiyotige karsi direng gelistirmesinin infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
bliylik bir problem yarattigr bildirilmistir. Antibiyotiklerin hassas kisilerde ters etki
yarattig1, alerjik reaksiyonlar gosterdigi, bagisiklik sistemini baskiladigi ve mukozal ve
bagirsak mikroorganizmalarin yararini azalttigi saptanmistir (Korukluoglu vd 2006).

Bu nedenle ila¢ elde edilen bitkilerin diisiik maliyetli olmasi, yan etkilerinin
olmamasi, toksik etkilerinin azlig1 ve dogal olarak iiretilmis olmasindan dolayr hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde dogal diriinleri kullanma istegi artis
gostermektedir (Berber vd 2013).

Glintimiizde Uzakdogu iilkelerinde mesela Japonya’da, modern tipa ilave olarak
bitkilerle tedaviye dayanan geleneksel Cin, Kore, Japon tedavi sistemleri yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Hindistan yarimadasinda modern tibbin yaninda, geleneksel
tiptan yararlanilmaktadir. Bu {ilkede tibbi bitkiler “Arastirma-Gelistirme Faaliyetleri”
ad1 altinda incelenmektedir. Ozellikle antimikrobiyal ila¢ gelistirme konusu oldukga
onemli bir hale gelmektedir (Oztiirk 1990).

Ug fitocografik bolgenin kesistigi bir bolgede bulunan ve Giiney Avrupa,
Gilineybatt Asya ve Anadolu arasinda bir koprii olusturan Tirkiye, mevcut bitki
cesitliligi bakimindan oldukg¢a zengin ve 6nemli bir floraya sahiptir (Benli vd 2007).
“Flora of Turkey and The East Aegean Island” kitabina gore, Tiirkiye 174 familyaya ait
1251 cins ve 12.000°den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve varyete) ile oldukca
zengin bir floraya sahiptir (Davis 1965-1985, Davis vd 1988, Giiner vd 2000). Tiirkiye’
de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayis1 tam bilinmemekle beraber 500 civarinda
oldugu tahmin edilmektedir (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

Tiirkiye’nin bu kadar zengin bir floraya sahip olmasi, bitkisel ilaglarin daha
toksik ve pahali sentetik ilaglar ile beraber kullanimlarinda tamamlayict rol
oynamalarina olanak saglamakta, tek baslarina ise alternatif terapide infeksiyonlari
tyilestirici ve antiseptik amacli olarak kullanimlarin1 giindeme getirmektedir. Bu
yonleriyle antibakteriyel aktiviteye sahip bitkilerin, bakteriyel orijinli insan, bitki ve
hayvan hastaliklarinin kontroliinde ve tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmektedir
(Verastegui vd 1996).

Cigekli bitkilerin % 15’inde kimyasal ve farmakolojik arastirmalar yapilmistir.
Yeryiiziindeki tiim bitki tiirlerinin sayis1 diisiiniildiigli zaman son derece diisiik olan bu
oran, bitkilerin farkli ilag sekillerinde kullanilmalar1 i¢in oldukga biiyiik bir kaynak



olusturacaklarini bir kez daha vurgulamaktadir. Biitiin bu bilgiler 1s181nda, lilkemizin bu
konuda biiyiikk bir ¢alisma potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir (Faydaoglu ve
Stiriictioglu 2011).

Bitkilerin farkli ilag tiirleri i¢in zengin bir kaynak olmasi, genis bir yelpazede
biyoaktif molekiillere sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. (Nair vd 2005). Bitkiler
tanenler, flavonoidler ve alkoloidler gibi ikincil metabolitlerin zengin bir kaynagidir.
Diinyada geleneksel tibbin en 6nemli alanlarindan birini temsil eden bitkisel ilaglar,
daha az yan etkiye ve diisiik toksisiteye sahip olmalarindan dolayr hastaliklarin
tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Khan vd 2013). Tiirkiye’de de binlerce yildir
geleneksel ilaglar genis bir cesitlilikte kullanilmaktadir. Ozellikle bu bitkilerin
ekstraktlar1 ve yaglari; gida korunmasinda, ilag olarak, alternatif tipta ve dogal terapiler
gibi bircok uygulamanim temeli olusturmaktadir (Benli 2007). Ornegin; Kiitahya’ da
yapilan bir arastirmaya gore, Alcea pallida soguk alginligi ve oOksiiriik kesici olarak,
Malva sylvestris L. soguk alginligi ve sindirim sistemi iltihaplarinda halk ilac1 olarak
kullanilmaktadir (Yiicel ve Tiiliikkoglu 2000).

Giiniimiizde klasik antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen direncli bakteri
tirlerinin sayica artmasi ve Ozellikle penisiline direngli suslarin ¢ok goriilmesi bu
bilesiklerin kullanimini yararsiz hale getirmektedir. Antibakteriyel etkiye sahip bitkiler,
kullanilmakta olan antibiyotiklerden farkli mekanizmalar ile bakterileri inhibe
edebildiginden direngli bakteri tiirlerini kontrol altina alabilme yetenegine sahiptirler.
Bu durumda bitkiler, tedavi edici etkilerinin yaninda yeni antibakteriyel ilaglarin
gelistirilmesi igin yapilan ¢alismalarda model olarak da kullanilabilirler. Bu nedenle
bitkisel maddeler, mikrobiyolojik, farmakolojik bakimindan ¢ok yonlii olarak
arastirilmaktadir (Kalaycioglu ve Oner 1994, Dagc1 vd 2002).

Antimikrobiyal aktiviteye sahip bitkilerin kesifiyle, mikroorganizmalarin
tedavisi icin kemoterapdtik maddeler olan yeni dogal ilaglar gelistirmek, antibiyotik
direncgli bakterileri kontrol altina almak ve ilaglarin yan etkilerini azaltmak miimkiin
olabilecektir (Benli vd 2007).

Yiizyillardan beri bitkiler cesitli hastaliklarin ve enteritlerin (ince bagirsak
iltihab1) tedavisinde tibbi amagli olarak kullanilmaktadir (Essawi ve Srour 2000, Ozer
vd 2001). Sarimsak, targin, feslegen, kori, zencefil, hardal ve diger bazi bitkilerin
antimikrobiyal oOzelliklere sahip oldugu belirtilmektedir (Marino vd 1999). Birgok
caligmada kullanilan bitkilerin antimikrobiyal (Celik ve Celik 2007, Singh vd 2012,
Vikran vd 2013), insektisidal (Knio vd 2008, Karako¢ ve Gokge 2012), sitotoksik
(Rethy vd 2007, Islam vd 2011), antifungal (Dagc1 ve Digrak 2005, Deliorman Orhan
vd 2012), antioksidant (Giorgi vd 2009, Ariduru ve Arabaci 2013) o6zelliklere sahip
oldugu da yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya konulmustur.

2.3. Cahsilan Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus: S. aureus, yuvarlak, oval sekilli, kii¢iikk, Gram (+)
koklardir. Basit besiyerlerinde 37 °C’de firetilebilen fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
Hiicre boliinmeleri farkli diizlemlerde gergeklestigi icin diizensiz {izim salkimina
benzer koloniler olustururlar. Dogada olduk¢a yaygin bulunur. Toprakta, tozda, insan ve
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hayvan deri, burun mukozasi, ag1z ve nazofarinks floralarinda bulunurlar. insanlarda en
sik rastlanan infeksiyon etmenlerinden biridir (Bilgehan 1995).

S. aureus, bir¢ok organda apse, sivilce, endokardit, perikardit, gastroenterit (gida
zehirlenmesi), toksik sok sendromu, soyulmus deri sendromu, hastaneden alinmig
zatiirree, cerrahi yara infeksiyonlar, artrit, menenjit, sepsis gibi hastaliklara neden
olmaktadir (Diindar ve Oztiirk Diindar 2002).

S. aureus tiim diinyada toplum ve hastane kaynakli infeksiyonlara neden olan en
onemli bakterilerden biridir. Gliniimiizde penisilinaz enzimi pozitif olan izolatlarin orani
% 90-95’lere ulagmaktadir. S. aureus antibiyotik direnci ilk olarak 1930’lu yillarda
kullanima giren siilfonamid grubu antibiyotiklerle baglamis, giiniimiizde ise daptomisin
ve linezolid gibi yeni antibiyotiklere kadar uzanmigtir. 1941 yilinda penisilinin
kullanilmaya baglanmasiyla S. aureus infeksiyonlarinda azalma goriilmeye baslanmaistir.
Ancak, bu ¢ok uzun stirmemis 1944 yilinda penisilinaz enzimi sentezleyen izolatlarin
cikmasiyla penisilin direnci goriilmeye baslanmistir (Sancak 2011, Shopsin ve
Kreiswirth 2001).

Penisilinaz varligi nedeniyle ¢ikan direng¢ sorunu, 1960’11 yillarda (-laktamaza
direncli yar1 sentetik penisilinler (metisilin, oksasilin ve nafsilin) kullanima girmesi ile
¢oziilmeye c¢alisilmistir. Bu ¢oziimde ¢ok uzun siirmemis, 1961 yilinda ilk metisiline
direncli MRSA suslar1 Ingiltere’den bildirilmistir (Aridogan vd 2004, Sancak 2011).

Yeni antibiyotiklerden linezolid 2000 yilinda kullanima girmis ve bir yil sonra
linezolid direngli MRSA izolat1 bildirilmistir. Daptomisin ise 2003 yilinda kullanima
girmis ve 2 y1l sonra daptomisin diren¢li MRSA izolati bildirilmistir (Sancak 2011).

Enterococcus faecalis: Enterokoklar, tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde
bulunurlar. Gram (+) fakiiltatif anaerob koklardir. Insan gastrointestinal sistem normal
flora mikroorganizmalaridir. Agiz, safra yollar1 ve genitoliriner sistemde iiredikleride
bilinmektedir. Enterokoklar iiriner sistem infeksiyonlari, endokardit, karmn igi
infeksiyonlari, menenjit, yara ve yumusak doku infeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol
agmaktadirlar. Enterokoklarin neden oldugu en sik goriilen klinik hastalik iiriner sistem
infeksiyonlaridir (Yildirim 2007).

Enterokoklardaki antibiyotik direnci genellikle plazmid ve transpozonlar
araciligr ile olmaktadir. Vankomisin direngli enterokoklar ilk kez Fransa’da 1986
yilinda izole edilmistir. Tiirkiye’de ise VRE ilk kez 1998 yilinda Akdeniz
Universitesi’nde bildirilmis ve diinyada yapilan bir¢ok c¢alismada da saptanmistir
(Mamal Torun vd 2005, Aktas vd 2007).

Son yillarda ¢oklu antibiyotik direngli enterokoklarla olusan hastaliklarda artis
gozlenmektedir. Bu, nozokomiyal infeksiyonlarin tedavisinde problem olmaya
baslamistir ve tedavi segeneklerini sinirlandirmistir (Aktas vd 2007).

Escherichia coli: E. coli, gubuk seklinde, fakiiltatif anaerob, Gram (-)

bakterilerdir. Normalde insan ve cogu sicakkanli hayvanlarin bagirsak florasinda
bulunmaktadirlar. Diger Enterobacteriacae iiyelerinden bir¢ok sekeri fermente etmeleri
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ile ayrilmaktadirlar. E. coli insanlarin bagirsak epiteline baglanarak verotoksin olarak da
bilinen Shiga toksini iiretmesi ile insanlar i¢in patojen olup hastaliklara neden
olmaktadir (Ekici vd 2008).

Genel olarak c¢ocuklarda zatiirree, menenjit, dizanteri, bobrek ve mesane
infeksiyonlari, diyare, cerrahi yara infeksiyonlari, septisemi hastaliklarina neden
olmaktadirlar (Ekici vd 2008).

Bagirsak disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ile de hastaliklara yol actig
bilinmektedir. Hastane infeksiyonlarinin % 50’sinden sorumlu oldugu bildirilmektedir.
Normal yasam ortamlari insan ve hayvan bagirsak florasi oldugundan E. coli, igme ve
kullanma sularmin ve besinlerin fekal kirlenmesinin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir (Baysal 2004a).

Klebsiella pneumoniae: Kisa uglart yuvarlak, Gram (—), hareketsiz, bazen ikiser
ikiser bazen kisa zincirler olusturan bakterilerdir. Etraflarinda polisakkarit yapiya sahip
genis bir kapsiil bulunmaktadir. Ust solunum yolu ve bagirsak normal flora iiyeleridir.
Diger Gram (—) bakteri pnomonilerine goére Klebsiella pnémonileri daha seyrek
goriilmesine ragmen, O0lim orani digerlerine oranla iki kat daha fazladir (Ustagelebi
1999, Bilgehan 2000).

Klebsiella pneumoniae, idrar yollar1 ve cerrahi yara infeksiyonlari, bakteriyemi,
menenjit, safra kesesi infeksiyonu, abse gibi hastaliklara yol ag¢maktadir.
Antimikrobiyal maddelere karsi oldukga direng gostermektedirler. Klebsiella’lar hastane
kokenli idrar infeksiyonlarinin % 9’undan izole edilmistir (T6reci 2002, Akalin 2003).

Pseudomonas aeruginosa: Gram (—), zorunlu aerob, basil veya kokobasil
ozelliginde bakterilerdir. 37 °C’de en iyi iliremelerine ragmen 42 °C’de iireyebilme
ozelligi sadece bu bakteriye 6zgiidiir. Kiiltiirlerinde tatlimsi, iiziim kokusuna benzer bir
koku vardir. Piyosiyanin varlig1 nedeni ile yesil metalik bir parlaklik olustururlar. Bu
ozellik de sadece bu bakteriye hastir. Cogalmak i¢in minimal beslenme maddelerine
ihtiya¢ duymalari, sicaklik da dahil olmak tizere farkl: fiziksel sartlara uyum saglamalari
hastanelerde hastalik etmeni olarak 6nemli bir sorundur. (Bilgehan 1995, Erdem 1999,
Vahaboglu ve Akhan 2002).

Toprakta, hayvanlarda, suda, insanlarda ve bitkilerde bulunabilirler. Ozellikle
nemli yerlerde kolay iireyebilirler. Hastanelerde lavabolar, paspaslar, solunum destek

cihazlar1 ve temizleme soliisyonlarinda barinabilirler (Erdem 1999, Pier ve Ramphal
2005).

Pseudomonas aeruginosa ‘nin yaptigi hastaliklarin en onemlileri; solunum
sistemi infeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, ektima gangrenozum, menenjit, beyin
absesi, lriner sistem infeksiyonlari, kulak ve goz infeksiyonlaridir (Savas 2000,
Vahaboglu ve Akhan 2002).

Salmonella typhimurium: Gram (-), ¢ubuk seklinde, ¢ok sayida olan peritris

kirpikleri ile hareketli, fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Genellikle kontamine olmus gida
ve sularla agiz yolundan insanlara bulagsmaktadirlar. Salmonella typhimurium’un neden
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oldugu en ciddi hastalik tifodur. Bunun disinda besin zehirlenmesi, sepsis ve lokal
organ hastaliklarima yol agmaktadirlar. Et, siit, yumurta, su ve bu besinlerle yapilan
yiyeceklere bakterilerin bulagsmasi sonucu besin zehirlenmeleri meydana gelmektedir.
Bakterinin viicuda alinimindan sonra bagirsaktan hizla kana karigmasi ile de diger
infeksiyonlara yol agmaktadir (Baysal 2004b, Ekici vd 2008).

Enterobacter cloacae: Comak seklinde, Gram (—), fakiiltatif anaerob
bakterilerdir. Saghikli insanlarda infeksiyon yapmalar1 nadirdir. Insan ve hayvan
bagirsak florasinda, suda, toprakta, siitlii iirlinlerde ve kanalizasyon atiklarinda
bulunabilmektedirler. infeksiyonlara az neden olan firsatc1 patojenlerdir. Son yillarda
hastane infeksiyonlarinda 6nemi oldukga artmaktadir. Bir¢ok antimikrobiyal ajanlara ve
antiseptiklere kars1 oldukga direnglidirler. Bu nedenle tedavisinde problemler ortaya
cikmaktadir. Idrar yollari, iist solunum yollar1, yanik ve yara infeksiyonlari, sepsisler,
menenjit gibi cesitli hastaliklara firsat¢r patojen olarak neden olmaktadirlar (Baykan
2004, Yazic1 vd 2004).

Serratia marcescens: Gram (—), kokobasil goriiniimiinde, kiigiik, hareketli
bakterilerdir. Dogada yaygm bulunurlar. Insan diski ve iist solunum yolu florasinda,
cevrede, besin maddelerinde bulunmaktadirlar. Serratia’lar arasinda 6nemli yeri olan
patojen bakteri tiiriidiir. Idrar yollari, {ist solunum yolu infeksiyonlar1, sepsis, menenjit,
endokardit, bakteriyemi, cerrahi yaralar, deri ve yumusak dokulardaki infeksiyonlar gibi
hastane kokenli hastaliklara neden olmaktadirlar (Bilgehan 1995, Bozkurt vd 2005).

2.4. Kanser

Kanser hiicre proliferasyonu (cogalma), diferansiyasyonu (farklilasma) ve
Olumiinii kontrol eden genlerdeki bozukluk sonucu olusan bir hastaliktir. Diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok dliime sebep olan hastalik grubudur (Olah
2005).

Hiicreler DNA’ ya zarar veren reaktif oksijen tiirevleri, DNA hasari, replikasyon
hatas1 gibi i¢ stresler ve iyonize radyasyon, UV i1sinlari, genotoksik kimyasallar,
kemoterapotik ve radyoterapOtik ajanlar gibi dig stresler tarafindan siirekli tehdit
altindadirlar (Ahn vd 2004). Bu streslere karst DNA dogru bir sekilde korunamazsa
DNA’da olusan hasarlar genomik yapinin bozulmasina sebep olur (Bartek vd 2001).

Genetik hasar, hiicre biiylimesini uyaran protoonkogenler, hiicre biiylimesini
inhibe eden tiimor baskilayici genler, apoptozisi diizenleyen genler ve DNA tamir
genlerinde ger¢eklesmektedir (Martinez vd 2003, Olah 2005).

Organizmalar DNA hasarima yanit verebilecek ve DNA hasarint tamir
edebilecek ¢ok sayida hiicresel mekanizmaya sahiplerdir (Bartek vd 2001). Genetik
hasar sonucu hiicrede; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri ya da apoptozis
gerceklesmektedir (Niida ve Nakanishi 2006).

Apoptozis, canlinin kendi otonom mekanizmasi tarafindan ayarlanan DNA
hasar1 almis, yaslanmis, bakteri ve viriislerle infekte olmus hiicreleri ortadan kaldiran
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bir mekanizmadir (Alberts vd 2002, Giiltekin vd 2008). Apoptozis ve hiicre dongiisii
birbiriyle iliski icinde calismaktadir (Engin ve Ozyardime1 2001).

Son yillarda, apoptozis/hiicre ¢ogalmasi dengesinin bozulmasi sonucu birgok
onemli hastaligin ortaya ¢ikisinda rol oynadig1 gézlemlenmistir. Hormonal olarak ¢esitli
aktif maddelerin, iyonize radyasyonun ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlarin
apoptozise neden oldugu sdylenmektedir (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Hanahan ve Weinberg kanser tipine bagli olmaksizin ve tiim kanser hiicrelerinde
var olan alt1 temel ozelligi: biiylime sinyallerinde dig kaynaklara ihtiya¢ duymama,
bliylimeyi inhibe edebilecek sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, sinirsiz
biliylime ve ¢ogalmaya sahip olma, anjiogenezisi olusturabilme, doku invazyonu (farkl
dokulara saldirma) ve metastaz (bir dokudan bir bagka dokuya tasinmasi) yapabilmesi
olarak agiklamistir (Olah 2005).

2.5. Kanser Tedavisinde Bitkilerin Onemi

Diinya’da ¢ok eski caglardan beri birgok bitkiden elde edilen terapdtiklerin ilag
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Sar1 vd 2010). Dogal iiriinler ila¢ kesfinin en 6nemli
kaynagidirlar. Kanser gesitleri i¢in klinik denemelerde kullanilan tiim ilaglarin yaklasik
% 60’1 ya dogal iirlinlerdir ya da terpenoidler, lignanlar, polifenoller, makrolidler gibi
cesitli dogal iiriin gruplarindan meydana gelen dogal iiriinlerden tiiretilen farmakofor
iceren bilesiklerdir (Kim vd 2012). 1983-2002 yillar1 arasinda 79 FDA onayl antikanser
ilag ve asilar arasinda, 9 tanesi dogrudan dogal iiriinlerin izolasyonundan, 21 tanesi
dogal iiriin tiirevlerinden elde edilmistir. Ayrica 39 tane sentetik antikanser ilacindan 13
tanesi dogal tirlinlerden farmakofor orijinlidir (Cragg vd 2003).

Bircok hastaliga kars1 bitkiler terapotik kaynak olarak kullanilmaktadir.
Glinlimiizde bitkilerin infeksiyon hastaliklarinda, kalp ve damar hastaliklarinda,
kanserde, metabolizma rahatsizliklarinda kullanildig: bilinmektedir (Sar1 vd 2010).

Kanser cerrahi yolla, radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilebilmektedir.
Kanserin cerrahi ablasyonundan sonra, metastaz tiimor hiicrelerinin ilerlemesine neden
olabilmektedir ve bu kanser tedavisini zorlastiran bir nedendir. Antikanser ilaglar ve
radyoaktif 1s1nlar hizla biiyliyen tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in DNA kopyalanmasini
bastirmaktadir. Ancak normal hiicreleri etkileyen ciddi yan etkilere (mide bulantisi, sa¢
dokiilmesi, kemik iligi fonksiyonu inhibisyonu gibi) sebep olmaktadirlar. Etkili bir
antikanser ilacinin sadece malignant hiicreleri oldiirmeleri ve metastazi bastirmalari
istenir (Demirtas vd 2009). Bu tedavilerin yan etkilerinden dolayr diinya ¢apinda birgok
kanserli hasta tamamlayic1 ve alternatif tedavi olarak bitkilerden yararlanmaktadir
(Melo vd 2011).

Geleneksel tibbin temelini olusturan bitkilerdeki arastirmalar etkili farmakolojik
ozelliklere sahip birgok yeni metabolitleri ortaya ¢ikarmistir. Ornegin; kemoterapdtik
ilag olan Paclitaxel (taxol), bitki ekstraktlar1 ile yapilan antikanser aktivite
caligmalarinda Himalaya porsuk agacinin kabugundan kesfedilmistir (Kaewpiboon vd
2012).
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1960’1 yillarda Cin siis agact1 Camptotheca acuminata’dan izole edilen bir
monoterpenoid alkaloidi olan kamptotesin 6zellikle yumurtalik ve kolorektal kanser
olmak iizere kanser tedavisinde kullanilmaktadir. En sik kullanilan antikanser ilaglari
arasinda; taksoller (paclitaxel ve docetaxel), vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin,
vinorelbin), etoposid, rubomycin, colchamine yer almaktadir (Stevigny vd 2005,
Pehlivan Karakas vd 2012).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin hastalarda yarattigi istenmeyen yan
etkiler bu ilaglarin uygulama alanlarin1  sinirlamaktadir. Kanser hiicrelerinin
kemoterapoétik ilaglara karsi direng gelistirebildikleri goz Oniine alindiginda, daha az
toksik ancak daha etkili anti-kanser ajanlarin bulunmasi 6nemli bir ihtiya¢ olmustur
(Saleem vd 2005, Pehlivan Karakag vd 2012).

Antikanser ajanlar olarak bitkilerin sekonder metabolitlerinden yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Pehlivan Karakas vd 2012). Yapilan bazi
calismalarda bitkilerin sitotoksik etkilerinin belirlendigi goriilmiistir (Kuo vd 2005,
Wang vd 2009, Ding vd 2009).

2.6. Cahisilan Hiicre Hatlar

Tez calismasi kapsaminda, servikal adeno karsinoma (HelLa) ve insan bobrek
epitel (293 T) hiicreleri kullanilmistir. Calismamizda 293 T hiicre hatt1 kontrol grubu
olarak kullanilmistir. HeLa, kiiltirii yapilan ilk insan hiicre hattidir. Arastirmalarda
kullanilmaya baslandigindan beri 70.000°’den fazla calismada HeLa hiicre hatti
kullanilmistir. Biyolojik arastirmalarda 6rnek organizma olarak en yaygin kullanilan
HelLa hiicre hatti 6nemli biyolojik siireglerin arastirilmasma ve karakterizasyonuna
katkida bulunmustur (Landry vd 2013). 1951 yilinda serviks kanserinden 6len Henrietta
Lacks adli bir hastanin, biyopsi Orneklerinden alinan hiicreler doku kiiltiirii ile
oliimstizlestirilerek ilk insan kanser hiicre hatti olarak kullanima sunulmustur. Hiicre,

hastanin (Henrietta Lacks) isminin ilk iki harfleri alinarak HeLa olarak adlandirilmistir
(Lucey vd 2009).

2.7. Alcea heldreichii (Boiss.) Boiss.

Alcea cinsi diinya iizerinde Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bolgelerinde
yayilis gostermektedir (Sekil 2.1). Cogunlukla Avrupa’nin kuzeyi hari¢ biitiiniinde,
Kuzey Amerika’da, Afrika’nin kuzeyinde, Kafkaslar’da ve Giiney Rusya’nin bir
boliimiinde ve Anadolu’dan Afganistan’a kadar olan kesimlerde yayilis gostermekte

olup 76 tane tiir ile temsil edilmektedirler (Uzunhisarcikli ve Vural 2009, Anonim
2010).
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Sekil 2.1. Alcea L. cinsinin diinyadaki yayilig alanlari (Uzunhisarcikli ve Vural
2009’dan uyarlanmaistir).

Ulkemizde Malvaceae familyas1 14 cins ile temsil edilmektedir. Bu cinslerden
biri olan Alcea ise iilkemizde 20 tiir ile temsil edilmekte olup bu tiirlerin 2 tanesi
iilkemize endemik tiirlerdir (Uzunhisarcikli 2012).

[k &rnekleri Heldreich tarafindan Yunanistan’dan toplanan Alcea heldreichii
1853 yilinda Boissier tarafindan Althea heldreichii olarak adlandirilmistir. Yine ayni
bilim insani tarafindan 1867 yilinda bu tiir Althea cinsinden alinarak Alcea cinsine
aktarilmis ve Alcea heldreichii (Boiss.) Boiss. olarak adlandirilmistir (Davis 1967).

Arastirmamizda Malvaceae (ebeglimecigiller) familyasina ait Alcea heldreichii
(Boiss.) Boiss. tiirii ¢alisilmistir. Ulkemizde Antalya ve Adana’da, iilkemiz disinda ise
sadece Yunanistan’da yetisen, beyaz ciceklere sahip (Yunanistan’da pembe cicekli),
1 m’ ye kadar boylanabilen ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 2.2 ve 2.3). Govde
iizerinde grimsi renkli yildizsi tiiyler tasimaktadirlar. Yumurtamsi, kordisli yapraklara
sahiptirler. Kaliksi olukgukludur. Yetisme ortami olarak yamaglar1 ve yol kenarlarimi
tercih eden bu tiir, temmuz ayinda ¢iceklenmektedir. Meyve verme zamani ise agustos
ayidir (Davis 1967).
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Sekil 2.3. Alcea heldreichii bitkisinin ¢igeklerinin yakindan goriiniimii
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Alcea cinsine ait tiirlerden bazilar1 bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmekte
ve halk arasinda soguk alginliklarinda Oksiiriik kesici, mide agrilarina, iltithaplanma ve

astima kars1 kullanilmalar1 agisindan ekonomik bir 6neme sahiptir (Uzunhisarcikli ve
Vural 2009).

Yaptigimiz literatiir arastirmalarina gére Alcea cinsinin antimikrobiyal aktivitesi
ile ilgili ¢ok fazla galismaya rastlanilamamistir. Giliniimiize kadar yapilan farkli Alcea
tirlerinin ekstraktlariyla ilgili ¢alismalarda farkli sonuglar alinmistir. Benli vd (2007),
Tiirkiye’deki bazi endemik bitki tiirlerinin antimikrobiyal etkilerinin aragtirilmasi igin
yapilan ¢alismada Alcea apterocarpa (Fenzl) Boiss. tiiriiniin tohum ve sepallerinden
elde edilen ekstraktlar Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi etkili bulunmustur.
Ancak aymi bitkinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite
gozlenmemistir. Mert vd (2010), Alcea rosea L.’ nin gigeklerinden elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismada
ise kullanilan ekstraktlarin herbiri Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu hari¢ tiim
Gram (+) bakterileri inhibe etmistir. Calisilan Gram (—) bakterilerden E. coli ATCC
25922 ve Enterobacter cloaceae 13047 suslar1 disindaki bakteriler ekstraktlara
duyarlilik gostermistir. Yine ayni calismada tuz Kkaridesleri olarak bilinen Brine
shrimp’ler (Artemia salina) lizerinde sitotoksik etkisi aragtirilan A. rosea etil asetat
ekstraktlar etkili bulunmustur. A. rosea bitkisi ile yapilan bir baska calismada ise elde
edilen yaprak ve ¢igek ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari calisilan bakteriler
tizerinde etkili oldugu bulunmustur (Seyyednejad vd 2010).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, A. heldreichii ile yapilan bir ¢alisma ve
makale ile karsilasilmamistir. Giinlimiizde bir¢ok ¢aligmada bitkilerin antimikrobiyal ve
sitotoksik aktiviteleri tanimlanmistir. Bu tez g¢alismamizda A. heldreichii yaprak,
meyve, ¢icek, govde ve tiim bitki etanol ekstraktlarinin 13 farkli bakteri susuna karsi
antimikrobiyal etkileri ve servikal adeno karsinoma (HeLa) ve insan bobrek epitel (293
T) hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri ¢alisilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Orneginin Toplanmasi, Adlandirilmas1 ve Ekstraksiyon icin
Hazirlanmasi

Bu ¢aligmada materyal olarak iilkemizde Antalya ve Adana, lilkemiz disinda ise
sadece Yunanistan’da yetisen, ebegiimecigiller (Malvaceae) familyasinda yer alan A.
heldreichii’ye ait degisik bitki kisimlar (yaprak, ¢igek, govde ve meyve) ve tiim bitki
kullanilmistir. Bitki materyali toprak iistii kisimlarini kapsayacak sekilde Antalya-Serik
lokalitesinden toplanmistir. Bitkinin ¢i¢eklerini ve meyvelerini toplamak amaciyla farkli
zamanlarda arazi c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bitki tiiriiniin adlandirma isleminde,
Davis’in “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” adli eserinden yararlanilmistir
(Davis 1967).

Toplanan bitkinin materyal olarak kullanilacak yaprak, ¢icek, gévde ve meyve
kisimlar1 budama makasi yardimu ile kesilerek ayrilmistir. Tiim bitki ve kesilen kisimlar
dogrudan giines 1s181na maruz birakilmadan, oda sicakliginda, hava akiminin bulundugu
ortamda kurutulmustur. Ekstrakt hazirlanabilmesi i¢in kurutma islemi tamamlandiktan
sonra bitki kisimlar1 ufak parcalara ayrilacak sekilde 6glitme makinasi ile dgiitiilmiistiir.
Ogiitiilen bitki kisimlar1 ekstraktlar elde edilinceye kadar buzdolabinda saklanmustir.

3.2. Etanol Ekstraktlarinin Eldesi

Etanol ekstraktlar: icin o6giitiilen bitki kisimlarmin kuru agirliklart tartilarak
Soxhlet Ekstraksiyon cihazina yerlestirilmis ve tizerlerine % 99,9 saflikta etanol ilave
edilip 4 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Dort saat sonunda elde edilen karisimin
etanolii evaporatér yardimi ile ugurularak ekstraktlar hazirlanmistir. Yeterli miktarda
ekstrakt elde edilinceye kadar islemler yeni orneklerle tekrar edilmistir. Analizler
yapilincaya kadar ekstraktlar +4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.3. Antimikrobiyal Testlerinde Kullanmak Uzere Etanol Ekstrakt Dozlarimin
Hazirlanmasi

Yaprak Etanol Ekstrakti: Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra elde
edilen ekstraktan 400 mg tartilip 15 ml % 99,9 saf etanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde
edilen stok 27 mg/ml olmustur. Bu stoktan 1850 pl alinip iizerine 5 ml etanol ilave
edilip 10 mg/ml dozundaki stok elde edilmistir. 5 mg/ml doz i¢in ilk hazirlanan stoktan
925 ul alinarak iizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. Ayn1 sekilde 1 mg/ml doz i¢in ana
stoktan 185 pl alinmig iizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. Hazirlanan {ic dozdaki
stoklar filtreden gegirilerek steril edilip kullanilincaya kadar -20 °C’ de muhafaza
edilmistir.

Cicek Etanol Ekstrakti: Ekstraktsiyon isleminden sonra elde edilen ekstraktan
100 mg tartip 5 ml % 99,9 saf etanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen stok 20 mg/ml
olarak hesaplanmistir. 10 mg/ml doz i¢in bu stoktan 2500 pl alinarak iizerine 5 ml
etanol eklenmigtir. 1250 pl ana stoktan alinarak {izerine 5 ml etanol eklenmis ve 5
mg/ml dozundaki stok hazirlanmistir. 1 mg/ml doz icin ana stoktan 250 pl alinmis
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tizerine 5 ml etanol eklenmistir. Hazirlanan ti¢ dozdaki stoklar steril edilmek igin
filtreden gecirilmistir. Stoklar kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklanmustir.

Meyve Etanol Ekstrakti: Tamamlanan ekstraksiyon isleminden sonra elde
edilen ekstraktan 600 mg tartilip 7 ml % 99,9 saf etanolde ¢6ziilmiistiir. Elde edilen stok
85 mg/ml olmustur. Bu stoktan 588 pl alinarak iizerine 5 ml etanol ilave edilmis ve 10
mg/ml dozundaki stok elde edilmistir. 5 mg/ml doz i¢in ana stoktan 294 ul alinarak
iizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. 1 mg/ml doz i¢in ise ana stoktan 58 pl alinip
iizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. Hazirlanan ii¢ dozdaki stoklar filtreden gegirilerek
steril edilip kullanilincaya kadar -20 °C* de muhafaza edilmistir.

Govde Etanol Ekstrakti: Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra elde edilen
ekstraktan 300 mg tartilip 8 ml % 99,9 saf etanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen
stok 37 mg/ml olarak hesaplanmistir. Bu stoktan 1350 pl alinarak 5 ml etanol i¢ine ilave
edilerek 10 mg/ml dozundaki stok hazirlanmistir. 5 mg/ml dozundaki stok i¢in ana
stoktan 675 pl alinarak tizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. 135 pl ana stoktan alinip
iizerine 5 ml etanol eklenerek 1 mg/ml dozundaki stok elde edilmistir. Hazirlanan ii¢
dozdaki stoklar steril edilmek icin filtreden gegirilmistir. Stoklar testlerde kullanilincaya
kadar -20 °C’ de saklanmustir.

Tiim Bitki Etanol Ekstrakti: Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra elde
edilen ekstraktan 400 mg tartilip 8 ml % 99,9 saf etanol igerisinde ¢ozlilmiistiir. Elde
edilen stogun dozu 50 mg/ml olmustur. Bu stoktan 1000 pl alinip iizerine 5 ml etanol
ilave edilip 10 mg/ml dozundaki stok elde edilmistir. 5 mg/ml doz i¢in ilk hazirlanan
stoktan 500 pl alinarak iizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. Ayn1 sekilde 1 mg/ml doz
icin ana stoktan 100 pl alinmis lizerine 5 ml etanol ilave edilmistir. Hazirlanan {i¢
dozdaki stoklar filtreden gegirilerek steril edilip kullanilincaya kadar -20 °C’ de
muhafaza edilmistir.

3.4. Alcea heldreichii Bitkisinden Elde Edilen Etanol Ekstraktlarinin
Antimikrobiyal Etkilerinin Arastirnimasi

3.4.1. Test mikroorganizmalari

Test edilecek olan bakteriler CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
tarafindan kullanimi1 6nerilen, duyarlilik 6zelligi bilinen ATCC (American Type Culture
Collection) kalite kontrol suslart Gram (+) ve Gram (—) patojen bakteriler arasindan
secilmistir. Kullanilan bakteriler sirastyla Cizelge 3.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bakteriler ve direng/duyarlilik 6zellikleri

Gram pozitif kolay iireyen bakteriler Duyarhhik 6zelligi

Staphylococcus aureus ATCC 25923 B-laktamaz negatif

Staphylococcus aureus ATCC 29213 B--laktamaz pozitif

Staphylococcus aureus ATCC 43300 Oksasiline direngli

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Vankomisine duyarli, yiiksek diizey
aminoglikozid direnci yok

Enterococcus faecalis ATCC 51299 Vankomisine direngli, yiiksek diizey

aminoglikozid direnci var

Gram negatif kolay iireyen bakteriler

Escherichia coli ATCC 25922 B-laktamaz negatif

Escherichia coli ATCC 35218 pB-laktamaz pozitif

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Genislemis spektrumlu pB-laktamaz

(ESBL) pozitif

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Kalite kontrol susu

Enterobacter cloacae ATCC 23355 Sefalosporinaz (B-laktamaz I1) pozitif
Serratia marcescens ATCC 8100 Kalite kontrol susu

Salmonella typhimurium ATCC 14028 Kalite kontrol susu

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Kalite kontrol susu

3.4.2. Antimikrobiyal duyarhhk testleri

3.4.2.1. Disk difiizyon yontemi

Bitki ekstraktlarininin antimikrobiyal 6zelliklerini belirleyebilmek icin ilk olarak
disk diflizyon metodu kullanilmistir. Bu amacla CLSI’nin bakterilerin antibiyotiklere
duyarliliklarini test etmek amaci ile 6nerdigi standart disk difiizyon metodu ekstreler
i¢cin uyarlanmigtir (CLSI 2006a). Bu metoda gore, bakteri tiirleri ilk olarak Mueller
Hinton Agar plaklarinda bir gece 37 °C’de inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Daha sonra
kullanilan tiim bakterilerin 0,5 McFarland (1x 108 cfu/ml) standart yogunlugunda olacak
sekilde % 0,9 NaCl soliisyonu igerisinde silispansiyonlari hazirlanmistir. Bu bakteri
stispansiyonlari steril ekiivyon yardimi ile petri kutularini sik araliklarla taramak sureti
ile 3 ayri yonde besiyerlerine siiriilerek inokiile edilmistir. Besi yeri olarak, tim
bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
kullanilmigtir. Altt mm ¢apindaki steril standart bos antibiyotik disklere mikropipet ile
10 mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozunda hazirlanan etanol ekstaktlar1 20 ul emdirilerek,
bakteri yayilmis besiyerlerine diskler teker teker yerlestirilmistir. Her bakterinin
duyarlilik 6zelligine gére CLSI’den segilen standart antibiyotik diskleri de ayn1 petrilere
pozitif kontrol olarak konulmustir. Kullanilan antibiyotikler sirasiyla Cizelge 3.2'de
verilmistir. Yine ayni petri kutusuna sterilite kontrolii i¢in bos antibiyotik diski ve
sadece ¢ozgenin emdirilmis oldugu disklerde petri kutusuna yerlestirilmistir. Tim
bakteriler normal atmosferde olmak sartiyla 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Bu
yontem yaprak, meyve, govde, ¢icek ve tiim bitki ekstraktlarinin 10 mg/ml, 5 mg/ml ve
1 mg/ml dozlari i¢in uygulanmistir. Her bir test dort kez tekrarlanmistir.

21



Cizelge 3.2. Test edilen bakteriler i¢in segilen antibiyotikler

Bakteri grubu Antibiyotik
S. aureus ATCC 25923 Penisilin G
S. aureus ATCC 29213 Penisilin G
S. aureus ATCC 43300 Oksasilin*
E. faecalis ATCC 29212 Vankomisin
E. faecalis ATCC 51299 Vankomisin

E. coli ATCC 25922
E. coli ATCC 35218
K. pneumoniae ATCC 13883

K. pneumoniae ATCC 700603

E. cloacae ATCC 23355

S. marcescens ATCC 8100
S. typhimurium ATCC 14028
P. aeruginosa ATCC 27853

Amoksisilin/ klavulanik asit
Amoksisilin/ klavulanik asit
Seftazidim

Seftazidim

Meropenem

Meropenem

Ampisilin

Meropenem

* Disk diflizyon testi i¢in sefoksitin kullanilmistir.

3.4.2.2. Sivi mikrodiliisyon yontemi (MIC saptanmasi)

Bitki ekstraktlarinin MIC degerlerinin belirlenebilmesi i¢in CLSI tarafindan
onerilen sivi mikrodilisyon yontemi uygulanmistir (CLSI 2006b). Ekstreler, Mueller
Hinton Broth iginde en yiiksek konsantrasyonda hazirlanmistir. Daha sonra 96 well’lik
mikrotitrasyon plaklarinda ¢ift kat dillisyonlar1 yapilmistir. Tiim bakteriler i¢in katyon-
ekli Mueller Hinton Broth (CAMHB) kullanilmistir. Bakteri tiirleri Mueller Hinton
Agar’da bir gece 37 °C’de inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Taze kiiltiirleri elde edilen tiim
bakterilerin % 0,9 NaCl soliisyonunda 0,5 McFarland (1x10® cfu/ml) standart
yogunluguna gore silispansiyonlar1 hazirlanmistir. 96 kuyucuk mikroplate’lerin her bir
kuyucugu besi yerinin 50 ul’si ile doldurulmustur. Bunu takiben, bitki ekstraktinin stok
soliisyonunun 50 pl’si ilk kuyucuga eklenmis ve 6 kuyucuk boyunca seri diliisyonlar
yapilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl bakteri siispansiyonundan eklenmistir
(5x10° cfu/ml). Béylelikle ekstraktlarin 10-0,3125 mg/ml’lik geometrik diliisyonlar:
elde edilmistir. Ureme ve besi yeri kontrol kuyucugu olmak iizere iki kontrol kuyucugu
da her bir bakteri i¢in konulmustur. Ayni prosediir kontrol olarak kullanilan
antibiyotiklerin hepsi i¢in de uygulanmigtir. Mikrotitrasyon plate’leri normal atmosferde
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteriyel biiyiime, kuyucuklarin dip kisminda
beyaz pelletin varlig1 ile ortaya konulmaktadir. “MIC” bakteriyel biiylimenin inhibe
edildigi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. Her bir deney dort kere
uygulanmistir.

3.4.2.3. Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC saptanmasi)

Bitki ekstraktlarinin MBC degerlerinin belirlenebilmesi i¢in CLSI tarafindan
onerilen MBC test prosediirii uygulanmistir (CLSI 2006b). Konvansiyonel sivi
mikrodiliisyon MIC duyarlilik testi degerlendirildikten sonra, MIC’e esit ve MIC’ten
biiyilik ekstrakt konsantrasyonu iceren mikrotitrasyon kuyucuklardan iki ayr1 kanli agar
plagina 10’ar pul ekilerek subkiiltiir yapilmistir. Plaklar 37 °C’de ¢abuk iireyen Gram (-)
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basiller i¢in 24 saat, stafilokok ve enterokoklar i¢in 48 saat, diger organizmalar i¢in 72
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri inokuliimiiniin % 99,9’unu
inhibe eden en diisiik ekstrakt konsantrasyonu MBC degeri olarak tanimlanmustir.

3.5. Sitotoksisite Testlerinde Kullanmak Uzere Etanol Ekstrakt Dozlarinin
Hazirlanmasi

Ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen ekstraktlardan 100 mg tartilip 5 ml
PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢dzeltinin konsantrasyonu 20 mg/ml olmustur.
Bu ¢ozelti 10 kez PBS (Fosfat-Tuz tamponu) ile sulandirilmistir. Elde edilen stok
¢Ozeltinin konsantrasyonu 2 mg/ml olmustur. Ana stok filtreden gegcirilerek steril hale
getirilmistir ve -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Dozlarim 1000, 500, 250 ve 125 pg/ml olarak uygulanmasina karar verilmistir.
Ana stogu (2 mg/ml) 4 kez % 1’lik FBS (Fetal Bovin Serum) igeren besi yeri ile
seyrelterek uygulanacak dozlar elde edilmistir. Bu islemlerin hepsi yaprak, meyve,
gbvde, cicek ve tiim bitki ekstraktlar1 i¢in ayni sekilde uygulanmustir.

3.6. Alcea heldreichii Bitkisinden Elde Edilen Etanol Ekstraktlarimin Sitotoksik
Etkilerinin Arastirilmasi

3.6.1. Hiicre hatlar ve Kiiltiir kosullari

Tez calismasi kapsaminda, servikal adeno karsinoma (HelLa) ve insan bobrek
epitel (293 T) hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler % 5 CO2’li atmosferde 37 °C’de inkiibe
edilmigtir. ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler % 0,25 tripsin, % 0,03 EDTA
karisimi ile kaldirlmig 1:2 ya da 1:3 oraminda olacak sekilde pasajlanmis,
kullanilmayan hiicreler % 95 besi yeri ve % 5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan
soliisyon igerisinde sivi azot iceren dondurma tankinda tekrar kullanilincaya kadar
saklanmigtir. Bu ¢alismada 293 T hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmigtir.

3.6.2. WST-1 testi

Hiicre Proliferasyon Kiti (Rosche, Kat. No: 11 644 807 001) kullanilarak
ilaglarin sitotoksik etkileri arastirilmistir. WST-1 testi canli hiicrelerdeki metabolik
aktiviteyi, hiicrelerin WST-1"1 parcalayarak ¢oziilebilir formazan tuzlar1 olusturmas: ile
Olgmektedir.

Hiicreler stoktan acilarak kiigiik petri kaplarina ekilmistir. Uremesi saglanan
hiicre hatlarinin bulunduklari petri kaplar1 % 80-90 oraninda dolunca besi yerleri ¢ekilip
tripsinizasyon ile kaldirilmigtir. Kaldirilan hiicreler % 1°lik FBS (Fetal Bovin Serum)
iceren besi yeri ile toplanip mikroskopta thoma lamu ile sayilmis ve milimetredeki hiicre
sayisi tespit edilmistir. WST-1 testi ile ekstraktlarin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaci1 ile hiicreler, 10000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara
boliinmiistiir ve yapismalari i¢in 24 saat 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir.
24 saatlik siire ardindan besiyerleri uzaklastirilmistir, belirlenen 1000, 500, 250 ve 125
ug/ml dozlarindaki ekstraktlar 200 pl % 1°1lik FBS igeren besi yeri icerisinde hiicrelere
uygulanmistir. ilag uygulamasinin arkasindan tek bir sira kuyucuktaki hiicre canlilig
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saptanmistir (Sifirinc1 zaman). Ekstrakt uygulamasinda inkiibasyon siiresi olarak 24, 48
ve 72 saatlik periyotlar kullanilmustir. inkiibasyon siireleri tamamlaninca 96 kuyucuklu
plaklardan uygulamalar1 i¢eren besi yeri uzaklastirilmis, 180 ul serumsuz besi yeri ve
20 pl WST-1 soliisyonu eklenerek deneyler sonlandirilmistir. Hiicreler 4 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra 96 kuyucuklu plaklarin absorbans degerleri
spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda okunmustur.

3.6.3. Tripan mavisi testi

Yukarida belirtilen test sonuglarini desteklemek amaci ile hiicre canliligini
dogrudan mikroskobik olarak belirleyebilmeyi saglayan tripan mavisi (0.4 % ; Hanks
tuz-fosfat tamponu igerisinde) testi kullanilir. Hiicrelerin canliligi, hiicre igine tripan
mavisi almip alinmadigina bagli olarak gozlenen renk ile degerlendirilir. Membran
hasar1 olan hiicreler boyay: aldiklar1 i¢in mavi renkte gozlenirken canli hiicreler
icerisine boyanin girmesi s6z konusu olmadigindan seffaf renkte gozlenir. Canli
hiicrelerin miktar1 asagida verilen formiiller ile hesaplanir.

Toplam Hiicre Sayis1 / ml =. (Toplam Hiicre Sayis1/ n) x Sulandirma Faktérii x 10

(n: Hemositometredeki karelerden kag tanesinin sayildigini géstermektedir)

Canli Hiicre Sayis1
% Canl1 Hiicre = X 100
Toplam Hiicre Sayisi

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklara
boliinmiistiir. Yirmidort saatlik inkiibasyon sonrasinda besi yerleri uzaklastirilarak;
1000, 500, 250 ve 125 pg/ml ekstrakt iceren 1 ml % 1 serumlu besi yerleri
uygulanmistir. Kontrol grubu olarak kullanilacak kuyucuklara yalnizca % 1 serumlu
besi yeri eklenmistir. Deneyler; WST testinde etkili oldugu saptanan inkiibasyon siiresi
sonunda sonlandirilmistir. Besiyerleri toplanarak 1000 rpm’de 2 dakika dondiiriilerek
¢oktiiriilmiis, dokelti uzaklagtirtlmigtir. Kuyucuklarin tizerine 500 pl, EDTA-Versen
eklenerek hiicreler plaklardan ayrilmis ve tiipteki ¢oOkeltinin {izerine eklenmistir.
Karisim, 1500 rpm’de 2 dakika daha dondiiriilerek c¢oktiiriilmistiir. Siipernatan
uzaklastirllmis ve {lzerlerine 300 pl Hanks-tuz soliisyonu eklenerek peletler
¢oziilmiistiir. Ornekler buz icerisine alinmustir. Ornekler, hiicre konsantrasyonuna bagl
olarak sulandirilarak, canli ve 6li hiicre sayilart 151k mikroskop altinda hemositometre
kullanilarak belirlenmistir (Lin ve Maiese 2001).

3.7. istatistiksel Analiz

Calismada disk diflizyon testi uygulamalarindan elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde (non-parametrik veriler olarak ele alindi) SPSS 20.0 ve EXCEL
2007 programlar1 kullanilmistir. Excel programinda hazirlanan on veritabanmi ele
alinarak; antibiyotiklerin ayri ayr1 dort tekrarli deneme diizeninden elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir. Antibiyotik etkinliklerinin ayr1 ayr1 aritmetik ortalamalari
bulunarak, ortalamalar standart hatalariyla (Sn) birlikte verilmis ve bu sonuglar SPSS
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programinda Fisher's Kesin Ki-Kare Testi (Ki Square Test) kullanilarak analiz
edilmistir. Buna gore istatistiksel sonuclar i¢in kabul edilen gegerli yanilma pay1 o.=0.05
olarak alinmis olup, istatistiksel olasiliklariyla (P) birlikte verilmistir. Diger taraftan tek
gozIlii denemelerde yanilma paymni ve istatistiksel glivenirliligi hedeflenen aralikta
tutabilmek amaciyla “Yates Diizeltmesi” uygulanmistir.

Sitotoksisite testlerinden elde edilen deney sonuglarindaki kontrol ve diger
gruplar arasindaki farklilik Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yo6nlii Anova
Testi ve ardindan Dunnet Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak degerlendirilmistir.
Tiim veriler ortalama = SEM degerleri halinde, Sigma Plot 10.0 programi kullanilarak
grafik haline getirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Alcea heldreichii Bitkisinin Antimikrobiyal Test Sonuglari

Calismamizda kullandigimiz Alcea heldreichii (Boiss.) Boiss. bitkisinin yaprak,
meyve, govde, c¢icek kisimlari ve tiim bitkinin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivite testleri yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite testleri bitkinin farkli kisimlarindan
elde edilen ekstraktlarla gerceklestirildiginden dolay1 elde edilen sonucglar ayri ayri
degerlendirilmistir.

4.1.1. Alcea heldreichii tiiriine ait yaprak etanol ekstraktinin disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonu¢lari

Disk diflizyon testinde A. heldreichii tiiriine ait yaprak etanol ekstraktinin 10
mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlar1 ¢alisilan bakterilere karsi uygulanmistir. Bu
sonuclara gore uygulanan yaprak etanol ekstraktlarinin 3 dozuda bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktivite géstermemistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Sivi mikrodiliisyon testinde yaprak etanol ekstraktlarmmin 10 mg/ml, 5 mg/ml,
2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml ve 0,3125 mg/ml dozlar1 bakterilere karsi
uygulanmistir. Calisma sonunda kuyucuklarin hepsinde bakteriyel biiylimenin oldugu
gozlenmistir.

4.1.2. Alcea heldreichii tiiriine ait cicek etanol ekstraktinin disk difiizyon ve s1vi
mikrodiliisyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonuclar:

Disk difiizyon testinde A. heldreichii tiirtine ait ¢igek etanol ekstraktinin 10
mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlar1 ¢alisilan bakterilere karsi uygulanmistir. Bu
sonuglara gore uygulanan c¢igek etanol ekstraktlarinin 3 dozuda bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktivite géstermemistir.

S1vi mikrodiliisyon testinde ¢i¢ek etanol ekstraktlarinin 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5
mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml ve 0,3125 mg/ml dozlar1 bakterilere karsi
uygulanmistir. Caligma sonunda kuyucuklarin hepsinde bakteriyel biiylimenin oldugu
gbzlenmistir.
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Sekil 4.1. Disk difiizyon testinde E. coli ATCC 25922 susuna karsi 1 mg/ml dozundaki
A. heldreichii yaprak etanol ekstraktinin (a) ve amoksisilin/klavulanik asit
antibiyotiginin (b) inhibisyon zonlar1

4.1.3. Alcea heldreichii tiiriine ait govde etanol ekstraktinin disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonuclari

Disk difiizyon testinde A. heldreichii tiirline ait gévde etanol ekstraktinin 10
mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlar1 ¢alisilan bakterilere karsi uygulanmistir. Bu
sonuglara gore uygulanan govde etanol ekstraktlarinin 3 dozuda bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktivite géstermemistir.

Sivi mikrodiliisyon testinde govde etanol ekstraktlarinin 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5
mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml ve 0,3125 mg/ml dozlar1 bakterilere karsi
uygulanmistir. Caligma sonunda kuyucuklarin hepsinde bakteriyel biiylimenin oldugu
gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Disk difizyon testinde S. aureus ATCC 25923 susuna karst 1 mg/ml
dozundaki A. heldreichii yaprak etanol ekstraktinin (a) ve penisilin
antibiyotiginin (b) inhibisyon zonlar1

4.1.4. Alcea heldreichii tiiriine ait meyve etanol ekstraktimin disk difiizyon ve sivi
mikrodiliisyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonuclar:

Disk difiizyon testinde A. heldreichii tiiriine ait meyve etanol ekstraktinin 10
mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlar1 ¢alisilan bakterilere karsi uygulanmistir. Bu
sonuglara gore uygulanan meyve etanol ekstraktlarinin 3 dozuda bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktivite géstermemistir.

Sivi mikrodiliisyon testinde meyve etanol ekstraktlarinin 10 mg/ml, 5 mg/ml,
2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml ve 0,3125 mg/ml dozlar1 bakterilere karsi
uygulanmistir. Calisma sonunda kuyucuklarin hepsinde bakteriyel biiyiimenin oldugu
gdzlenmistir.

28



4.1.5. Alcea heldreichii tiiriine ait tiim bitki etanol ekstraktinin disk difiizyon ve
sivi mikrodiliisyon testine gore antimikrobiyal aktivite sonuclar:

Disk diflizyon testinde A. heldreichii tiiriine ait tiim bitki etanol ekstraktinin 10
mg/ml, 5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlarn c¢alisilan bakterilere karsi uygulanmistir. Bu
sonucglara gore uygulanan tiim bitki etanol ekstraktlarinin 3 dozuda bakterilere karsi
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermemistir.

S1vi mikrodiliisyon testinde tiim bitki etanol ekstraktlarinin 10 mg/ml, 5 mg/ml,
2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml ve 0,3125 mg/ml dozlar1 bakterilere karsi
uygulanmistir. Calisma sonunda kuyucuklarin hepsinde bakteriyel biliylimenin oldugu
gozlenmistir.

4.2. Alcea heldreichii Bitkisinin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Alcea heldreichii bitkisinin yaprak, ¢igek, gévde, meyve kisimlarindan ve tim
bitkiden elde edilen etanol ekstraktlarinin 293 T ve HeLa hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla WST-1 testi protokoliine uygun bir bigimde
yapilmistir.

4.2.1. Bitki oziitinin hiicrelerdeki sitotoksik etkilerinin WST-1 testi ile
gosterilmesi

4.2.1.1. 293 T hiicre hatt1

Ekstrakt uygulamalar1 yapilmadan once WST-1 testi ile “0. Zaman” O6l¢iimii
yaptlmistir.  Hiicre aktivitesi belirlenen deney setlerinde doz uygulamasi
gerceklestirilmistir.

Bitki ekstrakti uygulamalarinda etanol soliisyonu ¢oziicii olarak kullanilmigtir.
Etanol ile hazirlanan 1000, 500, 250 ve 125 pg/ml konsantrasyonlarindaki ekstraktlarin
uygulamasi yapilmistir. Ekstraktin 293 T hiicre hatlar1 iizerindeki olast sitotoksik
etkilerin ortaya koyulmasi amaciyla inkiibasyon siireleri sonunda WST-1 testi
uygulanmigtir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan yaprak

dozlarinin 293 T hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
strastyla Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda 293 T

hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.4. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda 293 T

hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.5. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda 293 T hiicre
hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05)

Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’den anlasilacag: {izere, bitki ekstrakti etanol
icinde c¢oziilerek uygulandiginda 293 T hiicre hatt1 ilizerinde doza ve zamana bagl
olarak etki gdstermistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sadece en yiiksek
doz olan 1000 pg/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 72 saat sonucunda bu etki
sadece 125 pg/ml’lik konsantrasyonunda gorilmistir. 500 ve 250 pg/ml
konsantrasyonlarinda uygulanan ekstraktlarin 293 T hiicre hatlarina herhangi bir etkisi
belirlenmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan ¢i¢ek dozlarinin

293 T hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler sirasiyla
Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur.
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Sekil 4.6. Etanol ile hazirlanan ¢igek ekstrakt dozlarin 24 saat sonunda 293 T
hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 4.7. Etanol ile hazirlanan ¢igek ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda 293 T
hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.8. Etanol ile hazirlanan c¢icek ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda 293 T hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)

Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’den anlasilacagi tizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda 293 T hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana baglh
olarak etki gOstermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarm 500 ve 250
ug/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 48 ve 72 saat sonucunda bu etki 1000 ve
500 pg/ml’lik konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 125 pg/ml  konsantrasyonunda
uygulanan ekstraktin 293 T hiicre hattina herhangi bir etkisi belirlenmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucu etanol ile hazirlanan gévde dozlarinin

293 T hiicreleri ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucu elde edilen veriler sirasiyla
Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.9. Etanol ile hazirlanan govde ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda 293 T

hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.10. Etanol ile hazirlanan gévde ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda 293 T

hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.11. Etanol ile hazirlanan govde ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda 293 T hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)

Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°den anlasilacag: iizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda 293 T hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana baglh
olarak etki gostermistir. 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000, 500
ve 250 pg/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 48 saat sonucunda bu etki 1000 ve
500 pg/ml’lik konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 125 pg/ml  konsantrasyonunda
uygulanan ekstraktin 293 T hiicre hattina herhangi bir etkisi belirlenmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan meyve

dozlarmin 293 T hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
sirastyla Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de sunulmustur.
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Sekil 4.12. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda 293 T
hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 4.13. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda 293 T
hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 4.14. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda 293 T
hiicre hatti izerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)

Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’den anlasilacagi iizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda 293 T hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana bagh
olarak etki gdstermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000, 250 ve 125
ug/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 48 saat sonucunda bu etki 1000, 500 ve
250 pg/ml’lik konsantrasyonlarda goriilmistiir. 72 saat sonucunda ise bu etki sadece
1000 pg/ml konsantrasyonunda gézlemlenmistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan tiim bitki

dozlarmin 293 T hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
sirastyla Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de sunulmustur.
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Sekil 4.15. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarimin 24 saat sonunda 293 T

hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 4.16. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda 293 T

hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
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Sekil 4.17. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarimin 72 saat sonunda 293 T
hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)

Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°den anlasilacag tizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda 293 T hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana bagh
olarak etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000, 500, 250
ve 125 pg/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 72 saat sonucunda bu etki sadece
1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarda gortilmistiir. 48 saat sonucunda ise uygulanan
ekstrakt dozlarinin herhangi birinde etki gézlenmemistir.

4.2.1.2. HeLa hiicre hatti

Ekstrakt uygulamalar1 yapilmadan 6nce WST-1 testi ile “0. Zaman” Sl¢iimil
yapilmigtir. Hiicre aktivitesi belirlenen deney setlerinde doz uygulamasi
gerceklestirilmistir.

Bitki ekstrakti uygulamalarinda etanol soliisyonu ¢oziicii olarak kullanilmigtir.

Etanol ile hazirlanan 1000, 500, 250 ve 125 pg/ml konsantrasyonlarindaki ekstraktlarin
uygulamasi yapilmigtir. Ekstraktin HelLa hiicre hatlar1 tizerindeki olasi sitotoksik
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etkilerin ortaya koyulmasi amaciyla inkiibasyon siireleri sonunda WST-1 testi

uygulanmaistir.

ile hazirlanan yaprak

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol
dozlarmin HeLa hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler

sirastyla Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.18. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda HeLa

hiicre hatti izerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.19. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda HelLa

hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
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Sekil 4.20. Etanol ile hazirlanan yaprak ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda Hel.a

hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20’den anlasilacag iizere, bitki ekstrakti etanol
iginde ¢oziilerek uygulandiginda HeLa hiicre hatti {izerinde doza ve zamana bagli olarak
etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000 ve 500 pg/ml’de
dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 72 saat sonucunda bu etki 1000, 500 ve 250
ug/ml’lik konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 48 saat sonucunda ise uygulanan ekstrakt
dozlarmin herhangi birinde etki gbzlenmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan ¢icek dozlarmin
HeLa hiicrelerini 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler sirasiyla
Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’de sunulmustur.
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Sekil 4.21. Etanol ile hazirlanan ¢icek ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda Hela
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05)
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Sekil 4.22. Etanol ile hazirlanan ¢icek ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda HelLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
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Sekil 4.23. Etanol ile hazirlanan ¢icek ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda HelLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05)
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Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’den anlasilacag iizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda HeLa hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana bagli olarak
etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda dozun 1000 pug/ml’de dogrudan
sitotoksik etki goriilirken 72 saat sonucunda bu etki sadece 250 upg/ml’lik
konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 48 saat sonucunda ise uygulanan ekstrakt dozlarimin
herhangi birinde etki gézlenmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan gévde
dozlarmin HeLa hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
sirastyla Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’da sunulmustur.
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Sekil 4.24. Etanol ile hazirlanan gévde ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda HeLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)

Sekil 4.26. Etanol ile hazirlanan gévde ekstrakt dozlariin 72 saat sonunda HeLa




Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’dan anlasilacag iizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda HeLa hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana bagli olarak
etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000 ve 500 pg/ml’de
dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 48 saat sonucunda bu etki sadece 1000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 72 saat sonucunda ise uygulanan ekstrakt dozlarmin
1000, 500 ve 250 pg/ml’de etki gézlenmistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan meyve
dozlarmin HeLa hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
sirastyla Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da sunulmustur.
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Sekil 4.27. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda HeLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.28. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda HeLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
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Sekil 4.29. Etanol ile hazirlanan meyve ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda HeLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi
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Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’dan anlasilacag iizere, bitki ekstrakti etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda HeLa hiicre hatt1 iizerinde doza ve zamana bagli olarak
etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000 ve 125 pg/ml’de
dogrudan sitotoksik etki goriiliirken 48 ve 72 saat sonucunda uygulanan ekstrakt
konsantrasyonlarinda herhangi bir etki goriilmemistir.

Istatistiksel olarak karsilastirma sonucunda etanol ile hazirlanan tiim bitki
dozlarmin HeLa hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen veriler
sirasiyla Sekil 4.30, Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de sunulmustur.
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Sekil 4.30. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarinin 24 saat sonunda Hela
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 4.31. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarinin 48 saat sonunda HeLa
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisi (*: p<0,05)
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Sekil 4.32. Etanol ile hazirlanan tiim bitki ekstrakt dozlarinin 72 saat sonunda HelLa
hiicre hatti izerindeki sitotoksik etkisi (**: p<0,01)
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Sekil 4.30, Sekil 4.31 ve Sekil 4.32’den anlasilacagi {izere, bitki ekstrakt1 etanol
icinde ¢oziilerek uygulandiginda HeLa hiicre hatt1 izerinde doza ve zamana bagli olarak
etki gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda dozlarin 1000, 500, 250 ve 125
ug/ml’de dogrudan sitotoksik etki goriilirken 48 saat sonucunda 500 pug/ml’de etki
goriilmistiir. 72 saat sonucunda ise uygulanan ekstrakt konsantrasyonlarinin 1000, 500
ve 250 pg/ml’de etki gézlenmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Calismada Kullanilan Alcea heldreichii Etanol Ekstraktlarinin Antimikrobiyal
Aktiviteleri

Bu ¢alismada Malvaceae familyasina ait A. heldreichii bitkisinin yaprak, meyve,
govde, cigek ve tlim bitki etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri ¢aligilmistir.
Malvaceae familyasina ait bitkilerden bazilarinin gegmisten giinlimiize kadar halk
arasinda cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildiklar1 bilinmektedir (Akdogan ve
Akgiin 2006, Savran vd 2009, Tuzlaci ve Dogan 2010).

Bu tez ¢aligsmasi kapsaminda kullanilan A. heldreichii bitkisinin yaprak, meyve,
govde, ¢icek kisimlarindan ve tiim bitkiden elde edilen ti¢ farkli konsantrasyondaki
etanol ekstraktlarinin, uygulanan disk difiizyon ve MIC testlerinin sonuglarina gore,
calisilan bakteri tiirlerine karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdstermedigi
gozlemlenmistir. Bakterilerin % 99,9’unu inhibe edebilen en diisiik konsantrasyon
“MBC” degeri olarak tanimlanmaktadir. MBC’nin temel 6zelligi MIC belirlendikten
sonra bakteriyel biliylimenin olmadigi kuyucuklardan antibiyotiksiz besi yerine pasaj
yapilarak % 99,9 iiremeyi sonlandiran en diisiik konsantrasyonu belirlemektir. Ancak
bizim g¢alismamizda uygulanan yaprak, meyve, govde, cicek ve tiim bitki etanol
ekstraktlarimizin disk diflizyon yontemi ve MIC testi sonuglarina gore bakteriyal
biliylimeyi inhibe etmedigi gozlemlendigi i¢in bir sonraki basamak olan MBC testinin
yapilmasina gereklilik duyulmamustir.

Bu zamana kadar yapilan arastirmalarda Alcea cinsine ait tiirlerin antimikrobiyal
aktivitelerinin incelenmesi tizerine ¢ok fazla c¢alisma bulunmamasina ragmen,
Malvaceae familyasina ait farkli cinslere ait bitki tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin ve
ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarmi gosteren bir¢ok caligma
bulunmaktadir (Ekramul Islam vd 2003, Poonkothai 2006, Mahesh ve Satish 2008,
Saravanakumar vd 2009, Essien vd 2011).

Literatiir taramasi sirasinda A. heldreichii bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi
tizerine daha Once yapilmis herhangi bir calisma bulunamamistir. Ancak literatiir
taramas1 sirasinda Alcea tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri iizerine yapilmig birkag
calismaya rastlanilmistir. Bu c¢alismalarda, test edilen mikroorganizma tiirlerinde,
pozitif kontrol olarak kullanilan antibiyotiklerde, bitki ekstraktlarinda, ¢oziiciilerde ve
uygulanan metodlarda farkliliklar olmasina ragmen, ¢alisilan mikroorganizmalara kars1
bitki ekstraktlarnin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklart ve olmadiklari tespit
edilen sonuglar bulunmaktadir.

Mert vd (2010), A. rosea’nin ¢igeklerinden elde edilen ekstraktlarin
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin incelendigi c¢alismada bitkinin etanol,
metanol, etil asetat, n-hekzan ve su ekstraktlarinin mikroorganizmalara kars1 aktiviteleri
arastirilmistir. 10 bakteriye karsi test edilen bitki ekstraktlarinin arasinda anlamli bir
aktivite farki bulunamamistir. Escherichia coli 25922 ve Enterobacter cloacae 13047
suglar1 hari¢ calisilan diger Gram (—) bakteriler uygulanan ekstraktlara duyarlilik
gostermistir. Enterococcus faecalis 29212 susu hari¢ test edilen diger Gram (+)
bakteriler ise tiim ekstraktlar tarafindan inhibe edilmistir. Bu bakterilere karsi1 pozitif
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kontrol amaci ile seftazidim (30 pg) antibiyotigi kullanilmistir. Calisilan ekstraktlarin
herbirinin test edilen mikroorganizmalara karsi antibiyotik kadar aktivite gostermedigi
bulunmustur. Bizim de ¢alismamizda test ettigimiz mikroorganizmalardan olan E. coli
ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 suslarina kars1 A. rosea
ciceklerinden elde edilen etanol ekstrakti etkisiz olmasina ragmen, P. aeruginosa ATCC
27853 susuna karsi ise antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Bizim
calismamizda ise bu bakterilere karsi test edilen yaprak, meyve, govde, cicek ve tiim
bitki etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite gostermedikleri gdzlemlenmistir.
Bizim ¢alismamiz ile Mert vd (2010) ¢alismasi karsilastirildiginda, P. aeruginosa susu
harig¢ diger ortak olan bakterilerde sonuglarin benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Benli vd (2007), Tirkiye’deki bazi endemik bitki tiirlerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin incelendigi ¢alismada, 4 tane bitki tiiriiniin farkli kisimlarindan elde
edilen 6 ekstrakt 10 bakteri ve 4 maya susu lizerinde test edilmistir. Bu ¢aligmada Alcea
apterocarpa bitkisinin yaprak ve tohum-sepal metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri incelenmistir. A. apterocarpa yaprak metanol ekstraktinda higbir
antimikrobiyal aktivite gozlenememesine ragmen, tohum ve sepallerden elde edilen
metanol ekstraktinin sadece P. aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi bulunmustur. Bu bakteri test edilen 9 antibiyotigin 7’sine karsi direng
gostermesine ragmen, tohum ve sepallerden elde edilen ekstrakta duyarli oldugu tespit
edilmistir. A. apterocarpa bitkisinin tohum ve sepal metanol ekstraktinin P. aeruginosa
bakterisine karsi kullanilan antibiyotiklerden daha fazla inhibitor etkisi gosterdigi
gozlemlenmistir. Kullanilan standart antibiyotiklerin en fazla inhibisyon zonu 17
bulunurken, bu bitki ekstraktinin inhibisyon zonu ise 36 olarak saptanmistir. A.
apterocarpa tohum ve sepal ekstraktinin P. aeruginosa bakterisine karst MIC ve MBC
testleri de uygulanmis ve sonuglarina gore, bakterisidal etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Bizim ¢alismamiz ile bu arastirmada kullanilan E. faecalis ATCC 29212,
E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri
suslar1 aynidir. Fakat pozitif kontrol olarak bu bakterilere karst kullanilan
antibiyotiklere bakildiginda sadece S. aureus bakterisine karsi kullanilan penisilin
antibiyotiginin ortak oldugu goriilmektedir. Benli vd (2007) arastirmasi ile bizim
calismamizin sonuglart karsilagtirildiginda, A. apterocarpa bitkisinin yaprak metanol
ekstraktinin test edilen herhangi bir bakteriye karsi etkisinin goriilmemesi ve tohum-
sepal metanol ekstraktinin ise P. aeruginosa susu hari¢ diger mikroorganizmalara kars1
antimikrobiyal aktivite gostermemesi sonuglarin benzer oldugunu gostermektedir. Diger
taraftan, kontrol olarak kullanilan penisilin antibiyotigi (ki bu antibiyotik tarafimizdan
yapilan ¢aligmada da kullanilmistir) uygulanan S. aureus ATCC 29213 susu tizerindeki
19 mm inhibisyon zonu degeri bakimidan c¢alismamizda ayn1 grup ic¢in bulunan 23
degeri i¢in Ki Kare Test Sonucu= 2.353 (p>0.05 (p=0.125) df=1) olarak bulunmustur.
Buna gore; kullanilan antibiyotiklerin etkinlikleri bakimindan denemeler arasinda fark
yoktur.

Seyyednejad vd (2010), antibakteriyel ajanlar olarak Hibiscus rosa-sinensis L.,
A. rosea ve Malva neglecta Wallr. bitkilerinin arastirilmasi iizerine yaptiklari ¢alismada
A. rosea bitkisinin ¢igek ve yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktlarinin dort farkl
konsantrasyonu 10 bakteri tiiriine kars1 incelenmistir. Bu arastirmada test edilen Gram
(+) ve Gram (—) bakterilere uygulanan ekstraktlarin farkli dozlarinda degisik sonuglar
elde edilmistir. Test edilen bakteri tiirleri arasinda, uygulanan A. rosea cicek ve yaprak
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etanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarina en direngli susun E. coli oldugu
bulunmustur. Ekstraktlarin etkili oldugu gdzlenen bakteri tiirlerindeki antimikrobiyal
aktivitenin varlig1 ekstraktlarin konsantrasyonlarinin artmasi ile paralel oldugu tespit
edilmistir.

Esmaeelian vd (2007), yapilan arastirmada Alcea longipedicellata Riedl
ciceklerinden elde edilen etanol ve kloroform ekstraktlar1 disk difiizyon ve MIC testleri
ile 4 bakteri susuna karsi test edilmistir. Uygulanan iki ekstraktinda ¢aligilan bakteriler
tizerine etkili oldugu bulunmustur. Etanol ekstraktt kloroform ekstraktr ile
karsilastirildigi zaman etanol ekstraktinin bakterilerin biiyiimesini daha fazla inhibe
ettigi goriilmektedir.

5.2. Cahsmada Kullamilan Alcea heldreichii Etanol Ekstraktlarmmin Sitotoksik
Aktiviteleri

Tez galismamiz kapsaminda kullanilan A. heldreichii bitkisinin yaprak, meyve,
govde, ¢icek kisimlarindan ve tiim bitkiden elde edilen dort farkli konsantrasyondaki
etanol ekstraktlarinin, uygulanan WST-1 hiicre canlilig1 testi sonuglarina gore, kontrol
grubu olarak kullanilan 293 T hiicre hattinda tim dozlarda ve tiim inkiibasyon
siirelerinde sitotoksik etkiler gosterdigi gozlemlenmistir. Ozellikle bitkinin govde ve
yaprak kisimlar1 bu hiicreler iizerinde oldukca sitotoksik etkiler sergilemistir. Literatiir
taramasi sirasinda A. heldreichii bitkisinin 293 T hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini
gosteren bir ¢alisma bulunamamastir.

Bitki ekstraktlar1 HeLa hiicreleri iizerinde doz ve zamana bagli olarak sitotoksik
etkiler gostermistir. Ancak sitotoksik etkinin bulundugu dozlar c¢ok yiiksek
konsantrasyonda bitki 6ziitli igermektedir. FDA ’nin bitki 6ziitleri i¢in in vitro kosullarda
onerdigi doz 50 pg/ml iken bu bitkinin en sitotoksik dozlari 1000, 500 ve 250 pg/ml
olarak bulunmustur. Bu dozlar bitki ekstrakti i¢in arastirma yapmaya devam
edemeyecek kadar yiliksektir. Bu nedenle tripan mavisi testi yapilmamustir.

A. heldreichii bitkisinin kanser tedavisi i¢in yeni bir kaynak olusturmasi, normal
hiicrelerde yarattig1 sitotoksik etkiler dikkate alindiginda s6z konusu degildir. Kanser
tedavisinde hedeflenen normal hiicrelere zarar vermeden sadece kanser hiicrelerini yok
etmeye yarayacak yeni yaklasimlar gelistirmek oldugu icin tez kapsaminda segilen bu
bitkinin farkli farmakolojik O6zellikleri degerlendirilebilir ancak kanser tedavisi igin
umut vaad ettigi sdylenemez.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, Kaileh vd (2007), ayni
cinse ait Alcea setosa (Boiss.) Alef. bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri
ekstraktlariin L929sA fare fibrosarcoma, insan meme karsinoma; MCF-7 (benign) ve
MDA-MB231 (metastatik) hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitelerini incelemisler ve
bitkinin bu hiicrelerde sitotoksik etki yaratmadigini bildirmislerdir.
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6. SONUC

Calismamizda Malvaceae (ebegiimecigiller) familyasina ait, Alcea heldreichii
(Boiss.) Boiss. tiirliniin bazi bitki kisimlarindan (yaprak, ¢icek, meyve, govde) ve tiim
bitkiden elde edilen etanol ekstraktlarmin 13 bakteri tiirline karsi Disk Diflizyon
Yontemi ve MIC testi ile antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.

Tez calismamizda kullandigimiz materyal ve ortam kosullarinda (ekstrakt
dozlar1, test edilen bakteri suslar1 ve bakterileri inkiibe ettigimiz sicaklik), A. heldreichii
bitkisinden elde edilen ekstraktlarin herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadig tespit edilmistir.

Giliniimiizde antibiyotiklerin diren¢ gelistiren bakterilere karsi ¢cogu durumda
yetersiz kaldigi ve yan etkilerinin fazla oldugu bilinmektedir. Bakterilere karst yeni
etken madde arastirmalar1 iginde bitkilerden elde edilen ekstraktlarin daha detayli
calisilmasinin  gerekliligini Onerebiliriz. Antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
diisiiniilen bitki ekstraktlarinin detayli arastirilmalar1 ile direngli bakterilerin neden
oldugu infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecek kadar 6nemli olduklari
distiniilmektedir.

A. heldreichii bitkisinin yaprak, cicek, gévde, meyve kisimlarindan ve tim
bitkiden elde edilen etanol ekstraktlarinin 293 T ve HelLa hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkileri WST-1 hiicre canlilig1 testi ile arastirilmistir.

Dort farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ekstraktlarinin, WST-1 hiicre
canlilig1 testi sonuglarina gore, kontrol grubu olarak kullanilan 293 T hiicre hattinda tiim
dozlarda ve tiim inkiibasyon siirelerinde sitotoksik etkiler gosterdigi gézlemlenmistir.
Ozellikle bitkinin gdévde ve yaprak kisimlari bu hiicreler iizerinde oldukga sitotoksik
etkiler sergilemistir.

Bitki ekstraktlar1 HeLa hiicreleri iizerinde doz ve zamana bagli olarak sitotoksik
etkiler gostermistir. Ancak sitotoksik etkinin bulundugu dozlar ¢ok yiiksek
konsantrasyonda bitki 6ziitii igermektedir. Bu bitkinin en sitotoksik dozlar1 1000, 500 ve
250 pg/ml olarak bulunmustur.

Gilinlimiizde kanser hastalifi ¢cok yaygin hale gelmistir. Kanser tedavisi i¢in
kullanilan yontem ve ilaglarin yan etkileri oldukga fazladir. A. heldreichii bitkisinin
kanser tedavisi i¢in yeni bir kaynak olusturmasi, 293 T hiicre hatt1 iizerinde yarattigi
sitotoksik etkiler dikkate alindiginda s6z konusu degildir. Kanser tedavisinde
hedeflenen normal hiicrelere zarar vermeden sadece kanser hiicrelerini yok etmeye
yarayacak yeni yaklasimlar gelistirmek oldugu i¢in tez kapsaminda segilen bu bitkinin
farkli farmakolojik 6zellikleri degerlendirilebilir ancak kanser tedavisi i¢in umut vaad
ettigi sOylenemez. Bitki ekstraktlarinin farkli fraksiyonlar1 hazirlanarak tekrar
kullanilabilir. Bitkinin kimyasal bilesenleri de belirlenerek bu etkilere sebep olan temel
bilesikler smiflandirilabilir. Elde edilen veriler 1s18inda bitkinin ham ekstrakt olarak
degil farkli fraksiyonlarda hazirlanarak test edilmesi gerekliligini ortaya koydugu igin,
bu veriler bilim diinyas1 i¢in uyarici ve aydinlaticidir.
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