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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Eupatorium cannabinum BITKI EKSTRAKTLARININ BiYOLOJIK
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

KUBRA SEYHAN

KASTAMONU UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GENETIK VE BIYOMUHENDISLiK ANA BILIM DALI

DANISMAN:PROF. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

Geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan bitkilerin, biyolojik aktivitelerinin
tespit edilmesi modern tipta ilag hammadde kaynagi olarak degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir.
Calismada, Eupatorium cannabinum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan maserasyon ve
ultrasonikasyon yontemleriyle hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin antikanser,
antimikrobiyal, anti-quorum sensing (anti-QS) ve anti-biyofilm aktiviteleri test edilmistir.
Ekstraktlarin antikanser aktivitesi, PC-3 prostat kanseri ve HeLa rahim agzi kanseri hiicre
hatlar1 iizerinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid yontemi (MTT) ile
arastirilmigtir. Aragtirma sonucu hiicre canliliginda PC-3 ve HeLa hiicre hatlarinda en etkili
diisiis ultrasonikasyon etil asetat ekstraktinda tespit edilmis, 48. saat sonunda sirastyla 1Cso
degerleri 22,03 pg/mL ve 114,2 pg/mL olarak hesaplanmigtir. Ekstraktlarin referans
mikroorganizma suslar1 iizerine antimikrobiyal etkinlikleri disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Ekstraktlarin test edilen konsantrasyonlarda mikroorganizma suslarina karst
antimikrobiyal etkisi tespit edilmemistir. Anti-QS aktivitenin belirlenmesi i¢in ekstraktlarin
Chromobacterium violaceum CV026 mutant susu kullanilarak viyolasin pigment iiretimi
iizerine inhibitdr etkinligi arastirilmistir. Anti-biyofilm aktivitenin belirlenmesi igin
ekstraktlarin Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu lizerine biyofilm olugumunu inhibe
etme ve olusmus biyofilm tabakasimi eradike etme etkinligi arastirilmistir. Arastirma
sonucunda maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleriyle hazirlanan su ekstraktlarinin anti-
biyofilm aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,05). S6z konusu ekstraktlarin biyofilm
olusumunu sirasiyla %53,7 ve %26,8 oraninda inhibe ederken; biyofilm eradikasyonunu ise
sirastyla %55,2 ve %53,7 oraninda gergeklestirdigi tespit edilmigtir. Bitkinin ultrasonikasyon
etil asetat ekstraktinin diisiik konsantrasyonda PC-3 hiicre hatt1 {izerine antikanser aktiviteye
sahip olmasi sebebiyle yeni antikanser ajan olma potansiyeli tasidigi gozlemlenmistir.
Maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleri ile hazirlanan su ekstraktlarinin ise anti-biyofilm
ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilecegi degerlendirilmektedir. Bitkinin antikanser ve
anti-biyofilm ajan olma potansiyeli tasimasi sebebiyle caligma, gelecekte etkili tedavilerin
gelistirilmesine yonelik umut verici bir adim olarak kabul edilebilir.

ANAHTAR KELiMELER:Eupatorium cannabinum, antikanser, antimikrobiyal, ekstrakt,
anti-quorum sensing, anti-biyofilm

Haziran 2024, 81 Sayfa
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF Eupatorium cannabinum
PLANT EXTRACTS

KUBRA SEYHAN

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING

SUPERVISOR:PROF. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

It is important to determine the biological activities of plants used in traditional medicine for
the treatment of various diseases in order to be used as a source of raw material for drugs in
modern medicine. In this study, the anticancer, antimicrobial, anti-quorum sensing (QS), and
anti-biofilm activities of ethyl acetate, methanol, and water extracts prepared by maceration
and ultrasonication methods from the aerial parts of Eupatorium cannabinum were tested. The
anticancer activity of the extracts was investigated by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide method (MTT) on PC-3 prostate cancer and HelLa cervical
cancer cell lines. As a result of the research, the most effective decrease in cell viability in PC-
3 and HeLa cell lines was detected in ultrasonication ethyl acetate extract, and ICsy values
were calculated as 22.03 pg/mL and 114.2 pg/mL at the end of 48 hours, respectively. The
antimicrobial activity of the extracts against reference strains of microorganisms was
determined by the disc diffusion method. No antimicrobial effect of the extracts against
microorganism strains was detected at the tested concentrations. For the determination of anti-
QS activity, the inhibitory activity of the extracts on violacein pigment production was
investigated using the Chromobacterium violaceum CV026 mutant strain. To determine the
anti-biofilm activity, the inhibitory activity of the extracts on biofilm formation and
eradication of the formed biofilm layer on the Staphylococcus aureus ATCC 25923 strain was
investigated. As a result of the study, water extracts prepared by maceration and
ultrasonication methods were found to have anti-biofilm activity (p<0.05). It was found that
these extracts inhibited biofilm formation by 53.7% and 26.8%, respectively, and biofilm
eradication by 55.2% and 53.7%, respectively. It was observed that the ultrasonication ethyl
acetate extract of the plant has the potential to be a new anticancer agent since it has anticancer
activity on the PC-3 cell line at low concentrations. It is evaluated that water extracts prepared
by maceration and ultrasonication methods can contribute to the development of anti-biofilm
agents. Since the plant has the potential to be an anticancer and anti-biofilm agent, it can be
considered that the study is a promising step toward the development of effective treatments
in the future.

KEYWORDS: Eupatorium cannabinum, anticancer, antimicrobial, extract, anti-quorum
sensing, anti-biofilm
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1. GIRIS

Insanlar, hastaliklarin etkilerini hafifletmek ve tedavi etmek icin tarih éncesi ¢aglardan
itibaren bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi dogal irlinleri ilaglarda
kullanmislardir. Geleneksel tip, hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi edilmesinde
tercih edilen en eski saglik hizmetidir. Toplumlar hastaliklarla miicadele edebilmek
icin ¢esitli tedavi yontemleri gelistirmislerdir. Zamanla bu dogal {irtinlerin geleneksel
tipta kullanimi artmistir. Giinlimiizde modern tipta gelistirilen ilaglara bakildiginda
bir¢ok ilacin ortaya ¢ikmasinda geleneksel tiptan ilham alinmistir (Yuan vd., 2016).
Tibbi ve aromatik bitkilerin tarih boyunca kullanimi 6nemini giderek artirmistir. Bu
bitkiler giiniimiizde modern ve alternatif tipta yaygin kullanima sahiptir. Bitkilerin
ozellikle kok, ¢igek, yaprak ve meyve gibi kisimlarindan ekstraktlar elde edilmektedir.
Bu ekstraktlar giiniimiizdeki bir¢ok tibbi ilacin ana maddesidir (Cardoso vd., 2019;
Celik ve Giil, 2016).

T1ibbi ve aromatik bitkiler; ilag, gida, kozmetik gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
Bu amagla kullanilan bitkilerin bir kism1 dogadan toplama yoluyla elde edilirken, bir
kismu1 da kiiltiire alinarak tiretilmektedir. Bitkiler bilinen en eski ilag tiirli olup ilk
kayitlarina milattan 6nce 5000’lerde Mezopotamya’da rastlanmistir. Tibbi bitkiler
genellikle dini kiiltler ve inanglarla, bunlarin yan1 sira bulasici hastaliklarla miicadele
edebilmek i¢in bir¢ok bitkinin kullanildigi donemin popiiler gelenegiyle de iliskilidir.
Tedavi amaciyla kullanilacak olan bitkilerin biiyiik bir kism1 ise dogadan toplanarak
kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkiler de daha ¢ok tedavi amaci ile kullanimiyla
caligmalara konu olmustur. Bitkilerle gergeklestirilen tedaviler; geleneksel,
tamamlayict ve dogal tedavi gibi farkli sekillerde adlandirilmaktadir (Acibuca ve

Bostan Budak, 2018).

Geleneksel tipta bitkiler, bircok hastaligin Onlenmesinde ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu sebeple kullanilan bitki temelli ilaglar genelllikle normal ilaglara
gore daha ucuzdur. Ulasilabilirligi kolaydir ve diger sentetik alternatiflerine gére yan
etkisi daha azdir (Rolnik ve Olas, 2021). Tibbi bitkiler hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecek dogal ajanlara sahiptir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére, gelismekte olan



tilkelerdeki insanlarin ¢ogunlugu saglik sorunlari i¢in genel olarak tibbi bitkiler
yardimiyla yasamini devam ettirmektedir. Tibbi bitkiler fitokimyasal icerik zenginligi
sebebiyle ila¢ kesfinde ©Onemli role sahiptir. Saponinler, fenolikler, lignanlar,
glikozitler, flavonoidler, terpenler ve alkaloidler gibi ¢esitli biyoaktif bilesik siniflari,
giiclii terapotik oOzelliklerinden dolayr modern ilag sisteminde kullanilmaktadir

(Lakhdar, 2018).

Bitkiler kimyasal i¢eriginde bulunan primer metabolitleri ve bu primer metabolitlerden
iretilen sekonder metabolitleri igerir. Protein, karbonhidrat, yag ve vitamini igerisine
alan primer metabolitlerdir. Bunlar canlilar i¢in biiylime, fotosentez, metabolizma
faaliyetleri ve Ttreme gibi yasamsal faaliyetlerde rol almaktadir. Sekonder
metabolitlerin ise fenolik bilesikler, terpenler-streroidler, alkaloidler, kiikiirtlii
bilesikler gibi 100.000’den fazla ¢esidinin oldugu bilinmektedir. Bunlar bitkideki
doku, organ ve gelisme kisimlarinda biyosentetik enzimler tarafindan primer
metabolitlerden spesifik yollarla iiretilmektedir. Ayrica canlinin temel yasamsal
islevleriyle dogrudan iliskisi olmayan biyolojik siire¢lerde rol almaktadirlar. Sekonder
metabolitlerin canlinin yasamsal fonksiyonlarinda dogrudan rolii yoktur. Fakat
sagligin korunmasinda Onemli rolleri mevcuttur. Gliniimiizde ila¢ yapiminda
kullanilan sekonder bilesiklerin bazi tiirlerinin antikanser, antiinflamatuar, antioksidan

gibi etkilerinin oldugu bilinmektedir (Alaca ve Arslan, 2012; Ulger ve Ayhan, 2020).

1.1  Asteraceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Asteraceae familyasi, yaklagik 1.690 cins ve 32.000 tiir ile en biiyiik cigekli bitki
familyalarindan biridir. Papatya, marul, hindiba, enginar, karahindiba en bilinen
taksonlarindandir. Asteraceae familyasinin iiyeleri gecmisten giinlimiize hem yiyecek
olarak hem de saglik alaninda kullanilmaktadir. Tiim tiirler genis ¢esitlilige sahip
olmasma ragmen benzer kimyasal icerige sahip olduklarindan giiclii prebiyotik
ozellikler gosteren dogal polisakkaritler i¢in iyi kaynaklardir. Ayrica antioksidan
antiinflamatuar ve antimikrobiyal aktivitenin yami sira idrar soktiirlicii ve yara
tyilestirici Ozellikler de gostermektedirler. Bitkiler, 6nemli biyolojik aktivite

potansiyellerine sahip ikincil metabolitleri sentezleme yetenekleri sebebiyle, tip



alaninda kendine 6nemli yer bulmustur. Geleneksel tipta bitkiler bircok hastaligin

tedavisinde kullanilmistir (Mohanta vd., 2023; Rolnik ve Olas, 2021).

Bu familya, Antarktika harig¢, diger tiim kitalarda yayilim gostermektedir (Valarezo,
2021). Iliman, soguk 1liman ve subtropikal gibi farkli alanlarda dagilmis olup orman,
yiiksek daglar, bozkirlar ve ¢oller gibi degisik habitatlarda yer alirlar. Buna karsin
tropikal bolgelerde diger alanlara kiyasla daha az bulunmaktadirlar. Familyaya ait
bitkilerin morfolojisi bitkinin bulundugu ortamin kosullarina gore c¢esitlilik
gostermektedir. Bitkiler 1 cm yiiksekliginde olabildikleri gibi 30 m yiiksekliginde agac
olarak da goriilebilmektedirler. Bitkiler yapraklar1 bakimindan da birbirinden farklidir.
Cogu bitkinin yapraklari biiyiikken, digerlerinin kii¢ciik ve dikenlidir ve bazilarinin
yapragi olmadigindan islevlerini yesil bir govde iistlenmektedir. Yapraklarin cogu bir
kabuk ve her uzunlukta ve renkte tiiylerle kaplidir. Bircogu ise ¢esitli renklerde diiz
bir kiiclik ¢igek kiimesine sahiptir (Ashirova, 2021; Michel vd., 2020; Rolnik vd.,
2021; Rolnik ve Olas, 2021). Cigeklerinin en belirgin 6zelligi, tek bir c¢igek gibi
goriinen ¢ok sayida cicegin kiimelenip ¢igek salkimlari olusturmalaridir (Darqui vd.,
2021). Her bir salkimin alt kisminda degistirilmis kii¢iik yapraklar yer almaktadir.
Ayn1 zamanda aile iiyelerinin ¢ogunlugunda salkimin en dis kismindaki ¢igekler tipik
olarak hem diiz ve uzun olan hem de diger ¢iceklerin ¢ogunun ta¢ yapraklarina

benzeyen tag yaprak goriinlimiine sahiptir (Rustaiyan ve Faridchehr, 2021).

Familyanin biyolojik aktiviteleriyle iligkili 5000°den fazla fitokimyasal bilesik
tanimlanmistir. Bunlar; seskiterpen laktonlar, diterpenler, triterpenler, poliasetilenler,
pentasiklik triterpen alkoller, benzofuranlar, flavonlar, flavonoidler ve doymamis yag
asitleridir (Cilia-Lopez vd., 2021). Sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum ile
A, B, C ve D vitaminlerinin iyi birer kaynaklaridir. Bitkilerin ¢ogu diisilik yag icerigine
sahiptir (Rolnik ve Olas, 2021). Seskiterpen laktonlar, ot¢ullara ve parazitlere kars1
savunmada yer alan en az 3000 bilinen yapiyla familyadaki baslica kimyasal bilesikler
olup sitotoksik Ozellikleri sebebiyle antikanser dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik
aktivite 6zelligine sahiptir. Bu 6zelligi sebebiyle antikanser ilag¢ gelistirme i¢in 6nemli
bir kaynaktir (Bader vd., 2019; Cilia-Loépez vd., 2021). Yiiksek flavonoid ve fenolik
asit icerdiklerinden giiclii antioksidan aktivite goOsteren bu bilesikler, genis bir

biyolojik aktivite yelpazesine neden olmaktadir. Bitkilerin ve onlar tiiketen



organizmalarin stres kosullarina karsi direncini arttirirlar. Asteraceae familyasi tiyeleri
iyi bir protein, ugucu yag, vitamin, flavonoid ve fenolik bilesik kaynagidir (Giines vd.,

2019; Rolnik vd., 2022).

1.2 Eupatorium Cinsi

Eupatorium cinsinin taksonomik siniflandirilmast asagida belirtilmistir (Al-Snafi,

2017):

Alem: Plantae

Alt Alem: Viridiplantae
Infra Alem: Streptophyta
Ust Béliim: Embryophyta
Boliim: Tracheophyta

Alt Bolim: Spermatophytina
Smif: Magnoliopsida

Alt Sinif: Asteranae

Takim: Asterales

Aile: Asteraceae

Cins: Eupatorium

Asteraceae familyasinin en biiyiik tiirlerinden biri olan Eupatorium cinsinin tiirleri bes
kitada yayilim gdstermesine ragmen en fazla tiir tropik, subtropikal ve iliman Amerika

kitalarinda bulunmaktadir (Garcia Sanchez vd., 2011).

Bu cinse ait bitkiler yaklasik 60 tiir icermektedir. Bu bitkilerin cogu tedavi veya siis
icin kullanilmaktadir (Putri vd., 2022). Cesitli tiirleri yiiksek biyolojik potansiyele
sahip oldugundan geleneksel tipta insan, hayvan ve bitkilerdeki ¢esitli hastaliklari
tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Garcia Sanchez vd., 2011; Sobrinho, 2017).
Eupatorium  tirlerinde  flavonoidler, terpenoidler, pirolizidin alkaloidleri,

fenilpropanoidler, kinonoidler, ugucu yaglar ve diger ¢esitli bilesenlerin 300°den fazla



oldugu rapor edilmistir (Liu vd., 2015). Bu sebeple cogu antifungal, sitotoksik,
antibakteriyel, agr1 kesici, hastalig1 hafifletici gibi birgok farmakolojik etkiye sahiptir
(Putri vd., 2022).

1.3  Eupatorium cannabinum Tiirii

Eupatorium cannabinum tiiri Linnaeus tarafindan 1753 yilinda Species Plantarum
(Bitki Tiirleri)’a dahil edilmistir. O zamandan bu yana bitkinin tarihi, mevcut botanik
isimlendirme kurallarina gore belirlenmistir. Antik Yunan’da hekimler, bitkinin tohum
ve yapraklarindan elde edilen ekstraktlar1 karaciger hastaliklarina, ishale ve yilan
zehirlenmesine karsi kullantyorlardi. Linnaeus disinda baska yazarlar da eserlerinde
bu bitkiye yer vermislerdir. Dodonaeus Cruydt-Boeck ise bitkinin karaciger ve dalak
hastaliklarina karsi, iilser, yara iyilesmesi, idrar soktiiriicii, ates diisiiriicii ve zehirli

hayvanlara kars1 kovucu oldugunu belirtmistir (Woerdenbag, 1986).

Bitki Yunanlilarin yani sira Orta Cag Iran hekimi olarak bilinen ve daha sonra 1563
yilinda Portekizli tropik tibbin dnciisii olan Garcia de Orta tarafindan tibbi amaglar
i¢cin uzun siire kullanilmistir. Giiniimiizde hem Cin ve Hint geleneksel tibbinda hem
de bat1 iilkelerindeki dogal tipta enfeksiyon hastaliklari, hipertansiyon gibi cesitli
terapotik endikasyonlarda ve anti-tiimor ajani olarak da kullanilmaktadir (Ribeiro-
Varandas vd., 2014). Hindistan’da 6liiler i¢in ritliel arinma islevleri gibi farkli dini ve
sosyo-kiiltiirel faaliyetlerde kullanilmaktadir. Tayvan halk tibbinda hepatit, bas agrisi,
ishal, hipertansiyon ve seker hastaligi tedavisinde kullanilmistir. Bunun yani sira
bolgede bitkinin ¢esitli uygulamalart mevcuttur. Yapraklarindan hazirlanan bir
infiizyon sayesinde kadinlarda menstural donemdeki asir1 kanamalar icin tercih edilir.
Yaprak ve saplar1 kanamay1 durdurmak i¢in kesiklere ve ¢iiriiklere uygulanmaktadir.
Ayrica ates, soguk alginhigi, grip ve diger viral enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmistir (Al-Snafi, 2017; Dutta ve Mahanta, 2016). Litvanya halk tibbinda ise
karaciger hastaliklarinin tedavisinde ve ishale karsi1 tedavi ajani olarak kullanilmistir

(Judzentiene vd., 2016).

E. cannabinum tirii sitotoksik, antiinflamatuar, antibakteriyel, antifungal,

immiinolojik vb. 6zelliklere sahiptir (Abuali vd., 2021; Judzentiene vd., 2016). E.



cannabinum ugucu yagi, monoterpen tiirevleri ve seskiterpen laktonlar igerir.
Baglicalar1  eupatoriopicrin, polifenoller, flavonoidler (eupatorin), pirolizidin
alkaloidler (supinin, likopsamin), tanenler, terpenoidler (¢esitli mono- ve
seskiterpenoidler, diterpenler ve triterpenler dahil), klorojenik asit, heteroksilanlar,
saponinler ve immiinoaktif polisakkaritler, benzofuranlar ve dihidrobenzofuranlardir

(Al-Snafi, 2017; Ionita vd., 2013; Jarco vd., 2021; Judzentiene vd., 2016).

Sekil 1. 1 Eupatorium cannabinum toprak iistii kismi (Purcaru vd., 2015)

E. cannabinum, Avrupa, Kuzey Amerika, Orta Amerika, Asya, Kuzeybat1 Afrika'da
yaygin olan otsu bir bitkidir (Al-Snafi, 2017; Garcia-Oliveira vd., 2021). Tiirkiye'nin
Trakya, Karadeniz ve Akdeniz boélgesinde bulunmaktadir (Temizer ve Tiirkmen,
2015). Yaygin olarak koyun pitragi, St. John’s otu, kenevir agrimonya, baldiran
maydanozu, kutsal halat veya Hint ague kokii olarak bilinmektedir. Bitki ¢cok yillik
olmasimin yani sira 30-175 cm yiiksekligindedir (Judzentiene vd., 2016; Piwowarski
vd., 2018). Kirmizims1 gévdeli, dar yaprakeiklara boliinmiis yapraklart olan ve minik
acik pembe veya kubbeli kiimeler olusturan mor ¢igekli bir bitkidir (Judzentiene vd.,
2016). Cicek saplar1 ¢ok tiiylii, orta ve alt kisimlari ise tiiystizdiir. Yapraklar karsilikli
dizilmis, ~ 5 mm kisa sapli; orta ve alt yapraklar diizensiz loblu; merkezi lob eliptik

veya dar biiyilik bir mizrak seklinde, 6-11 x 2-3 cm boyutunda, taban kama seklinde



veya genisce kama seklinde, tepe sivri uglu veya uzun sivri uglu; yan loblar merkezi
lobla ayni1 sekle sahip olup daha kiiciiktiir. Ust gdvde yapraklar giderek daha kiiciik,
diizensiz loblu veya basit; antezle dokiilen alt gévde yapraklari, gévde yapraklarinin
tamamu yipranmis, oldukea kalin, seyrek tiiyli, salgili ve damarlarda daha yogun tiiyli,
yan damarlar bes veya alt1 ¢iftli, kenarlar tirtikli ve dalgalidir (Al-Snafi, 2017). Sekil

1.1°de Eupatorium cannabium toprak Ustli kism1 goriilmektedir.

E. cannabinum bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi asagida belirtilmistir (Al-Snafi,

2017):

Alem: Plantae

Alt Alem: Viridiplantae
Infra Alem: Streptophyta
Ust Boliim: Embryophyta
Boliim: Tracheophyta
Alt Bolim: Spermatophytina
Smif: Magnoliopsida

Alt Sinif: Asteranae
Takim: Asterales

Aile: Asteraceae

Cins: Eupatorium

Tir: Eupatorium cannabinum L.

14 Kanser

Biiylime ve gelismeden sorumlu olan kontrol mekanizmalarinin bozulmas1 hiicrenin
kontrolsiiz boliinmesine sebep olmaktadir. Bu kontrolsiiz boliinme sonucu doku ve
organlarda goriilen bir hastalik olan kanser olusmaktadir (Saniye vd., 2021). Kanser,
hiperproliferatif bir hastalik olarak kabul edilmistir. Bu hastalik, geri doniisii olmayan
hiicre degisikligi, apoptoz diizensizligi, cogalma, istila, anjiyogenez ve metastaz igerir
(Ashtiani vd, 2017). Hem genetik hem de cevresel kosullarin etkisiyle olugmasi
sebebiyle kompleks bir durumdur. Tek bir organi veya yayilarak uzaktaki organlar1 da

etkileyebilmektedir (Baile vd., 2021; Baykara, 2016).



Normal hiicrelerden tiimor hiicrelerine gegis sirasinda, kanserin aywrt edici
ozelliklerinden bazilar1 degisiklik olarak tanimlanmistir. Bu degisiklikler arasinda,
hiicre dongiisii ile iliskili proteinlerin ekspresyonunda veya aktivitesindeki
degisiklikler, 6nemli bir rol oynar. Coklu sinyal iletim yollarinin siirekli olarak
uyarilmast ayni zamanda hiicre gelisimini de destekler. Hiicre metabolizmasinda
meydana gelen degisiklikler kanser kok hiicrelerinin hayatta kalma stratejisinin bir
parcast olabilir. Kanser hiicrelerinin oliimsilizlesmesi, apoptozun inhibisyonu ve
hiicrelerin sonsuz boliinme yetenegi gibi 6zellikler, kanser gelisiminde 6nemli bir rol
oynar. Bu siire¢lerin bir sonucu olarak, kanser hiicreleri normal hiicrelerden farklilagir
ve agresif bir sekilde ¢ogalir. Bu sebeple kanser olusumunda birgok molekiiler ve

genetik degisiklik rol oynar (Baile vd., 2021).

Kanser tedavi yontemleri tipik olarak zorlu ve maliyetlidir. Genellikle yalnizca maddi
olarak belirli bir refah seviyesine ulagsmis lilkelerde yasayan bireyler tarafindan
kullanilabilmektedir (Hausman, 2019). Tedavi i¢in baz1 standartlar belirlenmistir.
Fakat her kanser tiirline O6zgii farkli yaklasimlar ve tedaviler uygulanmaktadir

(Baykara, 2016).

Diinyada oliim sebepleri arasinda ikinci sirada olan kanser, alti 6liimden birinin
sebebidir (Saniye vd., 2021). Kanser prevalansi giderek arttigi i¢in tiim insan
toplumlarinin saghigim etkileyen ciddi bir sorun haline gelmistir (Feng vd., 2019;
Siegel vd., 2023). Kanserin sebep oldugu oliimler genellikle diisiik ve orta gelirli
tilkelerde gortilmektedir (Saniye vd., 2021).

Sekil 1.2°de gosterildigi gibi 2022 yilinda 20 milyona yakin yeni kanser vakasi ve 9,7
milyon kanserden 6liim meydana gelmistir. Global Kanser Gozlemevi [The Global
Cancer Observatory (GCO)] verilerine gore tahmini yeni vakalarda insidans akciger
kanseri i¢in %12,4; meme kanseri i¢in %11,5; kolorektal kanser i¢in %9,6; prostat
kanseri i¢in %7,3; mide kanseri i¢in %#4,8; karaciger kanseri i¢in %4,3 olarak
bildirilmistir. Oliim oran1 ise akciger kanserinde %18,7; kolorektal kanserde %9,3;
karaciger kanserinde %7,8; meme kanserinde %6,9; mide kanserinde %6,8; pankreas

kanserinde %#4,8’dir. Tiirkiye i¢in ise bu durumun benzer oldugu sdylenebilir. Akciger



kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve tiroid kanseri ilk beste yer

almaktadir (GCO, 2024).

Insidans Mortalite

Diger kanserler
%350,1

Karaciger ?
kansen
Ye4,1

20 milyon yeni vaka 9.7 milyon 6lim

Sekil 1. 2 Her iki cinsiyet i¢in 2022'de vaka ve dliim dagilimi (GCO, 2024)

1.4.1 Prostat Kanseri

Prostat, erkek ilireme sistemindeki en biiylik yardimci bezdir. Prostat hastaligi,
genellikle prostatit, prostat hiperplazisi ve prostat kanserini igeren yetiskin erkeklerde
yaygin bir hastaliktir. Prostatit daha ¢ok orta yashi ve geng erkeklerde, prostat
hiperplazisi daha ¢ok orta yash ve yash erkeklerde goriiliir ve bu durumlar tedavi
edilebilirdir. Ancak prostat kanseri erkeklerde en sik rastlanan kanserdir ve erkeklerde

kansere bagli 6liimlerin en sik nedenleri arasindadir (Gu vd., 2021).

Ilerleyen yas, aile dykiisii ve belirli genetik mutasyonlar ve kosullar, belirlenmis tek
risk faktorleridir; ancak sigara igmenin, asir1 viicut agirliginin ve bazi beslenme
faktorlerinin riski modiile etmede spekiilatif rolleri vardir (Bray vd., 2024). Prostat
kanserinin gelisimi, genomun yapisi ve islevi lizerindeki genetik ve epigenetik
degisiklikler tarafindan yonlendirilir. Bu degisiklikler kanser hiicresi ve doku tipine
gore farklilik gosterebilir. Bu nedenle, her kanser hiicresi tipinin ilerlemesi,
davraniglarina ve tedaviye yanitlarina bagl olarak biiyiik 6l¢iide degisebilir (Batir vd.,

2019). Mevcut tedavi segenekleri; cerrahi tedavi, hormon tedavisi, radyasyon tedavisi



ve kemoterapidir. Bu tedaviler kanseri iyilestirebilse de genellikle olumsuz ve toksik
yan etkilere sebep olmaktadir (Ghagane vd., 2017). Prostat kanseri olduk¢a heterojen
bir klinik seyir gosterir. Baz1 hastalar ilerlemeden yillarca yasayabilirken, digerleri
daha agresif bir sekilde hizla metastaz yapip tedavi edilemez hale gelebilmektedir

(Chen vd., 2021).

Prostat kanseri, 50 yasin lizerindeki erkeklerde gozlenen, hormona bagimli, gelismis
ilkelerde erkeklerde en sik goriilen malignite tiiriidiir (Ghagane vd., 2017). Kanserin
ilk evrelerinde androjene bagimli biiylime goriiliirken, zamanla bu durum androjenden
bagimsiz biiylimeye gecis yapabilir. Nikotinik asetilkolin reseptorii sinyal yolu,
kanserle iliskili ¢esitli yollari etkileyerek tiimor hiicresi proliferasyonunu, metastazi ve
anjiyogenezi tesvik eder (Qi vd., 2020). Androjenik hormonlarin baskilanmasi, prostat
kanserinin ileri evresindeki tek etkili sistemik tedavidir (Aras ve Yerlikaya, 2016).
Prostat kanseri hiicrelerinde bulunan dstrojen reseptorii f (ERp), dstrojen sinyalinin
diizenlenmesinde rol oynadigindan bu reseptoriin antiproliferatif etkileri ve timor
baskilayici rolii, prostat kanseri tedavisinde potansiyel bir hedef olabilir (Chaurasiyaa
vd., 2020; Xiao vd., 2019). Ayrica, vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii
(VEGFR) anjiyogenez ve kanserin ilerlemesi iizerinde etkilidir. Bu sinyal yollari,
prostat kanserinin patogenezinde énemli bir rol oynar ve tedavi stratejileri icin hedef

alinabilir (Yamamura vd., 2021).

2022 yilinda 10,3 milyona yakin erkek bireyde yeni kanser vakasi ve 5,4 milyon
kanserden 6liim meydana gelmistir. GCO verilerine gore erkek bireylerde tahmini yeni
vakalarda insidans akciger kanseri i¢in %15,3; prostat kanseri i¢in %14,2; kolorektal
kanser i¢cin %10,4; mide kanseri i¢in %6,1; karaciger kanseri i¢in %35,8; mesane
kanseri igin %4,6 olarak bildirilmistir. Oliim orani ise akciger kanserinde %22,7;
karaciger kanserinde %9,6; kolorektal kanserde %9,2; mide kanserinde %7,6; prostat

kanserinde %7,3; 6zofagus kanserinde %5,9’dur (Sekil 1.3).
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Sekil 1. 3 Erkeklerde 2022'de vaka ve 6liim dagilimi1 (GCO, 2024)

1.4.1.1 PC-3 hiicre hatt

Kemige metastaz yapan insan prostat adenokarsinomundan bir epitel hiicre hatt1 olan
PC-3 hiicre hatti, 1979 yilinda IV. klinik evrede olan 62 yasindaki beyaz erkek
hastadan izole edilmistir. PC-hiicrelerinin biiylime i¢in seruma bagimliligi normal
prostatik epitel hiicreleriyle karsilastirildiginda biiyiik 0lclide azalmistir ve
androjenlere, glukokortikoidlere, epidermal veya fibroblast biiylime faktorlerine yanit
vermez. Genel olarak PC-3'iin fonksiyonel ve morfolojik 6zellikleri, az farklilagmis
adenokarsinom ile aynidir (Kaighn vd., 1979). Adenokarsinomlar genellikle yavas
biiylir ve hormon tedavisi ile iyilestirilebilir. Ancak, nadir olarak PC-3 hiicre hatt1 gibi
daha agresif olanlar hormonal tedaviye direnglidirler. Bu sebeple bu hiicre hatt1 tibbi
caligmalarda prostat kanseri iizerine en ¢ok arastirilan hiicre hatlarindandir (Tai vd.,

2011).

1.4.2 Rahim Agz1 Kanseri

Kadin viicudundaki iireme sistemi uterus, serviks, fallop tiipii ve overden olusur.

Rahim kalgalar ile fallop tiipii arasinda yer alirken, yumurtalik sag ve sol
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pozisyonlarda bulunur. Serviks, rahim girisini veya rahmin vajinaya baglanan en alt
kismini ifade eder. Bu kanser tiirli rahim agzina saldiran kotii huylu bir tiimor olarak
bilinir. Aslinda, rahim agz1 kanserinin neredeyse %901 rahim agzindaki skuamoz
hiicrelerden baslarken, geri kalani1 rahim agz1 ¢izgisi i¢cindeki bez hiicrelerinden rahme
dogru meydana gelir. Rahim agzi kanserine yol agan faktorler arasinda insan papilloma
viriisii (HPV), sigara kullanimi, geng yasta cinsel iliski, tekrarlanan cinsel partner
degisiklikleri ve herpes genitalis enfeksiyonu yer almaktadir (Putri, 2015). Rahim agz1
kanseri cogunlukla 35 ila 44 yaslarindaki kadinlarda teshis edilir. Diisiik ve orta gelirli
tilkelerin karsilagtig1 serviks kanseri yiikii, yliksek gelirli lilkelerden 6nemli Slgiide
daha fazladir. Ilging bir sekilde, rahim agz1 kanserine genellikle enfeksiydz ajanlar,
yani HPV neden olur. Chlamydia trachomatis'in neden oldugu ko-enfeksiyonlar,
transformasyon bolgesindeki endoservikal hiicrelerde kronik enfeksiyonu baslatabilir,
bu da hiicreleri onkojenik HPV enfeksiyonlarina maruz birakir (Small Jr vd., 2017).
Rahim agzi1 kanseri dnlenebilir ve tedavi edilebilir olmasina ragmen en sik rastlanilan
ve O0liim orani1 yliksek kanserlerdendir (Stelzle vd., 2021). Su anda, rahim agz kanseri
oliimlerinin >%85'1 diisiik ve orta gelirli lilkelerde meydana gelmektedir. Gelismekte
olan iilkelerdeki kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir (Bedell vd.,

2020).

Insidans Mortalite

Diger kanserler
Fe40.4

ahim agz1 kanseri
%81

Korpus uten kanser
%43

im agz1 kanseri Mide kanseri

Yab,4 %468 %S4

Kearaciger kansenl

%e3.3

9.7 milyon vem vaka 4.3 milyon &liim

Sekil 1. 4 Kadinlarda 2022'de vaka ve 6liim dagilimi (GCO, 2024)
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2022 yilinda 9,7 milyona yakin kadin bireyde yeni kanser vakasi ve 4,3 milyon
kanserden 6liim meydana gelmistir. GCO verilerine gore kadin bireylerde tahmini yeni
vakalarda insidans meme kanserinde %23,8; akciger kanserinde %9,4; kolorektal
kanserde %8.,9; rahim agz1 kanserinde %6,8; tiroid kanserinde %6,4; korpus uteri
kanserinde %4,3 olarak bildirilmistir. Olim orani ise meme kanseri i¢in %15,4;
akciger kanseri i¢in %13,6; kolorektal kanser i¢in %9,4; rahim agzi kanseri i¢in %38, 1;

karaciger kanseri i¢in %35,5; mide kanseri i¢in %5,4 tiir (Seki 1.4) (GCO, 2024).

1.4.2.1 HelLa hiicre hatt1

1951 yilinda HeLa hiicre hatti, rahim agzi kanseri olan Henrietta Lacks isimli bir
hastadan elde edilen Oliimsiizlestirilmis ilk insan hiicre hattidir. Diger kanser
hiicreleriyle karsilastirildiginda anormal sekilde bir hizla gogalirlar. Ostrojen reseptorii
geninin HeLa hiicrelerine enfeksiyon yoluyla dahil edilmesi (Maminta vd., 1991) ve
androjen reseptorii mutasyonlarinin g¢esitli X'e bagl hastaliklarla iliskilendirilmesi
sebebiyle (De Vos vd., 1994), HelLa hiicrelerinin transferrin baglama yetenegi
izerinde Ostrojen ve androjenin varlifinda degisiklik gosterebileceginden dnemlidir
(Ward vd., 1982). HeLa hiicreleri diger bir¢ok kanser hiicreleri gibi telomeraz
enziminin aktif formuna sahiptir. Stirekli olarak kopyalanan telomerler, yaslanmaya
ve hiicre 6liimiine neden olup kisalmalarini 6nler. Boylece sonsuz hiicre boliinmesi ve
Oliimsiiz hiicre hatt1 olusur (Stump, 2014; Giizelel, 2021). HeLa hiicre hatti, insan
hiicresel ve molekiiler biyolojisini incelemek i¢in en yaygin kullanilan model hiicre

hattidir (Kahya, 2022).

1.5  Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyaller; insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde bulasici hastaliklar1 6nlemek
ve tedavi etmek amaciyla kullanilan ilaglar olup antibiyotikler, antiviraller,
antifungaller ve antiparaziterleri kapsamaktadir. Antimikrobiyal direng, bakteri,
mantar, viriis ve parazit gibi mikroorganizmalarin antimikrobiyal ilaglara kars1 yanit
alimamadiginda olusturdugu bir durumdur. Diren¢ olusmasi sonucu antimikrobiyal
ilaclar etkisiz hale gelerek tedaviyi zorlastirmaktadir. Bu da hastaligin ciddiyetini

arttirarak ilerlemesine, sakatlik meydana gelmesine veya 6liime sebep olabilmektedir.
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Bu direng sorunu bir siire sonra patojenlerdeki genetik degisikliklerle olusan dogal bir
stirecten ibarettir. Bu siirecin ortaya ¢ikmasi ve yayilis gostermesi antimikrobiyallerin

asir1 ve yanhis kullanimi1 sebebiyle hiz kazanmaktadir (WHO, 2023).

20. yiizyillda antibiyotiklerin altin ¢agi olarak adlandirilan donemde kesfedilen
antibiyotiklerin yaygin olarak kullanilmasi antibiyotik direncinin meydana gelmesine
sebep olmustur (Dokumaci, 2024). Antibiyotikler giiniimiizde halen bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak bazi bakterilerin ilaclara karsi
gelistirmis olduklar1 diren¢ sorun olusturabilmektedir. Ilaglarin hiicreye girisinin
engellenmesi, antibiyotiklerdeki enzimlerin inaktivasyonu, antibiyotik hedeflerinin
degismesi vb. gibi c¢esitli mekanizmalar bakterilerde ila¢ direncine sebep

olabilmektedir (Junejo vd., 2023).

Mantarlarda direng yavas gelismekte olup mantar ilaglarinin hastaligi 6nleme ve tedavi
amaciyla gelisigiizel ve zamansiz kullanimi direng gelisimine sebep olabilmektedir
(Yegenoglu, 2012). Mantarlardaki ilag direncinin mekanizmasi primer veya
sekonderdir. Bu olusan diren¢ bireysel faktorlerle iligkili olabilmekle birlikte
mantarlarin ilag¢ ve/veya ilag sinifinakarsi etki mekanizmasini engellemesi ya da diisiik
miktarda ilag olmasi sebebiyle de kazanilmis olabilmektedir (Seyedmousavi vd.,

2015).

1.6  Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama) Mekanizmasi

Antibiyotigin kesfi insanlik tarihinin en 6nemli olaylar1 arasinda yer almaktadir. Fakat
bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirmis oldugu direng sebebiyle alternatif yollarin
kesfedilmesi gerekmektedir. Quorum Sensing (QS) antibiyotikler i¢in alternatif bir
tedavi yontemi olarak Ongoriilmektedir. QS, bakterilerin viriilans faktorlerinin
sentezini kii¢lik sinyal molekiilleri araciligiyla birbirleriyle iletisim kurarak fizyolojik
ve biyokimyasal aktiviteleri diizenledigi bir sistemdir. Bakterilerde QS sinyal
molekiilleri olarak bazi otoindiiktorler tanimlanmistir. Bunlar Gram-pozitif bakteriler
tarafindan kullanilan otoindiikleyici peptitler (AIP), Gram-negatif bakteriler
tarafindan kullanilan N-a¢il homoserin lakton (AHL) ve hem Gram-pozitif hem de

Gram-negatif bakteriler tarafindan kullanilan otoindiiktor-2'dir (AI-2). Bu sinyal
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molekiilleri, biyofilm olusumu, swarming hareketi, toksin, ekzopolisakkarit ve
pigment iiretimi gibi ¢esitli viriilans faktorlerinin sentezini regiile etmektedir. Bundan
dolayr anti-QS ajanlarinin, enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede kullanilabilecegi

diistiniilmektedir (Al Kateeb vd., 2022).

1.6.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum, dogada serbest yasayan, Gram negatif, fakiiltatif
anaerobik, spor olusturmayan, viyolasin adi verilen mavi-mor renkli pigment iireten
Betaproteobacteria sinifindan bir bakteri tiiriidiir. Subtropikal ve tropikal bolgelerdeki
cesitli ekosistemlerde hakimdir. Agresif firsatg1r bir patojen haline gelebilen, ¢ogu
zaman Oliimciil hayvan ve insan enfeksiyonlarina ve yiiksek 6liim oranlarina sebep

olabilen tipik bir saprofittir (Dimitrova vd., 2023).

Daha once ifade edildigi gibi QS, hiicre yogunluguyla ilgili bir olgudur. Hiicre
yogunlugu arttiginda AHL tretimi de artmakta ve ortamda birikmektedir. Ortamda
biriken sinyaller, bakteri hiicrelerine pasif diffiizyonla girer ve sitoplazmada bulunan
CviR (Chromobacterium violaceum quorum sensing reseptorii) ile baglanarak stabil
bir protein-ligand kompleksiolusturur. Sonug olarak olusan AHL-CviR kompleksi, vio
operonunun promotor bolgesine baglanarak onun transkripsiyonunu aktive eder ve
viyolasin pigmentinin iiretimi gerceklesir. Ote yandan hiicre yogunlugu diisiik
oldugunda AHL konsantrasyonu esigin altinda kalir ve sinyal-reseptdr kompleksi,
pigment iiretimini etkin kilamaz (Kothari vd., 2017). Sekil 1.5’te Chromobacterium
violaceum’un viyolasin pigment {retiminde kullandigt QS mekanizmasi

goriilmektedir.
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Sekil 1. 5 Chromobacterium violaceum’un QS mekanizmasi (Duran vd., 2016)

C. violaceum CV026, QS calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir biyosensor
sustur. Bu sus, C. violaceum ATCC 31532 susunun mini-T5 mutantidir. Diger bir
ifadeyle cvil tarafindan kodlanan AHL sentatazi defektifdir. Bundan dolay1 sadece
eksojen sinyal molekiillerini algilayarak viyolasin pigmentini iiretebilir (Dimitrova

vd., 2023; Kothari vd., 2017).

C. violaceum suslarmin farkli uzunluklarda AHL'ler kullandig1 bilinmektedir. Ornegin
C. violaceum ATCC 12472 susu, QS sinyal molekiilii olarak uzun karbon zincirine
sahip AHL molekiillerini kullanirken, CV026 susu kisa zincirli AHL molekiillerini
kullanir. C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum CV026 suslar1 QS
arastirmalarinda yaygin kullanilan bakteri suglaridir. Viyolasin pigment {iretimi
kolaylikla tespit edilip Olciilebilir ve dolayisiyla potansiyel quorum sensing inhibitor
molekiillerinin taranmasi i¢in kullanilir. QS inhibisyonu, bakterileri 61diirmeden veya
biliylimelerini engellemeden viriilans faktorlerinin salgilanmasini azaltmalidir. Bu
olgu, patojen iizerinde secici baski olusturmadan viriilansinin inhibe edilmesini

hedefler (Dimitrova vd., 2023).

1.7  Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Mikroskobun  bulunmasi ve  gelistirilmesiyle  mikroorganizmalarim  kesfi
gerceklesmistir. Bu kesfi gerceklestiren mikroorganizmalar1 mikroskop altinda ilk

tanimlayan ve inceleme yapan 17. ylizyilda yasayan Antony Van Leeuwenhoek’tur
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(Kartal vd., 2021). Biyofilmlerin karmagsik bakteriyel yapilar oldugu da yine
1670"erde ilk kez Anton Van Leeuwenhoek tarafindan kendi disindeki plaktan aldig:
stirlintiiyii mikroskop altinda incelemesi ve mikroorganizmalarin yalniz degil kiimeler
halinde oldugunu gézlemlemesiyle ortaya ¢ikmistir (Kartal vd., 2021; Kauser vd.,
2023). Fakat bunun biyofilm oldugunu tanimlayamamuistir. Costerton 1970’li yillarda
akarsularda bulunan bakterileri incelediginde yiizeye tutunarak balgik gibi bir yapi
olustugunu bildirmistir. 1973 yilinda Caracklis, endiistriyel su tesislerindeki
mikroorganizmalar1 incelemistir. Bu mikroorganizma topluluklarinin yiizeye siki bir
sekilde tutunduklarini ve klor benzeri dezenfektanlara karsi ¢ok direngli oldugunu
gbzlemlemistir. 1978 yilinda Costerton yaptigi calismalardaki bilgilerle bu olusan
direncli yapiy1 tanimlamak i¢in “biyofilm” terimini ilk defa kullanmistir (Kartal vd.,

2021).

Mikroorganizmalar zorlu c¢evre sartlarinda yasamini devam ettirebilmek igin
fenotiplerini degistirerek bu kosullara uyum saglamak zorundadirlar. Bunu biyofilm
olarak adlandirilan, canli ve cansiz yiizeylere yapisip ¢ok hiicreli topluluklar
olusturarak gerceklestirmektedirler. Biyofilm olusum asamalart Sekil 1.6’da
gosterilmistir. Ik olarak  mikroorganizmalar  yiizeye tutunur. Tutunan
mikroorganizmalar kolonizasyon ve mikrokoloni olusumunu gergeklestirir. Burada
bakteriler yiizeye tutunduktan sonra hiicreler boliiniir ve ¢ogalir. Bu sebeple birkag
hiicreden olusan bir koloni olusturulur. Biyofilm tabakasi olgunlasarak hiicreler arasi
etkilesimler artar ve direngli bir hal alir. Son olarak, baglanmayan hiicreler biyofilm

ylizeyinden kopar ve daha sonra bu hiicreler yeni ylizeylere veya ortamlara yayilabilir.
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Sekil 1. 6 Biyofilm olusum asamalar1 (Temel ve Erag, 2018)
1.7.1  Staphylococcus aureus ATCC 25923

Onemli bir insan patojeni olan S. aureus, biyofilm inhibisyon deneylerinde yaygin
olarak kullanilan Gram-pozitif hiicre duvarina sahip kok morfolojisinde bir bakteri
tiirtidiir. S. aureus ATCC 25923 susu, standart laboratuvar test kontrol susu olarak
kullanilan, Seattle 1945 isimli bir klinik izolattir. Metisilin de dahil olmak tizere ¢esitli

antibiyotiklere kars1 duyarlidir (Ma vd., 2012; Treangen vd., 2014).
1.8 Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, Eupatorium cannabinum tiiriiniin toprak iistii kistmlarindan maserasyon
ve ultrasonikasyon yontemleri ile hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin
antikanser, antimikrobiyal, anti-quorum sensing ve anti-biyofilm aktivitelerinin
arastirilmas1 amaglanmistir. Ekstraktlarin antikanser aktivitesi PC-3 prostat kanseri ve
HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatlarina kars1 test edilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi
insan patojenlerini temsilen alti Gram-negatif (Acinetobacter haemolyticus ATCC
19002, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028) ve iic Gram-pozitif (Bacillus subtilis ATCC
6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923)
bakteri ile bir maya (Candida albicans ATCC 10231) olmak iizere toplam 9 bakteri ve
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1 maya susuna kars1 test edilmistir. Anti-quorum sensing aktivite Chromobacterium
violaceum CV026 mutant susuna kars1 test edilmistir. Anti-biyofilm aktivite deneyleri
ise Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi test edilmistir. Anti-quorum
sensing ve anti-biyofilm c¢alismalar1 Eupatorium cannabinum tiirli i¢in literatiirde ilk

olma niteligi tasimaktadir.

19



2. LITERATUR OZETi

2.1  Eupatorium Cinsi Antikanser Calismalari

T1bbi bitkilerin hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki 6nemi kansere yonelik tedavi
icin bir umut olmustur. Eupatorium iiyelerinin antikanser etkinliginin incelendigi
bir¢ok calisma mevcuttur. Eupatorium cannabinum kloroform ve su ekstraktlarinin
BT-20 (insan meme kanseri hiicre hatt1), HepG2 (insan karaciger kanseri hiicre hatti),
Caco-2 (insan kolon kanseri hiicre hatti) ve Jurkat (I6semi hiicre hatti) hiicreleri
tizerindeki antikanser aktivitesi degerlendirilmistir. Jurkat hiicreleri her iki ekstratta da
duyarliyken diger hiicre hatlar1 sadece kloroform ekstraktina karst duyarlilik
gdstermistir. Igerigindeki metoksillenmis flavonlar bakimindan zengin olan kloroform
ekstrakti, test edilen hiicre hatlarinin ¢cogu {lizerinde 24 saatlik maruziyetin ardindan
orta derecede sitotoksik etkiye sahipken yliksek miktarda kafeik asit ve rutin iceren su
ekstrakti 48 saatlik maruziyetin ardindan belirli bir sitotoksik etki gostermistir
(Grigore vd., 2018). E. cannabinum etanol ekstraktinin HT29 (kolon kanseri hiicre
hatt1) hiicreleri tizerindeki antikanser aktivitesi arastirilmistir. Ekstrakt hiicre hatt
izerinde mitotik bozulmaya ve apoptotik olmayan hiicre 6liimiine yol agan sitotoksik
aktiviteye sahiptir. Etanol ekstrakti ve bisfenol A'ya birlikte maruz kalma, 6zellikle en
diisiik ekstrakt konsantrasyonu i¢in mitotik anomalileri artirmis, ancak canlilik
tizerinde 6nemli bir etki tespit edilmemistir. Aksine, etanol ekstraktinin doksorubisin
(DOX) ile birlikte maruziyeti, DOX ile indiiklenen hiicre dongiisii durmasini
etkilemeden, tiim etanol ekstrakti konsantrasyonlar1 i¢in DOX ile iligkili olarak hiicre
canliligmmi azaltmistir (Ribeiro-Varandas vd., 2014). Baska bir calismada, E.
cannabinum bitkisinin toprak {stii kisimlar1 kullanilarak maserasyon yontemi ile
hazirlanan kloroform ekstraktinin MCF-7 (insan meme kanseri hiicre hatt1) hiicreleri
tizerindeki antikanser aktivitesi aragtirilmistir. Kloroform ekstraktinin alt fraksiyonlari
ve eucannabinolide iizerine arastirma yapildigindan eucannabinolide daha etkili

olmustur (Abuali vd., 2021).

Eupatorium macrocephalum, Eupatorium pedunculosum ve Eupatorium laevigatum

maserasyon su ve etanol ekstraktlart HT29 (insan kolon adenokarsinom hiicre hatt1)
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ve NCI-H460 (insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatt1) ve U373 (insan
glioblastoma hiicre hatt1) hiicrelerine karsi test edilmistir. Test edilen Eupatorium

tiirlerinin sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir (Monks vd., 2002).

E. japonicum bitkisinden izole edilen ana biyoaktif bilesik olan eupatoriopicrinin,
nitrik oksit tiretimini inhibe ederek giiclii anti-inflamatuar ve sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, eupatoriopicrin'in, MCF-7, HepG2 ve NTERA-2
insan kanser hiicre hatlarini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi ve NTERA-2 hiicre hattinda
apoptoz indiiksiyonuna yol actigi bulunmustur. Bu calisma, eupatoriopicrin’in
enflamasyon ve kanser hastaliklarin1 hedef alan bir 6ncii bilesik olabilecegini ortaya
koymaktadir (Phan vd., 2021). Chang ve arkadaslarinin (2021) yaptig1 ¢calismada E.
fortunei 'nin toprak {istli kismindan bes yeni ve on bir bilinen bilesik izole edilmis ve
tanimlanmistir. Belirlenen eupatodibenzofuran A bilesiginin, mitokondriyal ve
kaspaz-3'e bagimli yollar yoluyla A549 ve MCF-7 hiicrelerinin apoptozunu belirgin
sekilde indiikledigi tespit edilmistir.

E. adenophorum'un hepatoseliiler karsinom (HCC) iizerindeki farmakolojik etkileri
incelenmistir. Esansiyel yagim, HCC hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve
apoptozu tesvik ettigi saptanmistir (Chen vd., 2018). E. odoratum bitkisinin aseton ve
etil asetat ekstraktlarinin MCF-7 kanser hiicreleri lizerinde giiglii sitotoksik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Harun vd., 2021). E. littorale bitkisinden elde edilen
eupafolin ve hispidulin flavonlarinin sitotoksik etkileri arastirilmistir. HeLa

hiicrelerinde canlilig1 azalttig1 gézlemlenmistir (Herrerias vd., 2010).

E. lindleyanum bitkisinin icerik analizinde tespit edilen seskiterpenoidlerin, TNBC
(triple negatif meme kanseri) hiicre hatlarina kars1 antikanser aktivitesi arastirilmistir.
Ozellikle, Eupalinolide J ve Eupalinolide O bilesikleri anti-TNBC aktivite gdstermistir
(Yang vd., 2019). E. lindleyanum DC'den elde edilen yeni bir seskiterpen lakton
F1012-2'nin kanser hiicreleri iizerindeki etkisi incelenmistir. F1012-2'nin on insan
meme kanseri hatt1 lizerindeki antikanser aktiviteleri arastirilmis ve TNBC i¢in TNBC
olmayan hiicre hatlarina gére 6nemli dl¢giide daha diisiik ICso degerleri elde edilmistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde p53'i yikmak i¢in kullanilmistir. F1012-2'nin 6nemli bir
antikanser etki sergiledigi ve MDA-MB-231’in p53 ekspresyonunu azalttigi
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belirlenmistir (Wang vd., 2022). E. lindleyanum DC'den izole edilen yeni bir bilesik
olan Eupalinolide O'nun, insan MDA-MB-468 meme kanseri hiicreleri lizerinde etkili
antikanser aktivite sergiledigi ve Eupalinolide O'nun MDA-MB-468 hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi zaman ve konsantrasyona bagl olarak arttig1 bulunmustur (Yang vd.,

2016).

2.2 Eupatorium Cinsi ile Antimikrobiyal Calismalar

Patojen mikroorganizmalarin sentetik ilaglara karsi1 direng kazanmalar1 sebebiyle
bitkilerin potansiyel yeni antimikrobiyal ajanlar olabilecegi diisliniilerek caligsmalar
yapilmaktadir. Eupatorium {iyelerinin antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi birgok
calisma mevcuttur. Asteraceae familyasina ait g¢esitli bitkilerin etanol ekstraktlari,
Escherichia coli, Saccharomyces cereuisiae ve Candida albicans'a Karsi
antimikrobiyal aktiviteleri acisindan incelenmistir. Eupatorium cinsine ait test edilen
tiirler; Eupatorium fortunei Turcz. bitkisinin toprak Ustii kisimlar1 ve Eupatorium
purpureum L. bitkisinin kok kisimlaridir. Test edilen bitkilerde antimikrobiyal etki

gbzlenmemistir (Wat vd., 1980).

E. serotinum ve sekiz diger bitkinin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin antifungal aktivitesi incelenmistir. Ozellikle, E. serotinum'un esansiyel yagi,
Cryptococcus neoformans'a karst onemli bir antifungal etki gostermistir (Lawson vd.,
2020). 26 farkl bitkinin ugucu yaglar1 Botrytis cinerea mantarina karsi taranmastir.
Bunlarin i¢inden, Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus citriodora, Eupatorium
cannabinum, Lawsonia inermis, Ocimum canum, O. gratissimum, O. sanctum, Prunus
persica, Zingiber cassumunar ve Z. officinale nin esansiyel yaglar1 antifungal aktivite

sergilemistir (Tripathi vd., 2008).

E. adenophorum, Artemisia houstonianum ve Lantana camara bitkilerinden elde
edilen ucucu yaglarin antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. E. adenophorum
esansiyel yaginin Arthrobacter protophormiae, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Rhodococcus rhodochrous ve Staphylococcus aureus'a karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigi goriilmistiir. A. houstonianum esansiyel yagi, M. luteus ve R. rhodochrous'a

kars1 antibakteriyel aktivite gosterirken, diger organizmalara etkili olmamistir. L.
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camara esansiyel yagi ise A. protophormiae, M. luteus, R. rhodochrous ve S. aureus'a
kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Ancak, E. coli'ye karsi etkili olmamistir
(Kurade vd., 2010). E. adenophorum yaprak ekstrakti kullanilarak glimiis
nanopartikiillerin sentezlenmesi rapor edilmistir. Gilimiis nanopartikiillerin, hem
Gram-pozitif (Staphylococcus aureus) hem de Gram-negatif (Escherichia coli)

bakterilere kars1 bakteriyel inhibitor etkileri oldugu belirlenmistir (Dua vd., 2023).

E. glutinosum Lam. bitkisinin metanol ve etanol ekstraktlari, E. coli DH5-a'ya kars1
etkili olmustur. Ancak E. coli TG1 ve E410AS5 suslarina kars1 aktivite gdstermemistir.
Ekstraktlar, E. coli DH5-a'ya karst antibakteriyel aktivite goOstermistir (Zamora-
Mendoza vd., 2023). E. triplinerve bitkisinin yapraklarimin metanol ekstrakti,
Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus'a karst antibakteriyel etki
sergilemistir. Ayrica, ekstraktin polar olmayan fraksiyonlari, 6zellikle Gram-negatif
bakterilere karsi iyi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bununla birlikte, hidroalkolik
yaprak ekstrakti, ozellikle Gram-negatif bakterilere karsi daha iyi antimikrobiyal
aktivite gostermistir (Matos Lopes vd., 2015).

E. triplinerve’nin yaprak ekstraktlarini kullanarak glimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler)
yesil sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen AgNP'lerin antibakteriyel 6zellikleri
degerlendirilmis ve yaygin patojenlere kars1 etkili oldugu belirlenmistir. AgNP'lerin
antibakteriyel aktivitesi, E. coli, Bacillus, Klebsiella, Salmonella, Staphylococcus ve
Pseudomonas gibi bakterilere karsi test edilmistir. Yaprak ekstrakti kullanilarak
sentezlenen AgNP'lerin, Salmonella, Pseudomonas ve Bacillus iizerinde giiglii
antimikrobiyal etki  gosterdigi = gozlemlenmistir.  Ayrica, Klebsiella ve

Staphylococcus'a kars1 da hafif bir direng gostermistir (Dev vd., 2018).

Eupatorium odoratum, Vernonia cinerea, Mikania micrantha, Tridax procumbens,
Pilea microphylla ve Cuscuta reflexa bitkilerinin farkli biyoaktif bilesiklerini iceren
ekstraktlarinin Escherichia coli, Proteus vulgaris ve Pseudomonas aeruginosa gibi
yaygin bakterilere kars1 antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. E. coli bakterisine
karsi, E. odoratum ve M. micrantha en yiiksek inhibisyon gdstermistir. Proteus
vulgaris'e kars1 ise C. reflexa, M. micrantha ve T. procumbens etkili olmustur. P.

aeruginosa bakterisine kars1 ise C. reflexa, M. micrantha ve E. odoratum etkili
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olmustur. Aseton bitki ekstraktlar, E. coli'ye karsi en etkili olanin E. odoratum
oldugunu gostermistir. P. vulgaris'e karsi ise M. micrantha en yiiksek inhibisyonu
saglamistir. Alkol igeren ekstraktlar, E. odoratum'un gesitli bakterilere karsi etkili

oldugunu gostermistir (James vd., 2018).

E. triplinerve bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
antimikrobiyal etkisinin incelenmesi sonucu ¢esitli bakteri suslarina kars1 orta diizeyde
antibakteriyel ve gii¢lii antifungal aktivite goriilmiistiir. En giiclii antibakteriyel
aktivite Salamella typhae ve Shigella sonnei'ye kars1 kaydedilirken, en zayif antifungal
aktiviteler Macrophomina phaseoline ve Botryodiplodia theobromae'ye Kkarsi
gbzlemlenmistir (Sugumar vd., 2015). Eupatorium adenophorum yapraklarindan elde
edilen yaglarin antifungal 6zellikleri degerlendirilmis ve Phythium myriotylum'u etkili

bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (Liu vd., 2017).

Eupatorium cannabinum L. subsp. cannabinum L. bitkisinin toprak istii kisimlarindan
elde edilen ugucu yag, hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmistir. Test edilen tiim
mikroorganizmalara karsi Onemli aktivite gostermistir. Gram-pozitif bakteriler
arasinda Streptococcus fecalis en hassasidir. Gram-negatif bakteriler arasinda ise

Pseudomonas aeruginosa yaga karsi en diisiik hassasiyeti gostermistir (Senatore vd.,

2001).

Eupatorium odoratum bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yag ve giimiis
nitratin antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. Test edilen mikroorganizmalar arasinda
Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve
Candida albicans bulunmaktadir. Ugucu yag, tiim mikroorganizmalara kars1 dnemli
bir aktivite sergilemistir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesi,
bitki ekstrakti ve glimiis nitrat ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur.
Nanopartikiiller, bakteri tiirlerine kargt mantardan daha aktiftir ve 6zellikle Gram-
negatif bakterilere kars1i daha yiiksek bir antibakteriyel etkinlik gostermektedir
(Elemike vd., 2017).

E. odoratum yapraklarindan elde edilen esansiyel yagin antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir. Yapilan deneylerde, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ve Pseudomonas aeruginosa gibi
insan patojeni bakteriler kullanilmistir. Esansiyel yagin P. aeruginosa'ya karsi en etkili
oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae ve S. pyogenes'e

kars1 da belirgin bir antimikrobiyal etki sergilemistir (Choudhary vd., 2023).

2.3  Eupatorium Cinsi Anti-Quorum Sensing Calismalari

Antimikrobiyal diren¢ gelistiren mikroorganizmalara yonelik tedavinin zorlugu
arastirmacilart anti-QS gibi alternatif tedavi yontemlerine sevk etmistir. Dogal
bitkilerin hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesindeki etkisi bu ¢alismalara anti-
QS ajan1 olabilmesi igin yon vermektedir. Igerisinde E. adonorpum’un da bulundugu
25 tiiriin antibiyofilm etkisi Escherichia coli’ye karst arastirilmistir. Bu bitkilerin
ekstraktlarinin, E. coli biyofilmlerinin olusumunu 6nleme veya var olan biyofilm
tabakalarin1 yikimlama yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Bhandari vd.,2021).
Eupatorium odoratum bitkisinden elde edilen etanol ekstraktlar1 kullanilarak ¢inko
oksit (ZnO) nanopartikiillerinin klinik olarak 6nemli bakteri suglari olan Pseudomonas
aeruginosa PAO1, Escherichia coli MTCC 119 ve Staphylococcus aureus MTCC
7443 {izerindeki etkilerinin incelenmesi sonucunda belirgin bir inhibisyon
gozlenmistir. Ayrica, merkezi vendz kateterleri yesil sentezlenmis ZnO NP'ler ile
kaplayarak ve optimize edilmis siirekli akis modelini kullanarak bu kaplamalarin in
vitro  antibiyofilm  etkinligi  degerlendirilmistir.  Kateterlerin ~ hidrofilik
islevsellestirilmis arayiiziiniin P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus biyofilm olusumunu

onlemede etkili oldugu gozlenmistir (Malhotra vd., 2023).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1  Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Materyalleri

Calismada kullanilan Eupatorium cannabinum bitkisi Kastamonu ilinin Hanonii
ilcesinden MARE 22437 toplayict numarasi ile 18.08.2020 tarihinde toplanmuistir.
Bitkiyi Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri

boliimiinden Dr. Ismail Senkardes tanimlamistir.

Eupatorium cannabinum bitkisi toprak iistii boliimlerinden etil asetat (EA), metanol
(MeOH) ve su ekstraktlar1 maserasyon ve ultrasonikasyon yoOntemleri ile
hazirlanmustir. Ekstraktlar Selguk Universitesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi Prof.
Dr. Gokhan Zengin tarafindan saglanmistir. Maserasyon isleminde bitki 6rneklerinin
toprak iistli boliimleri ayrilarak golge kosullarinda kurutulmus ardindan Ornekler
degirmen araciligiyla toz haline getirilmistir. Her bir boliimiin ekstraktlar1 farkli
teknikler kullanilarak c¢ikarilmistir. Maserasyon tekniginde bitkisel materyalden etil
asetat, metanol ve su coziiciileri ile ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Bitki
materyalleri (5 g), oda sicakliginda (~25°C) 24 saat 100 mL bu ¢o6ziiciiler ile ekstrakte
edilmis ve daha sonra c¢oziiciiler doner buharlastirict yardimiyla uzaklastirilmastir.
Diger ekstraksiyon yontemi olan ultrasonikasyonda ise bitkisel materyal etil asetat,
metanol ve su ile 30 dakika ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ardindan karigimlar
stiziilmiis ve coziiciiler ayrilmistir. Elde edilen sulu karigimlar liyofilize edilmistir.

Elde edilen ekstraktlar analizler yapilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Elde edilen ekstraktlarin verim yiizdeleri, [(elde edilen ekstrakt / ekstre edilmek i¢in

kullanilan bitki) x 100] formiiliine gére hesaplanmistir (Abbas vd., 2021).

3.1.2 Cahsmada Kullamilan Hiicre Hatlan

Eupatorium cannabinum bitki ekstraktlarinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkisi prostat ve rahim agzi kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak test edilmistir.
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Arastirmada prostat kanseri PC3 hiicre hatt1 ve rahim agzi kanseri HeLa hiicre hatt1
kullanilmistir. Calismada kullanilan PC-3 hiicre hatti Selcuk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyokimya boliimiinden ve HeLa hiicre hatti Bogazi¢i Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinden saglanmustir.

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Mikroorganizma Suslari

Ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerini incelemek i¢in insan patojenlerini temsilen alt1
Gram-negatif (Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella Typhimurium ATCC 14028) ve
tic Gram-pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) bakteri ile bir maya (Candida albicans ATCC
10231) olmak iizere toplam 9 bakteri ve 1 maya susu kullanilmistir. Anti-QS aktivite
deneyleri i¢in ise Chromobacterium violaceum CV026 susu kullanilmistir. Suslar,
Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture Collection, ATCC)
referans suslaridir ve Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik

boliimiinden saglanmistir. Calismada kullanilan suglar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1 Calismada kullanilan mikroorganizma suslari

Numara Sus Morfoloji
1 Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002 | Gram-negatif kokobasil
) Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Gram-negatif basil
3 Escherichia coli ATCC 25922 Gram-negatif basil
4 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram-negatif basil
5 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-negatif basil
6 Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Gram-negatif basil
7 Chromobacterium violaceum CV026 Gram-negatif basil
3 Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-pozitif basil
9 Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram-pozitif kok
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Tablo 3.1’in devami

10

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gram-pozitif kok

11

Candida albicans ATCC 10231

Maya

3.1.4 Kimyasallar, Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kapsaminda analizlerde kullanilan kimyasallar, cihazlar ve sarf malzemeler
Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde bulunan Kanser Genetigi ve Biyoinformatik Laboratuvar1 ve Kastamonu
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii’nde bulunan Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Laboratuvari’nin alt yapisi ile gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan

kimyasallar Tablo 3.2’ de, cihazlar ve sarf malzemeler Tablo 3.3’de gdsterilmistir.

Tablo 3. 2 Calismada kullanilan kimyasallar

Numara Kimyasal Adi Marka
1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil Thermo Fisher Scientific
tetrazolyum bromid (MTT)
2 Penisilin/Streptomisin karigimi (%0,1) | Thermo Fisher
3 Insiilin (0,01 mg/ml) Pan Biotech
4 Dimetilsiilfoksit (DMSO) Isolab, Biofroxx
5 Fosfat Tampolu Tuz Cdozeltisi (PBS) Gibco, Thermo Fisher
Scientific
6 Dulbecco’s Modified Eagles Medium | Gibco, Thermo Fisher
(DMEM) Scientific
7 Non-Esansiyel Amino Asit (NEAA) Pan Biotech
8 Tripsin-EDTA Gibco, Thermo Fisher
Scientific
9 Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Thermo Fisher
Scientific
10 Levofloksasin ve Flukonazol Bioanalyse
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Tablo 3.2’nin devami

11 Kristal viyole Merck

12 Etanol (EtOH) Tekkim

13 Serum Fizyolojik (Sodyum klortir) Merck

14 Mueller Hinton agar (MHA) Biolife

15 Mueller Hinton broth (MHB) Biolife

16 Luria Bertani broth (LB) Nzytech

17 Nutrient agar (NA) Merck

18 Bakteriyolojik Agar (%0,5) AppliChem

19 Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Millipore- Germany
Tablo 3. 3 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Numara Ekipman Ad Marka/Model

1 -20 / +4 °C Buzdolab1 Argelik / 4552

2 -80 Derin dondurucu Nuaire/Glacier-Nu 9668E

3 Buz Makinasi Hoshizaki / Scotsman

4 Hassas terazi Precise / XP220A

5 Saf su cihazi Human Corporation Zeneer

Power

6 Ultra saf su cihaz1 Mpminipure / Dest-up

7 Vortex Wise-Mix / VM-10

8 Cekerocak Tezsan

9 Smuf II Biyogiivenlik Kabini Tezsan / Classll

10 Test kabini Niive / TK-252

11 CO: Inkiibatérii Niive / EC160
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Tablo 3.3’iin devami

12 Is1 Kontrollii Inkiibator Thermo

13 Masaiistii Santrifiij Niive/ NF 800

14 Mikrosantrifiij Starlab

15 Sogutmal1 Mikrosantrifiij Hettich/MICRO 220R

16 Faz Konstrast Goriintiileme Sistemli Leica/DMil

Kamerali Ters Mikroskop

17 Spektrofotometre Thermo Scientific/
Multiskan GO UV/Vis

18 Mcfarland Dansitometre Cihazi Biosan / DEN-1B

19 Kimyasal Saklama Dolab1 Tez- San

20 96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products

21 Steril Besiyeri Kaplari (90mm ¢apli) Isolab

22 Falkon Tiipler (50 mL ve 15 mL) Isolab, CAPP

23 Eppendorf Tiipler (Cryotiip) Isolab

24 Serolojik Pipetler Biologix

25 Mikropipetler (tek ve ¢ok kanalli) Eppendorf, Thermo, CAPP,
Topscien

26 Tek kullamimlik plastik 6zeler Isolab

27 pH gosterge stribi Isolab

28 Thoma Lam1 Marienfeld-Neubauer-
improved

29 Pamuklu ekiivyon Cultiplast/LP Italiana spa

30 Otoklav Niive/ Steam Art

31 Calkalamali Kuru Blok Isitic Biosan / TSH-100

32 pH gosterge stribi Isolab
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3.2 Metot

3.2.1 Ekstraktlarin Calisma Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

E. cannabinum’un toprak isti kisimlarinin maserasyon ve ultrasonikasyon
yontemleriyle elde edilen EA, MeOH, su ekstraktlarinin in vitro hiicre canliligi
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla son konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde bitki
ekstraktlart DMSO ve/veya steril ultra saf su ile ¢oziilerek ana stok materyali
hazirlanmistir. Ana stoklardan seri diliisyonlar ile 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL,

1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL calisma stoklar1 hazirlanmistir.

3.2.2 Antikanser Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada, Eupatorium cannabinum bitkisinin toprak iistii boliimlerinden c¢esitli
yontemlerle hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin prostat ve rahim agz
kanseri lizerindeki in vitro antikanser aktivitesi sirastyla PC-3 ve HeLa hiicre hatlarina
karst arastirilmistir.  Antikanser aktivite 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) yontemi (Mitokondriyal Dehidrogenez Enzim Aktivitesi)

kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.2.1 Hiicre kiiltiirii devamhhg

Calismada kullanilan PC3 ve HeLa hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi amaciyla yiiksek
oranda glikoz igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) kullanilmistir.
DMEM igerisine %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 NEAA (Non-essential
aminoasit), %0,1 pen/str (penisilin/streptomisin), %0,01 mg/mL insiilin eklenmistir.
Hazirlanan hiicre besiyeri +4°C’de muhafaza edilmistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO:
kosullarin1 saglayan inkiibatorde 90 mm capindaki steril petrilerde inkiibe edilmistir.
Logaritmik faza (hiicrelerin ~%70-80 yogunluga ulagmasi) ulasan hiicrelerin

pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

Pasajlama isleminde petri igerisinde bulunan besiyeri uzaklastirilmis ve hiicreler I mL
hacmindeki 1X fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikanmistir. Sonrasinda enzim

aktivitesinin gerceklesmesi i¢in 1 mL 1X tripsin-EDTA soliisyonuyla inkiibator
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icerisinde 37°C’de 5 dk muamele edilmistir. Siirenin ardindan tripsin-EDTA’nin
aktivitesini sonlandirmak amaciyla petri igerisine 1 mL DMEM besiyeri eklenip
hiicreler petri kabi igerisinden toplanmistir. Toplanan hiicreler 15 mL'lik falkon tiip
igerisine alinip 2000 rpm’de 5 dk santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij islemi
sonrast silipernatant aspire edilmistir. Pelet taze DMEM besiyeri ile siispanse
edilmesinin ardindan 7 mL DMEM besiyeri iceren yeni petrilere aktarilarak

inkiibasyona birakilmustir.

3.2.2.2 Hiicre canhlik testi

Logaritmik faza ulasmis olan hiicreler pasajlama asamasindaki gibi falkon icerisinde
toplanip santrifiij yapilmistir. Falkon icerisinde olusan pellet supernatanttan
uzaklastirilip 1 mL taze 1X DMEM besiyeri ile siispanse edilmistir. Siispansiyonun
pellet yogunluguna goére 1/10 olacak sekilde seyreltilmesinin ardindan hiicreler bir
hemositometre iizerine transfer edilip ters mikroskop altinda sayillmistir.
Stispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplanmistir. Daha sonra diiz tabanli 96
kuyucuklu mikropleytte her bir kuyucuk i¢in 100 pL’de 10.000 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Mikropleyt 24 saat 37°C ve %5 CO-:’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda ekstraktlarin galigma stoklarindan 10’ar pL sirastyla tim
kuyucuklara konulmus ve son konsantrasyonlar1 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL,
125 pg/mL, 62,5 pg/mL olmustur. Kontrol olarak ise kuyucuklara 10’ar uL steril ultra
saf su konulmugtur. Sonra mikropleytin 48 saat inkiibasyonu gerc¢eklestirilmistir.
Kontrol ve ekstraktlarin her birinin muamelesi kuyucuklarda ti¢ teknik tekrarli olarak
gerceklesmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki igerik dikkatli bir sekilde uzaklastirilip
hiicrelerin ters mikroskop yardimiyla 10X biiylitmede goriintiileri alinmistir. Daha
sonra her kuyucuga 50 mL’lik falkon tiip igerisine 0,025 g MTT + 250 uL FBS +49,75
mL 1X DMEM 100 pL seklinde hazirlanmis olan MTT soliisyonundan konulmus ve
petri kab1 37°C’de %5 CO: kosullarinda dort saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kuyucuklarda bulunan MTT soliisyonu uzaklastirilmis ve her bir kuyucuk
icerisine 100’er pL saf DMSO eklenmistir. Mikropleyt, formazan kristallerinin
¢oOziilmesi icin oda sicakliginda 300 rpm’de ~10-15 dakika tutulmustur. Ardindan
DMSO blank kuyucuguna karsi elde edilen tiirbidite 570 nm dalga boyunda

spektrofotometre cihazi ile okutulmustur. Ekstraktlarin bulundugu kuyucuklardaki
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hiicre canlilig1 kontrol kuyucuklar ile karsilastirilmistir. Deney, birbirinden bagimsiz
en az li¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar yiizde cinsinden hesaplanip veriler
ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Verilere gore istatistiksel anlamlilik
degeri p<0,05 olarak belirlenmistir. Ekstraktlarin ICso (hiicre proliferasyonunda %50
azalmaya sebep olan inhibitdr konsantrasyonu) degeri GraphPad Prism 8 programinda

hesaplanmustir.

3.2.3 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Toprak iistii ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Test Komitesi (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST) 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile arastirilmistir (EUCAST,
2023). Bu amagla mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden steril serum fizyolojik
(%0,9 NaCl) igerisinde, bir hiicre dansitometresi kullanilarak McFarland 0,5
(bakteriler i¢in 1-2x10% kob/mL, maya igin 1-2x10° kob/mL) yogunlugunda
inokulumlar hazirlanmistir. Hazirlanan inokulum bakteriler i¢in MHA besiyerine,
maya i¢in SDA besiyeri ylizeyine pamuklu ekiivyon yardimiyla ii¢ yonlii ekilmistir.
Ardindan besiyeri yiizeyine 6 mm capinda blank diskler yerlestirilmis ve disklerin
tizerine son konsatrasyonu 400 pg olacak sekilde ekstrakt eklenmistir (ekstraktlarin 20
mg/mL caligma stoklarindan 20 pLL. damlatilmistir). Calismada referans antimikrobiyal
ajan olarak bakteriler icin levofloksasin (5 pg), maya i¢in flukonazol (25 pg)
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak disklere ekstraktlarin ¢oziiciileri damlatilmistir.
Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis, siire sonunda diskleri ¢evreleyen

inhibisyon zon caplar1 bir cetvel yardimiyla 6l¢iilmistiir.

3.24  Anti-QS Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin anti-QS aktivitesi, C. violaceum CV026 mutant susunda viyolasin
pigment iiretimi lizerine yumusak agar yontemi ile aragtirtlmistir (McClean vd., 1997).
Bu amacla CV026 susunun LB (Luria-Bertani) agar’daki taze kiiltiirlerinden bir koloni
aliarak 5 mL LB broth’da 37°C’de ve 150 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Siire
sonunda bir gecelik kiiltirden 50 pL alinarak eritilmis 5 mL hacmindeki LB agar

(%0,5 agar) igerisine inokiile edilmistir. ilave olarak ortama son konsantrasyonu 5 uM
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olacak sekilde eksojen C6-AHL sinyal molekiilii eklenmistir. Agar-sinyal-kiiltiir
karigimi yiliksek hizda vortekslendikten sonra daha 6nce hazirlanmis LB agar iceren
petrilerin yiizeyine dokiilmiis ve donmasi i¢in yaklasik 30 dk oda sicakliginda
beklenmistir. Ardindan agar yilizeyinde 6 mm c¢apinda kuyucuklar agilmstir.
Kuyucuklara ekstraktlarin 20 mg/mL calisma stoklarindan 50’ser pL transfer
edilmistir. Pozitif kontrol olarak C. violaceum ATCC 12472 susunun bir gecelik sivi
kiltiri (50 pL), negatif kontrol olarak ise ekstraktlarin ¢oziiciisii kullanilmistir.
Kiiltiirler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda kuyucuklarin
etrafinda pigment tliretiminin inhibe oldugu, ancak bakteri tiremesinin inhibe olmadigi,

opak, buzlu cam goriintiisiindeki zon varlig1 arastirilmistir.

3.2.5 Anti-Biyofilm Aktivite Deneyi

Ekstraktlarin biyofilm olusumunu 6nleme ve 6nceden olusmus biyofilm tabakasin

eradike etme aktiviteleri kristal viyole yontemi ile arastirilmistir (Song vd., 2019).

3.2.5.1 Sivi mikrodiliisyon deneyi

Anti-biyofilm aktivite deneylerinde ekstraktlarin bakteri ilireme ve gelismesini
baskilamamasi i¢in ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 susuna karsi minimal
inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri arastirilmis ve sonug olarak bir sub-MIK
degeri ile anti-biyofilm aktivite deneyleri gerceklestirilmistir. MIK degerinin
belirlenmesi i¢in uygulanan sivi mikrodiliisyon yontemi Wiegend ve arkadaslarinin
(2008) tarif ettigi sekilde 96 kuyucuklu mikropleytte gerceklestirilmistir. Ozetle,
ekstraktlarin 1000-62,5 png/mL konsantrasyon araligi test edilmis ve tiim kuyucuklara
son konsantrasyonu 5 x 10° kob/mL olacak sekilde inokulum eklenmistir. Pleyt,
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda kuyucuklarda gozle goriiliir

{iremenin olmadig1 son ekstrakt konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmistir.

3.2.5.2 Biyofilm inhibisyon deneyi

Ekstraktlarin biyofilm inhibisyon aktiviteleri S. aureus ATCC 25923 susu iizerine
kristal viyole yontemi ile arastirilmistir. Ozetle, S. aureus susunun taze kiiltiiriinden

alian bir koloni 5 mL LB broth iceren deney tiipiine inokiile edilmis ve 37°C’de 125
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rpm’de bir gece {lretilmistir. Siire sonunda kiiltir taze LB broth ile 100 kat
sulandirilarak ~ 1.0 x 10° kob/mL yogunlugunda inokulum hazirlanmistir. Hazirlanan
inokulum, diiz tabanli ve polistren yapidaki 96 kuyucuklu mikrotitrasyon pleytine
190’ar uL hacminde inokiile edilmistir. Ardindan 10’ar uL hacminde ekstraktlarin 5
mg/mL ¢alisma stogundan eklenmistir (final konsatrasyon bir sub-MiK degeri olan
250 pg/mL olmustur). Kontrol kuyucuklarina ise saf su ve ekstraktlar ile ayni
konsantrasyonda olacak sekilde baz1 ekstraktlarin ¢oziiciisii olan DMSO eklenmistir.
Her bir uygulama ii¢ kuyucukta tekrar edilmistir. Pleyt, 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda tiim kuyucuklardaki igerik dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmig ardindan planktoniklerin (baglanmayan hiicrelerin) uzaklagtirilmasi
icin kuyucuklar distile su ile ii¢ kez yikanmis ve kurutulmustur. Sonrasinda biyofilm
tabakasin1 boyamak i¢in tiim kuyucuklara 200 pL 9%0,1°lik kristal viyole
soliisyonundan eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Siire bittiginde
fazla boya dikkatlice uzaklastirilmistir. Ardindan yukarida anlatildig: yikama islemi
tekrarlanmistir. Sonrasinda biyofilm tabakasi tarafindan tutulan boya 200 pL
hacminde %96 etanol ile ¢oziilmiistiir. Tiim kuyucuklardaki absorbans degeri blank
kuyucugu olan %96 etanole kars1 550 nm dalga boyunda okutulmustur. Ekstraktlarla
muamele edilen kuyucuklardaki biyofilm tabakasinin olusumu kontrol kuyucuklar ile
karsilastirilmis ve biyofilm inhibisyonu (%) [ 1-(ODekstrakt / ODxontrol)] % %100 formiilii
ile hesaplanmistir. Caligma birbirinden bagimsiz olarak en az ii¢ kez tekrarlanmistir.
Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik degeri

p<0,05 olarak kabul edilmistir.
3.2.5.3 Biyofilm eradikasyon deneyi

Bu amagla S. aureusun yukarida aciklandig1 gibi hazirlanan inokulumundan 200’er
uL mikrotitrasyon plagiin kuyucuklarina dagitilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda kuyucuklardaki icerik 250 pg/mL ekstrakt iceren 200 puL
LB broth ile degistirilmis ve plak 37°C’de 24 saat daha inkiibe edilmistir. Yukarida
anlatildig1 gibi gerceklestirilen boyama islemlerinin ardindan biyofilm inhibisyon

orani (%) hesaplanmstir.
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3.2.6 istatistiksel Analizler

Antikanser ve anti-biyofilm aktivite deneylerine ait veriler ortalama =+ standart sapma
seklinde sunulmustur. Elde edilen bulgularin grafiklerinin hazirlanmasinda Microsoft
Excel 2016 programindan yararlanilmistir. Verilerin istatistiksel analizi i¢in IBM
SPSS 23. paket programindabagimsiz grup t-testi yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Ekstrakt Verimliligi Bulgular:

E. cannabinum bitkisinin toprak iistii boliimlerinden maserasyon ve ultrasonikasyon
yontemleriyle hazirlanan su, metanol ve etil asetath ekstraktlarin verim yiizdeleri,
[(elde edilen ekstrakt / ekstre edilmek i¢in kullanilan bitki) x 100] formiilii yardimiyla
hesaplanmistir. Maserasyon yontemi ile hazirlanan etil asetat ekstrakti verimi %1,8;
metanol ekstrakti %3 ve su ekstrakti %3,06 olarak hesaplanmigtir. Ultrasonikasyon
yontemi ile hazirlanan etil asetat ekstrakti verimi %1,86; metanol ekstrakt1 %1,82 ve
su ekstrakti %2,88 olarak hesaplanmistir. En yiliksek verim maserasyon yontemi su

ekstraktinda tespit edilmistir.

4.2  Antikanser Aktivite Deneyi Bulgular

E. cannabinum bitkisinin toprak {istli boliimlerinden maserasyon ve ultrasonikasyon
yontemleriyle hazirlanan su, metanol ve etil asetatli ekstraktlar PC-3 ve HeLa hiicre
hatlarina kars1 belirli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pg/mL, 62,5 pg/mL) muamele edilmistir. Belirli konsantrasyonlardaki ekstraktlarin
48. saatteki etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla hiicre canliligi deneyi yapilmistir.
Hiicre gorselleri ekstraktlar ile 48 saat muamelenin ardindan ters mikroskop

yardimiyla elde edilmistir.

4.2.1 Bitki Ekstraktlarimin PC-3 Hiicre Hattindaki Hiicre Canlihg1 Deneyi
Bulgulan

Bitki ekstraktlarinin PC-3 hiicre hatti tizerindeki antikanser aktivitesi ve hiicre canlilik

aktivitesi degerleri Grafik 4.1 ve Tablo 4.1’de verilmistir.
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Grafik 4. 1 Toprak iistii boliimlerinden maserasyon ve ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan
etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin gesitli konsantrasyonlarda 48 saat sonra
PC-3 hiicre hatt1 lizerine antikanser aktivitesi

Tablo 4. 1 Ekstraktlarin PC-3 hiicre hatt1 iizerine hiicre canlilik aktivitesi degerleri (*p<0,05)

Hiicre canhihg (%)

Ekstrakt | EA-Mas. MeOH- Su-Mas. EA-Ultra. MeOH- Su-Ultra.
Mas. Ultra.

Kontrol 100,0+£0,0 | 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0

62.5 93,3+£3,2* | 55,6+14,4*% | 92,6x15,7 | 23,9+11,0*% | 51,1+£7,4* 120,9+17,8*

pg/mL

125 79,248 4% | 7,8+1,2% 91,7+0,9* 16,5+5,9* 27,1+£9,5% 103,0+19,1

pg/mL

250 18,443,4% | 7,142, 1% 95,8+1,1* | 5,1+£2,9% 13,2+6,4* 86,2+10,9*

pg/mL

500 8,6+2,6* 3,942, 7% 94,5+£12,9 | 2,3+1,2% 2,0+1,5% 54.,4+7,9%

pg/mL

1000 3,6+£2,2% 2,5+0,7* 62,3+£10,3* | 2,5+2,3% 2,3+ 1,1* 26,3+11,7*

pg/mL

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan etil asetat ekstraktinin
PC-3 hiicre hatti i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %3,6’sinin,
500 pg/mL'de %8,6’sinin, 250 pg/mL'de %18,4’linlin canli kaldig1 tespit edilmistir.
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ICso degeri ise 48. saat i¢in 173,8 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki

hiicre gorselleri ve ICsp degeri Sekil 4.1°de verilmistir.

Mas. EA PC-3 48.saat
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Sekil 4. 1 Maserasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre hattindaki
ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstraktinin PC-
3 hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %2,5’inin, 500
pg/mL'de %3,9’unun, 250 pg/mL'de %7,1’inin, 125 pg/mL'de %7,8’inin canl kaldig:
tespit edilmistir. ICso degeri 48. saat icin 66,38 pg/mL olarak hesaplanmistir.
Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Mas. MeOH PC-3 48.saat
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Sekil 4. 2 Maserasyon yontemi ile hazirlanan MeOH ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin PC-3
hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicre canliliginda en ¢ok etki 1000 pg/mL
konsantrasyonda gergeklesmis, hiicrelerin %62,3 liniin canli kaldig: tespit edilmistir.

ICsp degeri 1176 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri
ve ICsp degeri Sekil 4.3°te verilmistir.
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Mas. Su PC-3 48.saat
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Sekil 4. 3 Maserasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre hattindaki
ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan etil asetat

ekstraktinin PC-3 hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de

%2,5’inin, 500 pg/ml'de %2,3’iliniin, 250 pg/ml'de 9%5,1’inin, 125 pg/mL'de

%16,5’inin, 62,5 pg/mL'de %23,9’unun canli kaldigi tespit edilmistir. ICso degeri

22,03 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve ICso
degeri Sekil 4.4°te verilmistir.
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Ultra. EA PC-3 48.saat
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Sekil 4. 4 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstraktinin
PC-3 hiicre hatti icin 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %2,3 {iniin,
500 pg/mL'de %2,0’1n, 250 pg/mL'de %13,2’inin canli kaldig tespit edilmistir. ICso
degeri 62,42 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve
ICso degeri Sekil 4.5’te verilmistir.
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Ultra. MeOH PC-3 48.saat
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Sekil 4. 5 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan MeOH ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin PC-3
hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicre canliliginda en ¢ok etki 1000 pg/mL
konsantrasyonda gergeklesmis, hiicrelerin %26,3 {iniin canli kaldig1 tespit edilmistir.
ICso degeri 580,4 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri
ve ICso degeri Sekil 4.6°da verilmistir.
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Ultra. Su PC-3 48.saat
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Sekil 4. 6 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin 48. saat PC-3 hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

4.2.2  Bitki Ekstraktlarimin HeLa Hiicre Hattindaki Hiicre Canlihig1 Deney
Bulgular

Bitki ekstraktlarinin HeLa hiicre hatt1 tizerindeki antikanser aktivitesi ve hiicre canlilik

aktivitesi degerleri Grafik 4.2 ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Grafik 4. 2 Toprak iistii boliimlerinden maserasyon ve ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan
etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin gesitli konsantrasyonlarda 48 saat sonra
HelLa hiicre hatt1 lizerine antikanser aktivitesi

Tablo 4. 2 Ekstraktlarin HeLa hiicre hatt1 iizerine hiicre canlilik aktivitesi degerleri

(*p<0,05).
Hiicre Canhihg (%)
Ekstrakt | EA-Mas. MeOH- Su-Mas. EA-Ultra. MeOH- Su-Ultra.
Mas. Ultra.

Kontrol | 100,0+£0,0 | 100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
62.5 93,7+2,9* | 87,3x4,9* | 95,5+£3,1* | 80,6+7,9* | 86,7+4,7* 103,1+7,5
pg/mL

125 90,4+4,5% | 54,3£21,0% | 97,7+4,6 41,6£9,2% | 76,5£11,2* 100,9+7,9
pg/mL

250 72,4+£9,5% | 25,942 7% 101,849,6 | 21,5+4,8* | 27,0+£3,1* 100,6+5,4
pg/mL

500 40,5+£12,8% | 7,3+4,7* 97,0+5,2 1,8+0,2* 9,142,0%* 88,5+7,4*
pg/mL

1000 17,1£5,5% | 2,3+0,5% 79,9+£11,2* | 1,2+0,1* 2,3+ 0,6% 54,5+10,6%*
pg/mL

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin HeLa

hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicre canliliginda en ¢ok etki 1000 pg/mL

konsantrasyonda gerceklesmis, hiicrelerin %17,1’inin canli kaldig1 tespit edilmistir.

ICso degeri 412,2 ug/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri

ve ICso degeri Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4. 7 Maserasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin 48. saat HeLa hiicre hattindaki
ICsp degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstraktinin
HeLa hiicre hatt1 igin 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %2,3 iiniin,
500 pg/mL'de %7,3’ilinlin canli kaldig: tespit edilmistir. ICso degeri 143,5 pg/mL

olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4. 8 Maserasyon yontemi ile hazirlanan MeOH ekstraktinin 48. saat HeLa hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin maserasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin HeLa
hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicre canliliginda en ¢ok etki 1000 pg/mL
konsantrasyonda gergeklesmis, hiicrelerin %79,9’unun canli kaldig: tespit edilmistir.

ICso degeri 1536 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri
ve ICsp degeri Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4. 9 Maserasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin 48. saat HeLa hiicre hattindaki
ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin
HeLa hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %1,2’nin,

500 pg/mL'de %1,8’in, 250 ug/mL'de %21,5’in canli kaldig: tespit edilmistir. ICso

degeri 114,2 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve
ICso degeri Sekil 4.10°da verilmistir.

48



Ultra. EA Hel.a 48.saat

100+
‘= 80+
% IC50- 1142 pg/mL
= 60~
&
T 40-
=
)
< 20+

0 T T

1.5 2.0 25 3.0 35

Log(Konsantrasyon)

Kontrol 62.5 pg'ml 125 pg'mL

230 pg'mL 300 pg'mlL 1000 psg/mL

Sekil 4. 10 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan EA ekstraktinin 48. saat HeLa hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan metanol ekstraktinin
HeLa hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicrelerin 1000 pg/mL'de %2,3’{in,
500 pg/mL'de %9,1’in canli kaldig: tespit edilmistir. ICso degeri 179,2 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri ve 1Cso degeri Sekil 4.11°de

verilmisgtir.
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Sekil 4. 11 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan MeOH ekstraktinin 48. saat HeLa hiicre
hattindaki ICso degeri ve morfolojik goriintiileri

E. cannabinum bitkisinin ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin HeLa
hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisine gore hiicre canlilifinda en ¢ok etki 1000 pg/mL
konsantrasyonda ger¢eklesmis, hiicrelerin %54,5’inin canli kaldig: tespit edilmistir.

ICs0 degeri 1063 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ekstraktin 48. saatteki hiicre gorselleri
ve ICso degeri Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4. 12 Ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinin HeLa hiicre hattindaki
ICsp degeri ve morfolojik goriintiileri

Ekstraktlarin PC-3 ve HeLa hiicre hatlarina ait hesaplanmis olan ICso degerleri Tablo 4.3’te
verilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in en etkili sonuglar ultrasonikasyon etil asetat ekstraktinda
tespit edilmistir. PC-3 hiicre hattinda en diisiik ICso degeri 22,03 pg/mL, HeLa hiicre hattinda
en diisiik ICso degeri 114,2 pg/mL olarak hesaplanmustir.
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Tablo 4. 3 PC-3 ve Hel a hiicre hatt1 ICso degerleri

Ekstraktlar PC-3 hiicre hatt1 ICs HeLa hiicre hatt1 ICs
degerleri degerleri
Mas. EA 173,8 pg/mL 412,2 pg/mL
Mas. MeOH 66,38 ug/mL 143,5 ug/mL
Mas. Su 1185 pg/mL 1536 pg/mL
Ultra. EA 22,03 pg/mL 114,2 pg/mL
Ultra. MeOH 64,60 pg/mL 179,2 pg/mL
Ultra. Su 577,8 ug/mL 1063 ug/mL

4.3  Antimikrobiyal Aktivite Deneyi Bulgular:

E. cannabinum’un toprak {stii kisimlarinin maserasyon ve ultrasonikasyon
yontemleriyle hazirlanan EA, MeOH ve su ekstraktlarinin 6 gram negatif, 3 gram
pozitif bakteri ve 1 maya olmak iizere toplam 10 sus lizerine antimikrobiyal aktivite
etkinlikleri disk difiizyon yontemi ile arastirilmigtir. Antimikrobiyal aktivite deneyine
yonelik temsili gorseller Sekil 4.13°te gosterilmistir. Sonug olarak test edilen

konsantrasyonda (400 ug/disk) antimikrobiyal aktivite etkinligi saptanmamustir.

Sekil 4. 13 Antimikrobiyal aktivite testi mikroorganizmalar temsili gorseli, a;
Staphylococcus aureus ATCC 25923, b; Escherichia coli ATCC 25922, c;
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
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44  Anti-Quorum Sensing Aktivite Bulgular:
4.4.1 Viyolasin inhibisyon Deneyi

E. cannabinum bitkisinin toprak istii ekstraktlar1 Chromobacterium violaceum CV026
susu viyolasin pigment inhibisyonu yumusak agar yontemiyle test edilmistir. Sonug
olarak test edilen konsantrasyonlarda viyolasin pigment inhibisyonu tespit

edilmemistir (Sekil 4.14).

Sekil 4. 14 C. violaceum CV026 susuna kars1 E. cannabinum toprak iistli ekstraktlarinin
quorum sensing inhibisyon aktivitesi, 1; Mas. EA, 2; Mas. MeOH, 3; Mas. Su,
4; Ultra. EA, 5; Ultra. MeOH, 6; Ultra. Su, PK; C. violaceum ATCC 12472 O/N
kiiltiirii, NK; %50 DMSO

4.5  Anti-Biyofilm Aktivite Deneyleri Bulgulari
4.5.1 Biyofilm inhibisyonu Deneyi Bulgulari

E. cannabinum bitkisinin toprak iistii ekstraktlari, biyofilm olusturan bakterilerden biri
olan S. aureus ATCC 25923 susu lizerinde test edilerek biyofilm olusum inhibisyon
aktivitesi aragtirilmistir. Bitkinin maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleriyle elde

edilen su ekstraktlarinda biyofilm olusumunun inhibisyonu anlamli bir sekilde
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gerceklesmistir (p<0,05). Diger ekstraktlarda anlamli inhibisyon tespit edilmemistir
(Tablo 4.4) (Grafik 4.3).

Tablo 4. 4 Ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 susunda biyofilm olusum inhibisyonu
iizerine etkisi.

Ekstrakt Absorbans (550nm) Biyofilm Inhibisyonu (%)
Kontrol (Su) 0,82+0,13 0,0

Su-Mas. 0,38+0,14 53,7

Su-Ultra. 0,60+0,18 26,8

DMSO (%0,5) 0,52 +0,22 36,6

EA-Mas. 0,52 +£0,24 0,0
EA-Ultra. 0,45+0,14 13,5

MeOH-Mas. 0,40 +£0,19 23,1

MeOH-Ultra. 0,35+0,15 32,7

Su ekstraktlar1 saf suda, diger ekstraktlar ise DMSO’da ¢o6ziildiigli i¢in su
ekstraktlarinin inhibitor etkinligi sadece su iceren kontrol kuyucuklan ile; EA ve
MeOH ekstraktlarinin inhibitor etkinligi ise %0,5 DMSO igeren kontrol kuyucuklari

ile karsilagtirilmistir.
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1.1

ASSU

Grafik 4. 3 Biyofilm inhibisyon deneyinde Olgiilen absorbans degerleri. Su ekstraktlar
biyofilm olugumunu kontrole gore anlamli bir sekilde inhibe etmistir (*p<0,05).
Ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 susunda kontrole gore biyofilm olusumu

(*p<0,05)

4.5.2  Biyofilm Eradikasyon Deneyi Bulgular:

E. cannabinum bitkisinin toprak iistii ekstraktlar1 biyofilm olusturan bakterilerden biri
olan S. aureus ATCC 25923 susu tizerinde test edilerek biyofilm eradikasyon 6zelligi
aragtirtlmistir. Bitkinin maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleriyle elde edilen su
ekstraktlarinda biyofilm eradikasyonu anlamli bir sekilde ger¢eklesmistir (Tablo 4.5)
(Grafik 4.4).
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Tablo 4. 5 Ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 susunda biyofilm eradikasyonu iizerine

etkisi
Ekstrakt Absorbans (550nm) Biyofilm Inhibisyonu (%)
Kontrol (Su) 0,67+0,17 0,0
Su-Mas. 0,30+ 0,05 55,2
Su-Ultra. 0,31 +0,07 53,7
DMSO (%0,5) 0,45+ 0,06 32,8
EA-Mas. 0,59 £0,28 0,0
EA-Ultra. 0,39+0,13 15,6
MeOH-Mas. 0,43 0,14 4.4
MeOH-Ultra. 0,41 +0,15 8,9

Su ekstraktlar1 saf suda, diger ekstraktlar ise DMSO’da ¢oziildigi i¢in su
ekstraktlarinin inhibitor etkinligi sadece su igeren kontrol kuyucuklar ile; EA ve
MeOH ekstraktlarinin inhibitor etkinligi ise %0,5 DMSO igeren kontrol kuyucuklar

ile karsilagtirilmistir.
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Grafik 4. 4 Biyofilm eradikasyon deneyinde Olciilen absorbans degerleri. Su ekstraktlar
biyofilm eradikasyonunu kontrole gore anlamli bir sekilde inhibe etmistir
(*p<0,05).
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5. TARTISMA

Maserasyon, iri toz haline getirilmis ilag malzemesinin bir kabin igerisine
yerlestirildigi bir ekstraksiyon prosediiriidiir. Bu yontem yiiksek miktarda solvent,
zaman ve enerji tiikketimi gerektirir. Maserasyon gibi klasik yontemlere alternatif
olarak cesitli ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Bu alternatif yontemler az
solvent kullanimi, ekstraksiyon islem siiresinin kisaltilmasi ve daha yiiksek verimi
hedeflemektedir. Ultrasonikasyonda hiicre duvari zedelendiginden ekstraksiyon islemi
diger ekstraksiyon yontemlerine gére daha hizli gerceklesmektedir. Ultrasonikasyon
yonteminin ucuz, kolay, verimli ve etkili olmas1 bu yontemi geleneksel ekstraksiyon
tekniklerinin iyi bir alternatifi haline getirmektedir. Demirkol ve arkadaslarinin (2018)
yaptig1 calismada Vibirnum opulus L. meyvesinden fenolik bilesiklerin elde
edilmesinde ultrasonikasyon yontemi incelenmistir. FElde edilen sonuglar
ultrasonikasyon ile elde edilen fenolik madde miktarlarinin maserasyon yontemine
gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun sonucunda, ultrasonikasyon
yontemi islem siiresinde biiyiik dl¢tlide tasarruf saglamakta olup bununla birlikte kat:
solvent oranmin ekstraksiyon verimini arttirdigr goriilmektedir. Ultrasonikasyon
yontemi fenolik bilesiklerin hizl1 ve verimli bir sekilde eldesi i¢in etkili bir yontemdir
(Demirkol vd., 2018; Abubakar ve Haque, 2020). Mevcut ¢alismada en iyi verim
%3,06 oraninda maserasyon yontemiyle hazirlanan su ekstraktinda tespit edilmistir.
En diisiik verim su ekstraktinda goriilmesine ragmen antikanser ¢aligmasinda en etkili
sonug ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanan etil asetat ekstraktinda goriilmiistiir.
Maserasyon yontemi ile hazirlanan su ekstraktinda yilizde cinsinden elde edilen
ekstraktin ekstre edilmek i¢in kullanilan bitki miktarinin oraninin sonucu olarak
verilen verimin antikanser caligsmalarinda en etkili sonug¢ olan ultrasonikasyon etil
asetat ekstraktinda olmasi, ekstraktin igerisinde aktif bilesenlerin bu durumdan
bagimsiz oldugunu gostermektedir. Yani bitkinin miktar bakimindan verimli olmasi

icerisindeki aktif bilesenlerden bagimsiz bir durumdur.

Insan viicudu milyonlarca canli hiicreden olusur. Normal hiicreler gelisir ve yeni
hiicreler yapmak igin stirekli olarak boliiniir ve hiicreler diizenli bir sekilde oliir. Kisi

bliytidiikce normal hiicreler daha hizli béliiniir. Bir insanin yasaminin ilk yillarinda

58



normal hiicreler, kisinin biiylimesine izin vermek i¢in daha hizli boliiniir. Bir kisi
yetiskin oldugunda, ¢ogu hiicre yalnizca dlmekte olan hiicrelerin yerini almak igin
boliintir. Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesiyle baslar
(Kashyap vd., 2018). Kanser hiicrelerinde artan biiyiime ve ¢ogalma kapasiteleri,
farklilagma, 6liimsiizlesme, metastaz ve genel yikici etkileri nedeniyle viicut i¢in bir
tehdit olusturmaktadir (Gielecinska vd., 2023). Bu zarar goren hiicreler programli
hiicre 6liimii olan apoptoz, hasarli hiicrelerin gelisiminde ve ortadan kaldirilmasinda
onemli rol oynayan biyolojik siiregleri diizenler (Yang vd., 2016). Geg¢misten
giliniimiize birgok toplum hastaliklardan korunma ve hastaliklarin tedavisi igin sifali
bitkileri kullanmistir (Kurhan ve Ekici, 2021). Bu bitkilerden elde edilen dogal {iriinler,

antikanser ajanlar i¢in ilag¢ hammaddesi olabilmektedir (Chen vd., 2018).

Calismada Eupatorium cannabinum bitkisinin toprak tistli kisimlarindan maserasyon
ve ultrasonikasyon yontemleriyle hazirlanan metanol, etil asetat ve su ekstraktlarinin
PC-3 prostat kanseri hiicre hatti ve HeLa rahim agzi kanseri hiicre hatt1 iizerine hiicre
canlilign MTT testi ile arastirilmustir. Farkli konsantrasyonlarda (62,5 pg/mL, 125
pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL) 48. saatteki etkileri incelenmistir. PC-
3 prostat kanseri hiicre hatt1 tizerine maserasyon EA ekstraktinin etkisi incelendiginde
en 1y1 etki 1000 pg/mL konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canliligi %3,6 olarak
hesaplanmistir. Ultrasonikasyon EA ekstraktinin etkisi incelendiginde en 1yi etki 250
pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gézlenmis ve hiicre canliligi
250 pg/mL konsantrasyonda %5,1, 500 pg/mL konsantrasyonda %2,3, 1000 pg/mL
konsantrasyonda %2,5 olarak hesaplanmistir. Maserasyon MeOH ekstraktinin etkisi
incelendiginde en 1yi etki 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gézlenmis
ve hiicre canlilig1 500 pg/mL konsantrasyonda %3,9 ve 1000 pg/mL konsantrasyonda
%2,5 olarak hesaplanmistir. Ultrasonikasyon MeOH ekstraktinin etkisi incelendiginde
en iyi etki 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gozlenmis ve hiicre
canlilig1 500 pg/mL konsantrasyonda %2,0 ve 1000 pg/mL konsantrasyonda %2,3
olarak hesaplanmigtir. Maserasyon su ekstraktinin etkisi incelendiginde en iyi etki
1000 pg/mL konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canliligi %62,3 olarak
hesaplanmistir. Ultrasonikasyon su ekstraktinin etkisi incelendiginde en iyi etki 1000

pg/mL konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canlilig1 %26,3 olarak hesaplanmistir.
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Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin etkisi HeLa rahim agzi
kanseri hiicre hatt1 lizerine maserasyon EA ekstraktinin etkisi incelendiginde en iyi
etki 1000 pg/mL konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canliligt %17,1 olarak
hesaplanmistir. Ultrasonikasyon EA ekstraktinin etkisi incelendiginde en 1yi etki 500
pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gézlenmis ve hiicre canliligt 500 pg/mL
konsantrasyonda %1,8, 1000 pg/mL konsantrasyonda %1,2 olarak hesaplanmistir.
Maserasyon MeOH ekstraktinin etkisi incelendiginde en iyi etki 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda gzlenmis ve hiicre canlilig1 1000 pg/mL konsantrasyonda %2,3
olarak hesaplanmistir. Ultrasonikasyon MeOH ekstraktinin etkisi incelendiginde en iyi
etki 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda gozlenmis ve hiicre canliligi 1000 pg/mL
konsantrasyonda %2,3 olarak hesaplanmistir. Maserasyon su ekstraktinin etkisi
incelendiginde en iyi etki 1000 pg/mL konsantrasyonunda gdzlenmis ve hiicre canliligi
%79,9 olarak hesaplanmustir. Ultrasonikasyon su ekstraktinin etkisi incelendiginde en
iyi etki 1000 pg/mL konsantrasyonunda gozlenmis ve hiicre canlilig1 %54,5 olarak

hesaplanmuistir.

ICso degeri GraphPad Prism 8.0 versiyonu yardimiyla hesaplanmistir. Ekstraktlarin
elde edildigi yontemler arasinda caligilan hiicre hatlarina kars1 etkisi kiyaslandiginda;
PC-3 hiicre hattinda en diisiik ICsp degeri ultasonikasyon yontemi etil asetat
ekstraktinda elde edilmistir (ICs0:22,03 pg/mL). HeLa hiicre hattinda da en diisiik ICso
degeri ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinda elde edilmistir (ICso degeri
114,2 pg/mL). Test edilen saat ve hiicre hatlarinda ICsp degerinin diisiik olmasi

ekstraktin etkinligini gostermektedir.

Paolini ve arkadaglarmin (2005) yaptigi bir calismada E. cannabinum subsp.
corsicum'un toprak Ustli kisimlarindan hazirlanan ugucu yaglarin igerik tayini
yapilmistir. Toplam miktarin %93,6’sin1 temsil eden 147 bilesen tanimlanmis
seskiterpen ve monoterpen hidrokarbonlarin hakim oldugu bildirilmistir. Ugucu yag
icerigindeki ana bilesenler germacrene, a- phellandrene ve para-cymene'dir (Paolini
vd., 2005). Mevcut ¢alismada da E. cannabinum’un toprak {iistii kisimlarindan farkli
yontemlerle hazirlanan metanol, su, etil asetat ekstraktlar1 kullanilmistir. Bu baglamda
antikanser aktivite gosteren ekstraktlarin iceriginde belirtilen bilesiklerin bulunma

ihtimali olabilmektedir. E. lindleyanum DC bitkisindeki seskiterpen laktonlardan olan

60



Eupalinolide O’nun insan MDA-MB-468 meme kanseri hiicrelerinde anti-TNBC (iiglii
negatif meme kanseri) etki gostererek hiicre dongiisiinii durdurup apoptozu
indiikleyebildigi bildirilmistir (Yang vd., 2019). Abuali ve arkadaglarinin (2021)
yaptiklar1 bir ¢calismada Eupatorium cannabinum bitkisinin toprak {istii kistmlarindan
maserasyon yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin etkisi, MCF-7 (insan
meme kanseri hiicre hatti) hiicreleri {iizerinde incelenmistir. Bu amagla E.
cannabinum'un n-hekzan, kloroform ve metanol ekstraktlar1 ve kloroform ekstraktinin
alt fraksiyonlarinin ve izole edilen bilesigin (eucannabinolide) sitotoksik etkisi test
edilmistir. Sonug¢ olarak eucannabinolide ve kloroform ekstraktinda sitotoksik etki
tespit edilmistir. Seskiterpen laktonlardan olan eucannabinolide’nin bitkinin sitotoksik
Ozelliklerinden sorumlu bilesenlerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple
mevceut calismada yliksek sitotoksik etkinlik tespit edilen ekstraktlarda bu bilesigin
etkisi oldugu disiiniilebilir. E. japonicum Thunb. yapraklarindan hazirlanan MeOH
ekstrakti iceriginde bulunan biyoaktif seskiterpen laktonu olan eupatoriopicrin
biyolojik analizler i¢in se¢ilmis ve HepG2 (karaciger kanseri hiicre hatt1), MCF-7 ve
NTERA-2 (testis kanseri hiicre hatt1) hiicrelerini in vitro olarak giiclii bir sekilde inhibe
ettigi tespit edilmistir (Phan vd., 2021). E. fortunei'nin toprak {stii kismindan izole
edilen eupatodibenzofuran A bilesiginin A549 (insan akciger adenokarsinomu hiicre
hatt1) ve MCF-7 hiicrelerinin apoptozunu belirgin sekilde indiikledigi belirtilmistir.
Eupatodibenzofuran A insan akciger kanseri ve meme kanserinin tedavisi i¢in
antikanser ajan olmaya aday olarak gosterilebilir (Chang vd., 2021). E. adenophorum
Spreng. (EA)’den elde edilen ugucu yagin esas olarak seskiterpenlerden olustugu
ortaya c¢ikarilmis ve bitkinin ucucu yaginin karaciger kanserine karsi aktiviteleri
aragtirtlmistir. Sonug olarak ugucu yag karaciger kanseri hiicre proliferasyonunu
normal karaciger hiicreleri iizerinde diisiik miktarda inhibe etmistir (Chen vd., 2018).
E. littorale Cabrera’nin, ekstrakte edilen eupafolin ve hispidulin flavonlarinin
biyolojik membranlarin 6zelliklerini degistirme ve sitotoksik etkileri arttirma
yetenegine sahip olup olmadigi arastirilmistir. Eupafolin ve hispidulin, HeLa
hiicrelerinin hiicresel canliliginda 24 saat icinde %40'lik bir azalmay1 tesvik etmistir.
Sonuglar, eupafolin ve hispidulinin, sitotoksik etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
Bu sonuglar, yapisal farkliliklara ragmen her iki flavonun da HeLa hiicreleri lizerinde

benzer sitotoksik etkilere sahip oldugunu isaret etmektedir (Herrerias vd.,2010).

61



Grigore ve arkadaslarinin (2018) yapmis oldugu calismada Eupatorium cannabinum
bitkisinin maserasyon kloroform ve su ekstraktlarinin BT-20 (insan meme kanseri
hiicre hatt1), HepG2 (insan karaciger kanseri hiicre hatt1), Caco-2 (insan kolon kanseri
hiicre hatt1) ve Jurkat (16semi hiicre hatt1) kanser hiicre hatlar1 lizerindeki antikanser
aktivitesi degerlendirilmistir. Bitkinin i¢erik tayini yapilmis olup sonucunda kloroform
ekstraktinda eupatorin, eupatilin ve quercetin'in ve su ekstraktinda kafeik asit ve
rutinin varligin1 ortaya ¢ikarmistir. Jurkat hiicreleri her iki ekstrata da duyarliyken
diger hiicre hatlar1 sadece kloroform ekstraktina karst duyarlilik gostermistir.
Icerigindeki metoksillenmis flavonlar bakimindan zengin olan kloroform ekstrakti test
edilen hiicre hatlarinin ¢ogu lizerinde 24 saatlik maruziyetin ardindan orta derecede
sitotoksik etkiye sahipken yiiksek miktarda kafeik asit ve rutin igeren su ekstrakti 48
saatlik maruziyetin ardindan belirli bir sitotoksik etki gostermistir. Her ne kadar kafeik
asit ve rutin gibi fenolik bilesiklerin antiproliferatif etkisi iyi belgelenmis olsa da, bu
calismada ad1 gegen iki bilesigin yiiksek miktarlarini igeren EA ekstrakti, test edilen
hiicreler iizerinde belirli bir inhibitér etki gostermemistir. E. cannabinum subsp.
cannabinum 'un toprak iistii kisimlarindan alt1 kafeik asit tiirevi, bes flavonol glikozit
ve iki flavon aglikon iceren on ii¢ bilesik izole edilmis ve tanimlanmistir. E.
cannabinum'un flavonoid analizi, baskin bilesik olarak rutin ile esas olarak kuersetin
ve kaempferol glikozitleri igerdigini gostermistir (Piwowarski vd.,2018). E.
cannabinum bitkisi hidroalkol ekstraktinin igerik tayini yapilmistir. Ekstraktin
kimyasal bilesenlerinin igeriginde %56,86 mg kafeik asit, %1,26 mg eupatorin,
%18,06 mg eupatilin, %97,03mg quersetin ve %762,63 mg rutin bulunmustur.
Ekstraktlar Jurkat (T hiicreli lenfoma hiicre hatt1) hiicreleri tizerinde 24 ve 48. saatlerde
degisen konsantrasyonlarda test edilmistir. Ekstraktin 6zellikle 48. saatte zaman ve
doza bagl olarak hiicreleri onemli Olc¢lide inhibe ettigi tespit edilmistir (Ionita

vd.,2013).

Eupatorium macrocephalum, Eupatorium pedunculosum ve Eupatorium laevigatum
maserasyon yontemi ile hazirlanan su ve etanol ekstraktlar1 HT29 (insan kolon
adenokarsinom hiicre hatt1) ve NCI-H460 (insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicre hatt1) ve U373 (insan glioblastoma hiicre hatt1) hiicrelerine karsi test edilmistir.
Test edilen Eupatorium tiirlerinin ekstraktlarinin {i¢ hiicre hattina kars1 farkli duyarlilik

tirettigi belirtilmis ve sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Monks vd., 2002). Wang ve
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arkadaslarinin (2022) yaptig1 bir ¢alismada E. lindleyanum DC.’dan izole edilen
seskiterpen lakton olan F1012-2’ye karst MDA-MB-468 (meme kanseri hiicre hatti)
hiicrelerinin antikanser aktivitesi arastirilmistir. TNBC (li¢lii neatif meme kanseri) igin
TNBC olmayan hiicre hatlarina gére énemli 6l¢iide diisiik ICso tespit edilmistir. Bu
caligmayla seskiterpen laktonlarin potansiyel antitimor aktivitesine sahip oldugu
dogrulanmistir. Eupatorium odoratum (EO) ekstraktlarinin MCF-7 ve Vero hiicre
hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkilerini ve etki mekanizmasini degerlendirilmistir. Vero
hiicreleri iizerinde zay1f etki gostermistir. Bu bitkinin etil asetat ve aseton ekstraktlar

ise MCF-7 hiicreleri lizerinde giiclii sitotoksik etkiler gostermistir (Harun vd., 2021).

Mevcut calismadaki bulgulara gore antikanser aktivite gosteren ekstraktlarin test
edilen konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda 6nemli bir azalis gerceklestirdigi
goriilmiistiir. Calisilan 250 pg/mL, 500 pug/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda en
cok etki gosterdigi saptanmistir. Hesaplanan en diisiik ICso degeri ultrasonikasyon
yontemi etil asetat ekstraktinda PC-3 hiicre hattinda elde edilmis olup, ICso degeri
22,03 pg/mL olarak bulunmustur. Sonuglar degerlendirildiginde 6zellikle
ultrasonikasyon teknigi ile elde edilen etil aseat ekstrakti hiicre hatlar1 iizerinde
konsantrasyona ve zamana bagli olarak iyi bir etki gostermistir. Bu sonug ekstraktin
1yl bir antikanser ajan olma potansiyeli oldugunu gosterir. Eupatorium cinsine ait
tiirlerin iceriginde bulunan bilesiklerin c¢esitli hiicre hatlarina karsi etki gosterdigi
antikanser caligmalar literatiirde bulunmaktadir. Mevcut ¢alismada E. cannabinum
tiirii toprak tistii boliimlerinin maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleriyle hazirlanan
etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin PC-3 prostat kanseri ve HeLa rahim agzi
kanseri hiicre hatlarina karsi antikanser aktivite sonuglari goz oOniline alindiginda
caligilan ekstraktlarin etkilerinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Mevcut
calismada da calisilan hiicre hatlarina karsi antikanser aktivitenin goriilmesinin,
icerigindeki aktif bilesiklerin olmasi ve bu bilesiklerin antagonistik ya da sinerjistik

etki gostermesiyle iligkili olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz Eupatorium cannabinum bitkisinin antimikrobiyal
aktivitesi altt Gram-negatif (Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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ve Salmonella Typhimurium ATCC 14028) ve 1ii¢ Gram-pozitif (Bacillus
subtilis ATCC 6633, Enterococcus  faecalis ATCC 29212  ve Staphylococcus
aureus ATCC 25923) bakteri susu ile bir maya (Candida albicans ATCC 10231)
susuna kars1 aragtirilmistir. Fakat ¢alisilan konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite

gostermedigi tespit edilmistir.

Literatiirde Eupatorium cinsine ait bitki tiirleri i¢in antimikrobiyal aktivite ¢calismalari
mevcuttur. E. cannabinum bitkisinin yapraklarindan hazirlanan kloroform, su ve
hidro-alkol ekstraktlarinin arastirildigi bir ¢aligma mevuttur. Calismada iic Gram-
pozitif bakteri (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis), bir
Gram-negatif bakteri (Escherichia coli) ve iki mantar (Candida albicans ATCC 10231
ve Aspergillus niger) test edilmistir. Kloroform ve hidro-alkol ekstraktlarinda inhibitor
aktivite yalnizca Escherichia coli, Bacillus cereus ve Candida albicans
mikroorganizmalarinda tespit edilmistir. Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis ve Aspergillus niger i¢in net bir inhibisyon tespit edilmemistir. Gram-pozitif
bakteriler tarafinda en ¢ok inhibe edilen Bacillus cereus olmustur. Tiim ekstraktlar
diisiik ya da orta derecede inhibitdr aktivite gdstermis ve en verimli olan1 hidroalkol
ekstrakti olmustur (Purcaru vd., 2015). E. fortunei Turcz. bitkisinin toprak {istli
kisimlarindan ve E. purpureum L. bitkisinin kok kisimlarindan elde edilen etanol
ekstraktlar1 ile Escherichia coli, Saccharomyces cereuisiae ve Candida albicans
bakterilerine kars1 yapilan ¢alismada antibakteriyel etki gozlenmemistir (Wat vd.,
1980). Mevcut ¢alismada da bu ¢alismayla paralel sonuglar gézlemlenmis ve bitkinin
toprak istii kistmlarindan elde edilen ekstraktlarda antimikrobiyal etki gdstermedigi
tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada Eupatorium odoratum'un (L.) hidro-distilasyon
yontemiyle elde edilen yaprak esansiyel yagi antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir.
Iki Gram-pozitif bakteri (Staphylococcus aureus MTCC 1144, Streptococcus
pyogenes MTCC 442) ve ii¢ Gram-negatif bakteri (Klebsiella pneumoniae MTCC
4030, Escherichia coli MTCC 40 ve Pseudomonas aeruginosa MTCC 2474)
kullanilmistir. Esansiyel yagin antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. Sonugta E.
odoratum yapraklarindan elde edilen esansiyel yagin, Gram-pozitif patojen
bakterilerin yani sira g¢esitli Gram-negatif patojenik bakterilere karsi antibakteriyel
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Choudhary vd., 2023). Eupatorium serotinum

esansiyel yagi, Cryptococcus neoformans'a karsi kayda deger antifungal aktivite
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gostermistir. Ancak bu esansiyel yagin verimi farmakolojik olarak faydali kabul
edilemeyecek kadar diisiiktiir (Lawson vd., 2020). E. adenophorum bitkisinin
yapraklarinin esansiyel yaginin Arthrobacter protophormiae, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Rhodococcus rhodochrous ve Staphylococcus aureus'a karst
antibakteriyel aktivitesi arastirilmis olup M. luteus ve R.
rhodochrous'a kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Fakat A. protophormiae, E.

coli ve S. aureus'a kars1 etki gostermemistir (Kurade vd., 2010).

Euptorium ayapana bitki yapraklarinin petrol eteri ve metanolik ekstraktlari
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan test edilmis olup petrol eteri ekstrakti metanolik
ekstrakttan daha fazla antibakteriyel ve antifungal aktivite gostermistir. Yaprak
ekstraktinda kumarinler, steroidler, karotenoidler, esansiyel yaglar ve vitaminlerin
mevcut  oldugu  bildirilmistir.  Petrol  eteri  ekstrakti, test  edilen
konsantrasyonda Shigella disenteriae hari¢ tim bakteri tiirlerine karst genis
spektrumlu aktivite gostermistir. Petrol eteri ekstrakti da antifungal aktivite
sergilemistir. Metanol ekstrakti, test edilen konsantrasyonda hem bakteri hem de
mantar tiirlerine kars1 petrol eteri ekstraktindan daha az aktivite gostermistir (Gupta
vd., 2002). Mevcut ¢alismada calisilan tiirlin antimikrobiyal etkisinin olmamasinin
sebebi, bitkinin farkli boliimlerinden calisilmasindan ve bitki igerisinde belirtilen

bilesenleri igermemesinden kaynaklaniyor olabilir.

Eupatorium serotinum, Eurybia macrophylla, Eutrochium purpureum, Polymnia
canadensis, Rudbeckia laciniata, Silphium integrifolium, Smallanthus uvedila,
Solidago altissima ve Xanthium strumarium'un toprak iistii kisitmlarindan elde edilen
esansiyel yaglarin Aspergillus niger, Candida albicans ve Cryptococcus neoformans'a
kars1 antifungal aktivitesi test edilmistir. Yiiksek siklokolorenon konsantrasyonunun
E. serotinum'daki antifungal aktiviteden sorumlu oldugu belirlenmistir. Ayrica,
Germacrene D'nin, Eupatorium serotinum, Eurybia macrophylla, Polymnia
canadensis ve Rudbeckia laciniata esansiyel yaglarinin antifungal aktivitesine katkida
bulunabilecegi gozlemlenmistir. E. purpureum'un antifungal aktivitesi, ana
bilesenlerinden heksanal, (2E) -heksenal, metil salisilat ve 0§jenol ile
iliskilendirilmistir. Metil salisilatin zayif diizeyde antifungal oldugu ancak Gjenoliin

bir miktar aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ek olarak, Eupatorium glutinosum'un
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etanol ve metanol ekstraktlarinin E. coli DH5-a'ya kars1 etkili oldugu ancak diger

suslara kars1 aktivite gdstermedigi bulunmustur (Zamora-Mendoza vd., 2023).

E. triplinerve bitkisinin tim kisimlarindan maserasyon yontemi ile hidroalkolik
ekstrakti hazirlanmistir. Yapraktan heksan, etil asetat ve metanol ekstraktlari
hazirlanmustir. Iki Gram-pozitif bakteri (Staphylococcus aureus ATCC 6538
ve Enterococcus faecalis ATCC 29212) ve bes Gram-negatif bakteri (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853, Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumonie ATCC
4352 ve Proteus mirabilis ATCC 15290) test edilmistir. E. triplinerve yaprak
ekstraktinin fitokimyasal analizi steroidler, kumarinler, alkaloitler ve saponinler
icerdigini goOstermistir. Metanol ekstrakti, diger ekstraktlara gore daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite sergilemis ve polar olmayan fraksiyonlar, 6zellikle Gram-
negatif bakterilere kars1 etkili olmustur. Hidroalkolik yaprak ekstrakti, Gram-negatif
bakterilere kars1 daha iyi antimikrobiyal aktivite gostermis ve polar olmayan
fraksiyonlar se¢ilerek ayristirllmistir. Bu fraksiyonlar icerisinde metanol ekstrakti en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi sergilemistir ve icerisinde kumarinler gibi bilesikler
bulunmustur. Bu ¢alisma, E. triplinerve bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmis ve Ozellikle metanol

ekstraktinin etkili oldugunu ortaya koymustur (Matos Lopes vd.,2015).

Eupatorium odoratum, Vernonia cinerea, Mikania micrantha, Tridax procumbens,
Pilea microphylla ve Cuscuta reflexa bitkilerinin genis yayilimindan sorumlu
alkaloidler ve terpenoidler gibi farkli biyoaktif bilesikleri belirlenmistir. Asetonik bitki
ekstraktlar, E. coli'ye karsi en yiiksek inhibisyon bdlgesini E. odoratum'un
gosterdigini, C. reflexa ekstraktinin ise E. coli'ye karsi hi¢ inhibisyon gostermedigini
ortaya koymustur. P. vulgaris'e kars1 asetonik ekstraktlar maksimum inhibisyonu M.
micrantha ile géstermis, bunu 7. procumbens, P. microphylla, V. cinerea ve C. reflexa
izlemistir. Farklir bitki ekstraktlarinin fitokimyasal analizi, alkaloidler, fitosteroller,
diterpenler, flavonoidler, saponinler, tanenler ve fenoller gibi neredeyse tiim ana
fitokonstitlientleri ortaya c¢ikarmistir. E. odoratum iizerinde yapilan c¢alisma
alkaloidler, flavonoidler, fitosteroller ve diterpenlerin varligini ortaya koymustur. E.
odoratum'un aseton Oziitleri E. coli'ye kars1 aktif olmustur. Alkol i¢indeki hi¢bir bitki

oziitii E. coli'ye karst etkili olmamistir. E. odoratum bitki ekstraktlar1 sadece P.
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vulgaris ve S. aureus mikroorganizmalarinda inhibisyon gostermistir (James vd.,
2018). E. triplinerve’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ugucu yagin analizi
sonucunda, yagin orta diizeyde antibakteriyel ve giiclii antifungal aktivite sergiledigi
belirlenmistir. Ugucu yagin alt1 fitopatojenik mantara karsi antifungal aktivitesi
gozlemlenmistir. E. odoratum ve E. triplinerve bitkileri, antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri nedeniyle degerli terapdtik potansiyele sahip olabilirler (Sugumar vd.,

2015).

Eupatorium adenophorum'un yapraklarindan elde edilen yaglarin analizi yapilmistir.
Metanol ve etil asetat kullanilarak E. adenophorum'dan seskiterpenlerin izole edilmesi
amaglanmistir. Bu yontemle izole edilen yag ekstraktlarinin %98,57'sini seskiterpenler
olusturmustur. Daha 6nceki bir ¢alismada ise, E. colinin cigek salkimi yagi ve kok
yagindaki seskiterpenlerin ¢ikarilmasi i¢in hidrodistilasyon yontemi kullanilmistir. Bu
calisma, E. adenophorum'un ¢iceklenme ve kok yaglarinin farkli bir bilesimini
bildirmistir. Farkli ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasi, seskiterpenlerdeki
yaglarin bilesimindeki farkliliklari agiklayabilir. E. adenophorum yag: ekstraktlarinin
Pythium myriotylum tlizerinde belirgin bir inhibitdr etkisi oldugu belirlenmistir. E.
adenophorum'un antifungal aktivitesi ise seskiterpenlerin varligina atfedilebilir.
Ciinkii 9-okso-ageroforon ve 9-okso-10,11-dehidro-ageroforon gibi giiglii antifungal
bilesikler seskiterpenler arasinda bilinmektedir. Ancak, yag ekstraktlarinin daha biiyiik
antifungal aktiviteye sahip olmasi muhtemelen seskiterpenlerin diger bilesiklerin

varliginda sinerji olusturma etkisine baglidir (Liu vd., 2017).

E. cannabinum bitkisinin toprak {Ustli kisimlarindan hidrodistilasyon yoluyla
hazirlanan ugucu yagin Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococmfmcalis
(AITC 29212), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (PCI 213),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus rnirabilis (ATCC 25933),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhi (ATCC 19430) suslarina karsi
antibakteriyel etkinligi test edilmistir. Eupatorium cannabinum ssp. cannabinum L.
yag1 gesitli mikroorganizmalara karsi onemli aktivite gostermistir. Test edilen tiim
organizmalar farkli konsantrasyonlarda yagdan etkilenmis ve en hassas olanlar basta
Streptococcus fecalis olmak tlizere Gram-pozitif bakteriler olmustur. Pseudomonas

aeruginosa, yaga karsi en diisiik hassasiyeti géstermistir. E. cannabinum yag1 fenolik
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bilesikler icermekte ve bunlar arasinda 6-cadinene, B-caryophyllene, a-terpineol,
elemol ve linalool bulunmaktadir. Bu bilesikler antiseptik ve bakteriyostatik
aktivitelere sahiptir. Elde edilen sonuglar, E. cannabinum ssp. cannabinum L.'nin
biyolojik olarak aktif molekiillerin kaynag1 olarak kabul edilebilecegini ve patojen
mikroorganizmalara karsi ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir (Senatore vd.,
2001). Mevcut calismada bitkinin toprak iistii kisimlarindan maserasyon ve
ultrasonikasyon yoOntemleriyle hazirlanan ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite
gbzlenmedigi icin ekstraktlarin bahsedilen fenolik bilesikler bakimindan zengin
olmadig1 disiiniilebilir. Ayrica gozlenen farklilik, bitkinin toplandig1 yer ve zamani,
ekstraksiyon yontemi, ekstraktlar hazirlanirken kullanilan ¢oziicii ve test edilen
suslarin direnciyle ilgili olabilir. Ekstrakt hazirlanirken kullanilacak ¢6ziicii se¢imi
bitkinin tiiriine, ekstrakte edilecek bitki kismina, biyoaktif bilesiklerin dogasina ve
¢Oziiclinlin mevcudiyetine baglidir. Genel olarak polar bilesiklerin ekstraksiyonunda
su, metanol ve etanol gibi polar ¢oziiciiler kullanilirken, polar olmayan bilesiklerin
ekstraksiyonunda heksan ve diklorometan gibi polar olmayan ¢oziiciiler kullanilir. Bu
durum ekstraktlarin biyolojik aktivitesinin etkinliginde rol oynayabilir (Abubakar ve

Haque, 2020).

Mikroorganizmalarin direng olusturmasi arastirmacilar1 alternatif tedavi yollari
bulmaya yonlendirmistir ve son birka¢ yilda bitki ekstraktlarinin QS yolaklarinin
inhibitorleri olarak hareket edebildigi bulunmustur. Bu aktif metabolitler bitki
dokulariin farkli kisimlarindan ekstrakte edilebilir. Bu bilesiklerin ana gruplari, siklik
bilesikler, fenolik tlirevler, nitrojen siklikleri, furanonlar, laktonlar, sinnamaldehitler,
alkaloidler, fenolikler, saponinler, tanenler ve terpenoidler dahil olmak iizere QSI'ler
olarak tanimlanabilir. Fitokimyasallar bakteriyel AHL sentezini diizenleyebilir ve
dolayistyla QS'yi baskilayabilir (Dimitrova vd., 2023). Bu sebeple anti-QS ajan arayis1
calismalar1 son donemde hiz kazanmustir. E. cannabinum bitkisi i¢in literatiirde anti-
quorum sensing aktivite iizerine ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alisma, bitkinin
toprak iistii kisimlarindan ¢esitli yontemlerle hazirlanan etil asetat, metanol ve su
ekstraktlarinin viyolasin pigment iiretiminin inhibisyonu ve anti-biyofilm aktivitesi
bakimindan biyofilm inhibisyonu ve biyofilm eradikasyonunu arastiran ilk arastirma

olma niteligini tagimaktadir.
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Mevcut ¢alismada test edilen konsantrasyonda C. violaceum Cv026 susunda viyolasin
pigment iiretimi inhibisyonu tespit edilmemistir. Bakterilerde QS inhibisyon
mekanizmalart bes sekilde goriilmektedir. Bunlar; sinyal sentezinin inhibisyonu,
sinyal molekiiliiniin inaktivasyonu, sinyal molekiilii aliminin 6nlenmesi (reseptor
antagonizmasi), sinyal yanitin1 diizenleyicilerin inhibisyonu, sinyal molekiillerinin
hiicre digina taginmasinin inhibisyonudur (Tiifekci, 2023). Mevcut calismada sinyal
molekiillerinin  reseptorlere baglanmasi engellenerek, bakterilerin  hiicresel
davraniglarint degistirebilme 6zelligi test edilmistir. Bu, QS'in hedef alindig1 bir
antibakteriyel stratejidir. Test edilen bakteri C. violaceun CV026 mutant susu, normal
sartlarda biyosensOr bir sus olmasina ragmen pigment iretme yetenegine sahip
degildir. Eksojen sinyal molekiilleri ortama eklendiginde bakteri bu sinyal
molekiilerini tanimlar ve buna gore viyolasin pigmenti iiretir. Calismada test
materyalinin pigment inhibisyonu 6l¢iilmeye ¢alisilmistir. C. violaceum ATCC 12472
susu dogal olarak pigment iiretmek i¢in uzun zincirli AHL molekiillerini
kullanmaktadir. Bu sus ile test edilen C. violaceum CV026 mutant susun sinyal
molekiilleri farkli oldugundan bu sinyal farklilig1 reseptor antagonistligi ile pigment
iretmeyi engellediginden mutant susun iiremesi renk pigmenti olmadan

gerceklesmektedir.

Literatiirde apigenin ve luteolin bilesikleri iceren bitkilerin Chromobacterium
violaceum ATCC 12472'de pigment olusumu, biyofilm iiretimi ve hareketliligi
engelledigi gozlenmistir. Bu durum apigenin ve luteolin gibi bilesiklerin yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir (Liu
vd.,2022). Mevcut calismada da calisilan konsantrasyonlarda anti-QS aktivite
gbzlenmemesi sebebiyle ¢alisilan ekstraktlarda belirtilen bilesiklerin yeterli olmamasi

veya bulunmamasi diisiiniilebilir.

Bu c¢alisma kapsaminda ayrica S. aureus ATCC 25923 susunda biyofilm olusumunun
inhibisyonu ve olusan biyofilmin eradikasyonu iizerine yapilan deneyler sonucunda
ekstraktlarin 250 pg/mL konsantrasyonda maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleri
ile hazirlanan su ekstraktlarinda anlamli inhibisyon (p<0.05) tespit edilmistir. Biyofilm
olusumunun inhibisyonu sonuglar1 sirasiyla %53,7 ve %26,8 olarak belirlenmistir.

Biyofilm eradikasyon deneyi sonucglari ise sirasiyla %55,2 ve %53,7 olarak
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bulunmustur. Mevcut ¢alismada farkli yontemler ile hazirlanan su ekstraktlarinda
anlamli sonuglarin tespit edilmesi, bu ekstaktlarin igerigindeki aktif kimyasal
maddelerle ilgili olabilir. Sonuglar goz 6niine alindiginda su ekstraktlar1 anti-biyofilm
ajan olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Mevcut c¢alisma E. cannabinum
bitkisinin anti-biyofilm aktivitesinin arastirildigir ilk c¢alisma olma 6zelligi

tasimaktadir.

Literatiirde stafilokoklarin yiizeylere tutunabilme ve biyofilm olusturabilme
yeteneklerinin oldugu belirtilmistir. insan ve hayvanlar icin enfeksiyonlara sebep
olabilen S. aureus suslar1 patojen mikroorganizmalardir. Suslar, bakteriyi fagositozdan
koruyan, notrofillerin etkisini dnleyen ve lenfosit aktivitesini azaltan bir slaym yapis1
urettiginde antibakteriyel tedaviye daha direngli olduklari bildirilmistir (Efe vd.,
2022). Mevcut calismada S. aureus ATCC 25923 susuna kars1 antimikrobiyal aktivite
gbozlenmeyip antibiyofilm aktivite gozlenmesinin sebebi, bakterinin direng
olusturmasi olabilir. Biyofilm olusumunun engellenmesi ve olgunlasmis biyofilmin
yikimlanmasi ile ele alindiginda, baslangic asamasindaki biyofilm olusum orani
olgunlagsmis biyofilmden daha yiiksektir. Bunun nedeni, bir kez olustuktan sonra
biyofilmin ¢ikarilmasinin zorlasmasi ve baslangi¢c asamasinda biyofilm olusumunun
engellenmesindendir (Kuyucuklu, 2019). Belirtilen bilgiye paralel olarak mevcut
calismada da bahsedildigi sekilde biyofilm olusumu ve eradikasyonu arasinda bir

baglanti oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, E. cannabinum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan maserasyon ve
ultrasonikasyon yontemleriyle hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin
antikanser, antimikrobiyal ve anti-quorum sensing aktivitelerine ydnelik bilgi
saglamaktadir. PC-3 ve HeLa hiicre hatlar tizerine degerlendirilen antikanser aktivite
sonuclarina gore Ozellikle ultrasonikasyon yoOntemiyle hazirlanan etil asetat
ekstraktinin giiclii antikanser etkiye sahip oldugu ve kansere yonelik tedavilerde
potansiyel antikanser ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Eupatorium cinsi
bitkilerin antikanser aktivitelerinin arastirildigi  bircok ¢alisma mevcuttur.
Calismamizdaki bulgulara gore antikanser aktivite saglayan ekstraktin apoptotik ve
otofajik mekanizmasini anlamak icin daha ileri ¢aligmalar yapilabilir. Ek olarak,
ekstraktlarin ¢alisilan kanserlerin sagliklt  hiicre hatlar1 tiizerine etkinliginin
arastirilmasi ileri ¢alismalar i¢cin 6nemlidir. Calisilan bitkinin antikanser ilag olma

potansiyelinin degerlendirilebilmesi i¢in in vivo deneyler yapilabilir.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite aragtirmasinda kullanilan bakteri ve maya
suslarinda ¢alisilan konsantrasyonlarda etki gozlenmemistir. Bu sebeple farkli
mikroorganizmalar ile arastirma yapilabilir. QS deneyleri kapsaminda yapilan
viyolasin inhibisyonu deneyinde pigment inhibisyonu tespit edilmemistir. ilave olarak
ekstraktlarin piyosiyanin pigment {iretimi, swarming hareketi gibi QS sistemi ile
regiile edilen diger viriilans faktorlerini inhibe etme yetenekleri arastirilabilir. E.
cannabinum bitkisi i¢in literatiirde anti-quorum sensing aktivite lizerine ¢alisma
bulunmamaktadir. Mevcut ¢calisma da E. cannabinum’un toprak iistii kisimlarindan
cesiti yontemlerle hazirlanan etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin viyolasin
pigment inhibisyonu ve antibiyofilm aktivitesine yonelik ilk caligmadir. Anti-biyofilm
deneyleri sonucunda su ekstraktlarinda biyofilm olugumunun inhibisyonu ve
eradikasyonu i¢in anlamli sonuglar tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar gbz oniine
alindiginda anlamli bulgularin tespit edildigi ekstraktlarin antibiyotige kars1 direngli
bakteriler i¢in anti-biyofilm ajanm1 olarak kullanilma potansiyelinin olmasi, insan

sagligint olumsuz yonde etkileyen bakteri i¢in umut vericidir. Tespit edilen bu anti-
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biyofilm aktivite, ekstraktlarin icerisindeki bilesiklerin etki mekanizmalarini anlamak

icin ileri caligmalarin gerekli oldugunu gostermektedir.

Ekstraktlarin antikanser aktivitesinin arastirilmasi sonucunda hiicre canliliginin
onemli Ol¢liide azaldigi tespit edilmistir. Bu durum ekstraktin kanser tedavisinde
kullanilabilecek umut verici potansiyel bir ila¢ aday1 oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica su ekstraktlarinin bakteri biyofilmlerinin olusumunu onleyici ve mevcut
biyofilmleri yikimlayici etkiler gostermesi, antibiyotik direnci ile miicadelede
yenilik¢i ¢oziimler sunabilmektedir. Bu bulgular, kanser ve antibiyotik direnci gibi
onemli saglik sorunlariyla miicadelede yeni tedavi seceneklerinin gelistirilmesine
olanak tanidigindan dogal kaynakli bitkilerin arastirilmasi, saglik alaninda biiyiik bir

yenilikgilik ve ilerleme potansiyeli tasimaktadir.
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