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Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirmalarimin yapilmasi ve
bulgularimin analizlerinde biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar
cercevesinde elde edilerek sunuldugunu; ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirlanan bu ¢alismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina
eksiksiz atif yapildigini, bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini bildirir ve

taahhiit ederim.
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FARKLI EKSTRAKSIYON YONTEMLERIYLE ELDE EDILEN Diplotaxis
tenuifolia BITKI EKSTRAKTLARININ ANTIKANSER VE
ANTIMIKROBIYAL POTANSIYELININ KARSILASTIRMALI OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

SUMEYRA BASYIiGiT

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GENETIK VE BIYOMUHENDISLIK ANA BIiLIiM DALI

DANISMAN:PROF. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

Bitkiler yeryiiziinde ortaya ¢iktiktan sonra Ozellikle karasal ekosistemlerde besin piramidinin
ilk basamagina yerleserek heteretrof canlilar i¢in yasamimn temelinde yer alan karbonun
kaynagi olmustur. Tarihin en eski zamanlarindan bu yana insanlar degisik amaglar igin
bitkileri kullanmus, incelemis ve tanitmak ig¢in gayret gostermislerdir. Bu tez galismasi
kapsaminda, Diplotaxis tenuifolia bitkisinin toprak {stii kisimlarindan maserasyon ve
ultrasonikasyon yontemleriyle izolasyon sonucu elde edilen etil asetat (EA), metanol (MeOH)
ve su ekstraktlarmin antikanser, antimikrobiyal ve anti-Quorum Sensing (anti-QS) aktiviteleri
arastirilmistir. Test edilen ekstraktlarin antikanser aktivitesi PC-3 ve MDA-MB-231 kanser
hiicre hatlar1 tizerine MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Antibakteriyel aktiviteleri insan
patojenlerini temsil eden alt1 Gram-negatif, tic Gram-pozitif bakteri ile bir maya susuna kars1
disk difiizyon ve sivi mikrodiliisyon yontemleri ile arastirilmistir. Ekstraktlarm anti-QS
aktiviteleri ise Chromobacterium violaceum CV026 biyosensor susunda viyolasin pigment
iretimi iizerine inhibitér etkinligi yari-kati agar yoOntemi ile, anti-biyofilm aktivitesi
Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi kristal viyole yontemi kullanilarak test
edilmistir. Sonug olarak her iki hiicre hatt1 icin 48 saat sonunda en diisiik canlilik oran1 (%2,0-
%2,8) EA ekstraktlarmin 1000’er png/mL konsantrasyonunda saptanmustir. ICso degerleri ise
MDA-MB-231 ve PC-3 hiicre hatlarina karsi sirastyla 304,4 pg/mL ve 313 pg/mL seklinde
hesaplanmistir. Calisilan konsantrasyonlarda bitkinin yalnizca ulstrasonikasyon metodu ile
hazirlanan EA ekstraktinin Bacillus subtilis’e kars1 zon ¢ap1 olusturdugu tespit edilmistir.
Minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK)
degerleri ise 1000’er ng/mL olarak tespit edilmistir. Ekstraktlarin viyolasin pigment {iretimi
iizerine inhibitor etkinligi gézlenmezken biyofilm formasyonunu %81,9 oranina kadar inhibe
ettikleri belirlenmistir. Bulgular D. tenuifolia ekstraktlarimin umut vadeden terapotik
ozelliklere sahip oldugunu gostermistir. Ileriki cahigmalarda ekstraktlarin fitokimyasal
analizinin gerceklesmesi ve biyolojik aktivtelerden hangi bilesigin veya bilesiklerin sorumlu
oldugunun belirlenmesi 6nerilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Diplotaxis tenuifolia (L.), antibiyofilm, antikanser,
antimikrobiyal, ekstrakt

Haziran, 2024, 63 Sayfa
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ABSTRACT

MSC THESIS

COMPARATIVE EVALUATION OF ANTICANCER AND
ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF Diplotaxis tenuifolia PLANT
EXTRACTS OBTAINED BY DIFFERENT EXTRACTION METHODS

SUMEYRA BASYIiGiT

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING

SUPERVISOR:PROF. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

After plants appeared on earth, they settled at the first step of the food pyramid, especially in
terrestrial ecosystems, and became the source of carbon, which is the basis of life for
heterotrophic creatures. Since the earliest times of history, people have used plants for various
purposes, studied them, and made efforts to introduce them. In this thesis study, the anticancer,
antimicrobial, and anti-Quorum Sensing (anti-QS) activities of ethyl acetate (EA), methanol
(MeOH), and water extracts isolated from the aerial parts of the Diplotaxis tenuifolia plant by
maceration and ultrasonication methods were investigated. The anticancer activity of the tested
extracts was evaluated by the MTT method on PC-3 and MDA-MB-231 cancer cell lines.
Their antibacterial activities were investigated by disk diffusion and broth microdilution
methods against six Gram-negative, three Gram-positive bacteria and one yeast strain
representing human pathogens. The anti-QS activities of the extracts were tested using the
semi-solid agar method for their inhibitory activity on violacein pigment production in the
Chromobacterium violaceum CV026 biosensor strain, and the crystal violet method for their
anti-biofilm activity against the Staphylococcus aureus ATCC 25923 strain. As a result, the
lowest survival rate (2.0%-2.8%) for both cell lines at the end of 48 hours was determined at
1000 pg/mL concentration of EA extracts. ICsy values were calculated as 304.4 pg/mL and
313 pg/mL against MDA-MB-231 and PC-3 cell lines, respectively. It was determined that
only the EA extract of the plant prepared by the ultrasonication method created zone diameter
against Bacillus subtilis at the concentrations studied. Minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values were determined as 1000
pg/mL each. While no inhibitory activity was observed on violacein pigment production, it
was determined that the extracts inhibited biofilm formation by up to 81.9%. In further studies,
it is recommended to perform phytochemical analysis of the extracts and determine which
compound or compounds are responsible for the biological activities.

KEYWORDS:Diplotaxis tenuifolia (L.), antibiofilm, anticancer, antimicrobial, extract
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1. GIRIS

Bitkiler yeryliziinde ortaya ciktiktan sonra oOzellikle karasal ekosistemlerde besin
piramidinin ilk basamagina yerleserek heteretrof canlilar i¢in yagamin temelinde yer
alan karbonun kaynagi olmustur. Tarihin en eski zamanlarindan bu yana insanlar
degisik amaglar i¢in bitkileri kullanmis, incelemis ve tanitmak igin gayret
gostermislerdir. Insanlarin besinleri genel olarak bitkisel ve hayvansal kaynakli olmak
iizere iki g¢esittir. Bitkiler insanlar tarafindan gida maddesi olarak tiiketilmelerinin
yaninda koku verici ve tat anlammnda da kullanilmislardir (Aytag, 2016). Bitki
kullanimina iligkin ilk belgelerin M.O. 2600 yillarina dayandig1 ve takriben 1000 bitki
kaynakli {irlintin kullanildig1 kayitlara geg¢mistir. Boylelikle ileri geleneksel tip
sistemlerinin temeli atilmistir (Cragg ve Newman, 2013). Klinik metotlar kullanilarak
bitkilerden ila¢ kesfi 19. ylizyilin baglarina dayanmaktadir. Afyon bitkisinden morfinin
izolasyonunun baslanmasiyla pek cok sifali bitkinin incelenmesi tetiklenmistir.
Boylece basta alkaloidler olmak iizere kinin, kodein, nikotin, atropin, kokain gibi
bircok biyoaktif dogal iirliniin bulunmasi saglanmistir (Atanasov vd., 2015). Su ana
kadar bulunan dogal iiriinler, insan saghgmin iyiye gitmesinde ©nemli bir rol
oynamistir. Hesaplamali ve biitilinlestirici kimyadan olusturulan bilesiklerle gii¢lii bir
rekabete maruz kalmalarina karsin, etkinlikleri ve giivenilirlikleri sebebiyle halen
tercih edilen ilaglar haline gelmistir (Veeresham, 2012). Bununla birlikte Diinya
Saghk Orgiitii (DSO), giiniimiizde kullanilabilen ilaglarin %25’inin tibbi bitkiler
kullanilarak iiretildigini bildirmektedir. DSO tarafindan bitkisel tedavinin dniimiizdeki

yillarda tiim diinyada yayginlasacagi ongdriilmektedir (Acibuca ve Budak, 2018).

[lman iklim kusak bolgesinde olan iilkemiz, i¢inde barindirdigi bitki florasi
bakimindan biiyiik bir zenginlik kaynagidir. Son zamanlardaki arastirmalara gore
Tiirkiye’ nin ortalama 12.000’e yaklasik bitki tiirline ev sahipligi yaptig1 sonucuna
varilmistrr. i¢inde barindirdigi bu bitki tiiriiniin 3000’ ise endemiktir (Konak vd.,
2017). Endemik tiirler agisindan bakildiginda zengin bolgelerimiz Akdeniz, ig¢
Anadolu ve Dogu Anadolu bélgeleridir (Acibuca ve Budak, 2018).



Tibbi bitkiler i¢erdikleri dogal antioksidan bilesikler nedeniyle gecmisten giiniimiize
ila¢ seklinde kullanilmigtir. Bundan otiirti bitkiler siiper antioksidanlar olarak kabul
edilir. Fenolik bilesikler ise dogal antioksidanlarin ana grubunu teskil etmektedir
(Deveci vd., 2016). Fenolik bilesikler, bitkilerde mevcut olan sekonder
metabolizmanin Uriinleridir. Bitkiyi zararli etkenlere karsi korur, bitkilerde iireme,
biiylime, gelisme gibi esas islevleri saglamakla birlikte bitkiye kendine has tat ve renk
gibi 6zelliklerinin belirlenmesinde etkendir (Konak vd., 2017). Ayrica bitkilerde
yaygin olarak bulunan bilesenler olup bitki florasinda 8.000'den fazla fenolik bilesigin
bulundugu ortaya ¢ikmistir (Alara vd., 2021). Bitkilerin bazi kisimlarinda (kok, govde,
meyve, sebze, kuruyemis, tohum vb.) farkli miktarlarda bulunan ve ayni zamanda
dogal yollarla sentezi olan maddelerdir (Ceylan vd., 2017). Fenolik maddeler
antienflamatuar, antipatojenik, antiviral, antialerjik, antitrombotik, antimikrobiyal gibi

cesitli 6zellikleri nedeniyle insan sagligi i¢in kullanilirlar (Jahromi, 2019).

Fenolik maddeleler yap1 bakimidan ve igerdikleri halka sekline gore isimlendirilirler
ve flavonoidler, fenolik asitler, tanenler, stilbenler ve lignanlar olmak {izere 5 ana
grupta yer alirlar (Eylem ve Uslu, 2018). Fenolik bilesiklerin sergiledigi antikanser
ozellikler, kanserin yayilimini onlemeye yonelik coklu mekanizmalarla ¢aligiimis
oldugu pek cok makalede kayda ge¢cmistir (Huang vd., 2009; Neergheen vd., 2010).
Bitkileri kullanarak dogal antibiyotik elde etmek ve gelistirmek de miimkiindiir.
Gelistirilen bu antibiyotiklerin canli organizmalar {izerinde bakterisidal veya
bakteriyostatik etkilere sebebiyet verdigi gdézlemlenmis ve rapor edilmistir (Salehi vd.,

2019; Oses vd., 2016).

Tibbi bitkilerin endiistriyel agidan ele alinmasi farkli metotlar kullanilarak aktif
bilesenlerinin ekstrakte edilmesiyle baslar (Aytag, 2016). Bu tez calismasi kapsaminda
da Brassicaceae familyasina ait Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. (yabani roka)’nin toprak
istli kisimlarma ait farkli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarmin
antikanser ve antimikrobiyal aktivite potansiyelinin karsilagtrmali olarak

degerlendirilmesi hedeflenmistir.



1.1  Brassicaceae Ailesi Hakkinda Genel Bilgiler

Cruciferae veya hardal ailesi olarak da bilinen model bitki familyas1 Brassicaceae,
toplamda 338 ila 360 cins ve yaklasik 3.709 tiirden olusur. 10-19 taksondan olusan
Brassicaceae, Brassicales takimma ait en biiylik cicekli (anjiyospermik) kapali
tohumlu dikot familyalarindan biridir (Anjum vd., 2012; Raza vd., 2020). Diinya
capinda yaygin bir dagilim gosterir ve Antarktika haricindeki kitalarda da bulunur
(Ramirez vd., 2020). Tiirkiye’de ise Brassicaceae ailesine mensup 88 cins ve 539 tiir
bulunmaktadir. Bunlardan 210 tanesi endemik tiirdiir (Erik ve Tarikahya, 2004). Bu
aile, ekonomik bakimdan onem arz eden pek c¢ok yenilebilir ve endiistriyel yagh
tohum, sebze, baharat ve yem bitkisini icerir (Warwick, 2011). Bu mahsullerin yan1
sira su teresi, turp, yaban turpu ve roka gibi yetistirilen birgok tiir bulunmaktadir. 21.
yiizy1l tariminda, 6zellikle biyoaktif kimyasallarin kaynagi olarak kullanim agisindan

onemli potansiyele sahip bir¢ok baska tiirler de mevcuttur (Bancroft, 2011).

Brassicaceae ailesi bir, iki ya da ¢ok yillik otsu bitkiler, yar1 ¢ali, cal1 veya nadiren
kiiciik agaglardan olusur. Birgogu otsu form ve biraz calimsi formlardan olusan
kozmopolit bir familyadir. En iyi bilinen anatomik 6zellikleri arasinda Brassicaceae'de
fazlasiyla bulunan mirosin igeren salgi hiicreleri bulunur. Fakat sayilar1 cevre
kosullarina ve beslenme ihtiyaclarina gore farklilik gésterir. Bu salgi dokusu bitkinin
her yerinde ve neredeyse her dokusunda meydana gelmektedir. Ciceklerinin
yumurtaligin iist konumda oldugu goriiliiri hermafrodittir. Her iki tarafi simetrik ve
nadiren zigomorfiktir. Sepaller 4, kiremitli (imbrikat) ve genellikle serbesttir. Petaller
cogu zaman 4 olmakla birlikte kismen eksik olabilir. Tohumlar neredeyse albiimin
icermez, kanatli veya kanatsiz olabilirler. Govdesi dairesel bir yapiya sahiptir,
epidermis tek sirali oval ya da yuvarlak hiicrelerden olusur. Yapraklari ise orta damar1
ve damarlar aras1 bdlgelerden meydana gelmektedir. Epidermiste tily yapisiyla

karsilagilmamistir (URL-1, 2024).

Bu bitki ailesinin en sasirtict 6zelliklerinden biri, sadece aileye has degil bununla
birlikte tiiriine ve cinsine 6zgii ikincil metabolitlerin ve biyoaktif bilesenlerin varligidir
(Ramirez vd., 2020; Raza vd., 2020). En kapsamli sekilde incelenenler glukozinolatlar

(GSL) ve bunlarim parcalanma iiriinleri, izotiyosiyanat ve indollerdir. izotiyosiyanatlar



(ITC'ler), en 1iyi bilinen bilesiklerdir ve keskin tatlarindan sorumlu olduklari
disiniilmektedir. Fenolik bilesikler, karotenoidler ve burada arastirilan tokoferoller,
terpenler, fitosteroidler ve fitoaleksinler gibi daha az ¢alisilan diger bilesik gruplarinin
essiz profillerine sahiptir. Brassicaceae familyasina ait sebzelerde bulunan ana fenolik
bilesikler; flavonoidler ve hidroksisinnamik asitlerdir. Flavonoidlerin en 6nemli grubu
flavonollerdir. Hidroksisinnamik asit grubu ise C6-C3 yapisi ile karakterizedir ve
serbest olarak veya sekerler ya da diger asitlerle konjugedir. Bu tiiriin en yaygin
olanlar1 p-kumarik asit, sinapik asit, ferulik asit ve kafeik asittir (Sekil 1.1). Fakat
bunlar bitkinin tiiriine baglh olarak énemli dlgiide degisir. Ornek olarak, rokanm
icerisinde bulunan en birincil hidroksisinnamik asit, sinapik asittir. Fakat kirmizi kiraz
ve daikon turpu sinapik asit icermez. Bir diger 6rnek ise kirmizi lahanada bulunan ana
hidroksisinnamik asidi simgeleyen ama roka ve turp yapraklarinda bulunmayan ferulik
asittir. Bu sebeplerden otiirli Brassica'y1l fitokimyasal igerigi, gidalarmm beslenme
kalitesini artiran en 1yi dogal {iriin haline getirir ve giderek artan bir ilgi gormektedir
(Ramirez vd., 2020). Cesitli aragtirmalar, Brassicaceae ‘da bulunan fitokimyasallarin
baz1 hastaliklarin ve kanser tiirlerinin 6nlenmesindeki potansiyel roliinii géstermistir

(Durazzo vd., 2013).

Kaempferol
Kuersetin A

T-resveratrol

Siyanidin

Gallik asit

Sekil 1. 1 Brassicaceae familyasinda bulunan fenolik bilesikler (Ramirez vd., 2020).



1.2 Diplotaxis tenuifolia Tiirii

Diplotaxis tenuifolia (L.) “yabani roket” ya da “roka” olarak bilinen Brassicaceae
familyasima mensup kozmopolit bir dagilim gosteren ¢ok yillik otsu bir bitki tiirtidiir
(Caruso vd., 2018). Ulkemizde ise “yabani roka” ya da “tiirpenk” olarak
adlandirilmaktadir. Tiir ismini, meyvesinde bulunan her lokusta ikiser sirali halinde
bulunan tohum dizilisinden almaktadir. Ruderal bir bitki tiiriidiir. Yerlesim yerlerinin
etrafindaki bos kisimlarda ve etkili yiiksek zeminlerde yabani olarak yetisir (Sadik,
2012). Akdeniz ve Bat1 Asya’da yayilim gosterir (Caruso vd., 2018). Kendine has
kokusu ve lezzeti ile hazir salatalarin vazgecilmez bir 6gesi olmustur. Dolayisiyla gida
sanayisinde onemli bir yere sahiptir. Bundan 6tiirii de bitkinin son zamanlarda agirlikli
olarak Italya ve bircok iilkede ticari olmak iizere yetistirildigi anlamma gelmektedir
(Bell ve Wagstaff, 2019; Caruso vd., 2019). 1,8-2,2 m genisligindeki yataklarda
politiinellerin altinda hassas ekim makineleri ile ekilir, sprinkler ile giibrelenir ve tam
yaprak gelisiminde mekanik olarak kesilir (Pane, 2021). Geleneksel olarak spontan bir
bitki olarak hasat edilir (Caruso vd., 2018). Hasat edilen iirlin hizla soguk zincire girer,
yikama, silme ve torbalama ile minimum diizeyde islenir ve cesitli tilkelerde perakende

aglar araciligiyla yemeye hazir olarak dagitilir (Pane, 2021).
D. tenuifolia bitkisinin sinonimleri su sekildedir (URL-2, 2023):

e Arabis sylvestris Scop.

e Diplotaxis kovacsiae Penzes
e FEruca perennis Mill.

e Sisymbrium acre Lam.

e  Sisymbrium tenuifolium L



Sekil 1. 2 Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. bitkisinin gérseli (URL-3 ve URL-4, 2024)

1.2.1  D. tenuifolia Tiiriiniin Fiziksel Ozellikleri

D. tenuifolia bitkisinin boyu ¢ogunlukla 70 cm’ye kadar biiyiiyebilmektedir. Govdesi
diktir. Tiiysliz veya birka¢ tiiylii, basit ya da ¢ok dallara sahiptir. Tabanindaki
yapraklar1 10 cm uzunlugunda, dikddrtgensi, seritsi veya kagiks1 formlarinda bulunur,
kenarlar1 ise diiz, biraz fazla loblu veya hafif teleksi yapidadir. Saph ve ezildiginde
keskin, giliclii bir kokuya sahiptir. Canak yapraklar1 ¢iplak veya havhidir. Tag
yapraklar1 saridir ve ovaldir. Meyvesi genel itibariyla dik veya nadir olarak
yiikselicidir. Tohumlar ise piiriizsiiz forma sahip soluk kahverengi renklidir (URL-4,
2024).

1.2.2  D. tenuifolia Tiiriiniin Fitokimyasal I¢cerigi

Yabani roka yapraklari, lezzetinin disinda saghiga yararl, degerli besin maddeleri
icermesi nedeniyle de One c¢ikmaktadir. Yapraklar1 glikozinolatlar, C vitamini ve
flavonoidler gibi bazi antioksidan bilesiklerin igerigiyle ilgili olarak kayda deger
beslenme Ozelliklerine sahiptir. Glikozinolatlar, kimyasal yapidaki varyasyona bagli
olarak yaklasik 130 bilesikten olusan, Brassicaceae familyasma 6zgii bir ikincil
metabolit smifidir. Ozellikle, dimerik glukosativin ve progoitrin/epiprogoitrin gibi
bilesiklerin, tiiketiciler tarafindan iyi kabul edilen roka salatasmm 6zel tadmnin
tanimlanmasinda da énemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir. Cok yillik bu bitkinin
yapraklari, igerigindeki glikozinolatlardan kaynaklanan aci ya da keskin bir tat ve

ucucu izotiyosiyanatlarin salinimina bagli olarak giiclii bir buruk aroma ile karakterize



edilir. Glikozinolatlarin icerigindeki yiiksek degiskenlik ile yabani rokanin kuru
agrrhiginin 0,76-3,03 g kg! kadarmi olusturur (Caruso vd., 2018). Kendisine has
kokusu ve tadindan glukosativin ve onun hidroliz irlinleri sorumlu tutulmaktadir.
Ayrica rokanm ana bilesenleri glukosativin, DMP, glukorafanin ve glukoerusindir.
Bunlara genel olarak glukosinolat ismi verilmektedir. Bunlarin disinda glukoalisin,
progoitrin, 4-hidroksiglukobrassisin, diglukotiyobeinin, glukorukolamin ve 4-
metoksiglukobrassisin gibi daha az yogun miktarlarda bulunan glikosinolatlar
bulunmaktadir (Bell ve Wagstaff, 2019). Yabani rokada tanimlanan glikozinolat
bilesikler Tablo 1.1’de verilmistir. Ayrica yabani rokanm glikozinolat miktarinin
bitkinin genetik 6zelliklerine ve hasat zamanina bagh olarak degisebilecegi de rapor
edilmistir. Bilhassa glikoerusin ve glukorafanin bilesiklerinin tekrarlayan hasat
donemi sonrasinda daha yiiksek seviyelere ulastigi kaynaklarda belirtilmistir (Caruso
vd., 2019). Ek olarak yabani rokanin kokler hari¢ tiim dokularinda cekirdek aglikonu
izorhamnetin, kaempferol veya kersetin olan poliglikosillenmis flavonoidler i¢erdigi

de bildirilmistir (Caruso vd., 2018).

Bir¢ok farkli c¢aligmada yabani roka bitkisinde tanimlanan bu maddelerin
antimikrobiyal, antioksidan, antikanser ve antiinflamatuvar gibi tiirlii biyolojik
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin; glukorafanin'in hidroliz iiriinii olan
stilforafanin kansere kars1 kemoprevensiyon sagladigi rapor edilmistir (Zhang vd.,
1992). Bir diger calismada, askorbik asit, flavonoidler, karotenoidler ve lutein gibi
ksantofiller ile antioksidan Ozellikler verdigi bildirilmistir (Caruso vd., 2018).
Fitoaleksin olarak adlandirilan arvelexinin kolon iizerine antiinflamatuvar aktiviteye
sahip oldugu da baska bir ¢alismada ifade edilmistir (Cho vd., 2012). Bu baglamda,
beslenme uzmanlar1 tarafindan kardiyovaskiiler ve kanser hastaliklarini 6nlemeye
yardimci olarak roka yapraklari i¢eren diyetler onerilmektedir (Caruso vd., 2018).
Hatta Akdeniz ve Bat1 Asya bdlgelerindeki yerli halk tarafindan kocakari ilaci olarak
da kullanmildig1 kayitlara ge¢mistir (Caruso vd., 2019). Antiflojistik, biiziicii
(astringent), depuratif (depurative), diliretik, dijestif, yumusatict (emollient), tonik,
stimulant, laksatif ve kizartici (rubefacient) olarak kullanildig1 bilinmektedir (Durazzo
vd., 2013). Geleneksel tibbin da kabul ettigi sagliga yararl etkilerine dayali olarak
tiiketimi tesvik edilmektedir (Caruso vd., 2018).



Tablo 1. 1 Yabani rokada rapor edilen glikozinolat bilesikleri (Caruso vd., 2018).

Diglukotiyobeinin Glukoiberverin | Glukotropeolin
Glukoalisin Glukolepidin Glukozativin
Glukoarmoracialafolicin | Glukonapin Neoglukobrassisin
Glukobrassikanapin Glukonasturtin | Progoitrin/epiprogoitrin
Glukobrassisin Glukoputranjivin | Sinalbin, glukozinalbin
Glukoerusin Glukorafanin Sinigrin
Glukoibarin Glukorafenin

1.3  Kanser

Diinya genelinde 6liim nedenlerinin basinda gelen hastaliklardan biri kanserdir. 2022
yilinda diinya ¢apinda kanser teshisi konulan kisi sayis1 tahmini olarak 20 milyondur.
Kanser sebebiyle hayatin1 kaybeden kisi sayisi ise yaklasik olarak 9,7 milyondur ve
neredeyse alt1 6liimden birine neden olmaktadir (GCO, 2024; WHO, 2023). Akciger,
meme, kolon, rektum ve prostat kanserleri siklikla gézlemlenen kanser tiirleridir.
Tiirkiye'de ise sikca rastlanilan ilk bes kanser tiirti 100 binde goriilme sikligiyla akciger
(30,13), prostat (24,33), deri (18,91), meme (17,96), mide (9,92) kanser c¢esitleridir.
Erkeklerde kanser goriilme sikligi, kadinlardaki kanser goriilme siklhigindaki artis
oranim1 gecmektedir. Bu fark temel olarak erkeklerde ¢ok daha yiiksek rastlanan
akciger kanseri vakasindan kaynaklanmaktadir. Tiitiin kullanim1 kanserli éliimlerin
yaklasik olarak ticte birini olustururken diger risk faktorleri alkol tiiketimi, sagliksiz
beslenme, yiiksek viicut kitle indeksi, fiziksel aktivite eksikligi ve hava kirliligi gibi
etmenlerdir. Kanser, bedenin herhangi bir kisminmi etkileyen ¢ok yaygin bir grup
hastalik i¢in ifade edilen bir terimin adidir. Kullanilan bagka diger terimler ise kotii
huylu tiimérler ve neoplazmlardir (WHO, 2023; Yilmaz vd., 2011). Nesiller boyunca
“kansere neyin sebep oldugu” sorusu insanlarin akillarinda soru isareti olarak
kalmigtir. Birgok kanserin kalitsal sebeplerden ziyade c¢evrenin etkisinden

kaynaklandig: belirtilmektedir (Blackadar, 2016).

Normal hiicreler kendi dongiileri igerisinde belirli bir boyuta ulagtigmda biiyiimeyi
durdurur ve homeostaziyi korurlar. Ancak kanser hiicreleri i¢in bu durum farkhdir.

Mekanizmanin ¢aligabilmesi i¢in zorunlu olan biiyltime faktorleri bozulur hale gelir ve



biiytimeyi durdurucu unsurlar reseptorlere baglanamaz. Bunun sonucunda hiicreler
kontrolsiiz bir sekilde biiylime gdsterirler. Devamli biiyiiyerek artan kanser hiicreleri
viicutta ilerleme kaydederek metastaz yaparlar (Dongre vd., 2021). Kanser hiicreleri
kotii huylu (malign) ve iyi huylu (bening) olarak iki cesit tiimdre sebebiyet verirler.
Kotii huylu tiimorler kansere neden olup bulunmus oldugu dokudan farkli bir dokuya
yayllim gosterir ve tedavi ic¢in kemoterapi, biyolojik terapi, hormon tedavisi,
immiinoterapi gibi farkli tedavi metotlar1 uygulanmaktadir. Iyi huylu timérler ise
bulundugu dokuda kalipp viicuda yayilim gostermezler. Bu sebeple cerrahi bir
miidahale ile alinabilir ya da hedefe yonelik tedaviler ile viicuttan uzaklastirilabilirler
(Yalameha, 2018). Kanserler, ortaya ¢iktiklar1 hiicre tipine gore karsinomlar,
sarkomlar, l6semiler ve lenfomalar gibi siniflara ayrilabilir. Epitelyal hiicrelerin
maligniteleri, meme, kolon, akciger, pankreas ve prostat kanserlerini i¢ceren tiim insan
kanserlerinin yaklasik %901 olusturan karsinomlar olarak bilinmektedir. Sarkomlar
kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokulardan baslayan kanser tiirtidiir ve
insanlarda olduk¢ca nadirdir. Kan yapict hiicrelerden ve bagisiklik sistemi
hiicrelerinden kaynaklanan kanserler sirasiyla 16semi ve lenfoma olarak bilinir ve
insan malignitelerinin yaklasik %8'ini olusturur (Roy vd., 2017). Tiirkiye'de kadin ve

erkeklerde goriilen kanser oranlar1 Sekil 1.3°de gosterilmistir.

Meme
| 24175(239%) Akciger
' 34 207 (25.8%)
Diger kanserler

Diger Kanserler 48 513 (36.5%)
43632 (43.2%)

Tiroid

11034 (10.9%)

Kolorektal
9202 (9.1%)

Mide
8187 (6.2%)

Prostat
19 444 (14.6%)

Rahim Akciger Mesane Kolorektum

5918 (5.9%) 7057 (7%) 10 476 (7.9%) 11989 (9%)
Toplam: 101018 a) Toplam: 132 816 b)

Sekil 1. 3 Ulkemizde a) kadinlarda ve b) erkeklerde goriilen kanser insidans1 (URL-5, 2024)
1.3.1  Prostat Kanseri
Prostat kanserinin halihazirda goriilme orani ve mortalitesi, erkeklerde teshis edilen

kanserler arasinda ikinci swradadir. Diinya genelinde ise 6liime neden olan besinci

hastalik olmasi1 sebebiyle 6nemli bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir (Ergul vd.,



2021). Prostat salgi bezi, erkeklerdeki sperm menisinin bir kismini iiretir ve ayni
zamanda idrar kontroliinii saglamakla gorevlidir. Rektumun Oniinde ve mesanenin
altinda yer alir. Prostat kanseri ise bu bezin deforme olan hiicrelerinin kontrolsiiz bir
sekilde liremesiyle olusur. Prostat kanserinin nedenleri tam olarak bilinmemektedir.
Sinsi bir sekilde ilerledigi i¢in de herhangi bir belirti gostermez. Bilim insanlar1 bu
konuda arastirmalarina devam etmektedirler (WHO, 2023). Mortaliteyi en aza indiren
cerrahi yontem, hormon tedavisi, radyoterapi gibi tedavi yOntemleriyle prostat
kanserinin tedavisindeki son gelismelere ragmen, onde gelen kanser arastirma

alanlarindan biri olmaya devam etmektedir (Ergul vd., 2021).

1.3.1.1 PC-3 hiicre hatt1

PC3 hiicre hatti, 1979 yilinda 4. derece prostat adenokarsinomu olan 62 yasidaki bir
erkek hastadan elde edilmistir. Bu hiicreler, hastanin kemik metastazindan izole
edilmis ve ileri evre prostat kanseri arastirmalari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Costa vd., 2018; Kaighn vd., 1979). ilerlemis prostat kanseri kotii prognozla
iligkilidir. Ayrica PC-3 kanser hiicre hatlarinin ve metastazlarinin daha Once
bildirilmemis olan uPA (spesifik hiicre yiizeyi reseptorii) 'y1 yliksek oranda eksprese
eder. PC-3 kanser hiicreleri metastatik bir hiicre dizisidir (Liv vd., 2002). Prostat
kanserinde sik¢a goriilen genetik mutasyonlari icerir. Ornegin, PTEN geninin kayb1 ve
TP53 geninde mutasyonlar yaygindir. Bu degisiklikler, hiicrelerin kontrolsiiz biiylime
ve metastaz yapma kabiliyetini arttirir (van Bokhoven vd., 2001). PC-3 hiicreleri
fibroblast benzeri bir morfolojiye sahiptir ve genellikle yapiskan (adherent) bir
biiyiime modeli gosterirler. Bu hiicre hatti, ileri evre prostat kanserini modellemek i¢in

uygun olup, yiiksek invazyon potansiyeline sahiptir (ATCC, 2023).

1.3.2 Meme Kanseri

Meme kanseri diinya genelinde kadmlarda sik¢a goriilen ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde kadinlarda kanserden dliimlerin ikinci en yaygin nedenidir (Trayes ve
Cokenakes, 2021). Diinya ¢apinda kadinlarda goriilen yeni kanser vakalarmm %25'ini
olusturur. %1 oranindan az1 da erkeklerde goriiliir. Bununla birlikte nadiren

goriilmesinden otiirli erkek meme kanseri rapora dahil edilmemistir. Klinik ve
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etiyolojik olarak son derece heterojen bir kanser tipidir. Ik olarak hormonlarla
baglantili olmak {izere bircok riski i¢inde barindiran bu meme kanseri alt tipine gore
degiskenlik gdsterir (Houghton ve Hankinson, 2021). Biyolojik alt tipler bes farkli
smifa ayrilirlar. Bunlar, HER2, luminal A, luminal B, normal benzeri ve bazal benzeri
meme kanseridir. Klinik arastirma laboratuvarlarinda molekiiler analizler sonucunda
ortaya ¢ikmustir (Barnard vd. 2015). Meme kanseri riskini belirlemek igin risk
degerlendirme aracglar1 kullanilir ve yiiksek risk altindaki hastalar risk azaltic1 ilaglara
aday olabilirler. Ila¢ se¢cimi menopoz durumuna gore degismektedir. Meme kanseri
tedavisi evreye baghdir (Trayes ve Cokenakes, 2021). Son yillarda tarama
mamografisinin kullanima girmesi ve tedavilerin iyilestirilmesiyle hayatta kalma

oranlar1 artmistir (Houghton ve Hankinson, 2021).

Meme, yapisal olarak farklilasan ve kadinlarda siit tiretiminde gorevli olan bir ¢esit ter
bezidir. Dokusu kisiden kisiye degisir ve yas, wrk, genetik faktorler, hamilelik ve
menopoz gibi faktorlere baghdir (Sun vd., 2017). Memedeki meme bezlerini ve
kanallarin1 olusturan hiicreler kontrolsiiz bir sekilde biiyliylip cogalarak meme
kanserini meydana getirir. Bunun nedenleri arasinda basta epigenetik ve genetik
faktorler yer almaktadir (Byler vd., 2014; Sung vd., 2021). Memenin farkl
kisimlarinda meme kanseri gelisebilir. Cogu meme kanseri siit kanallarinda baslar ve

daha sonra areolaya yayilir (Lewis vd., 2017).
1.3.2.1 MDA-MB-231 hiicre hatti

MDA-MB-231, metastatik meme kanserine sahip 51 yasinda olan bir kadin hastanin
plevral stvisindan elde edilmistir. Bazal benzeri meme kanseri hiicre hatlarindan bir
tanesidir. C)strojen (ER), progesteron (PR) ve insan epidermal biiytime faktorii (HER2)
reseptoriinden yoksundur. Fazlastyla saldirgan, zayif farkhilasmis ve iiclii negatif
meme kanseri (TNBC) hiicre dizisidir. p53 adinda bir tiimdr proteinini eksprese eder
(EACC, 2017; Welsh, 2013). TNBC, tiim meme kanserlerinin % 10-15"ini olusturur.
Genellikle yiiksek dereceli invaziv duktal karsinomdur. Cogunlukla uzak metastazla
birlikte erken niiks orani daha yiiksektir. Diger meme kanseri alt tiplerine kiyasla daha

kotii prognozla baglantilidir (Vagia vd., 2020).
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1.4  Antimikrobiyal Aktivite

Antibiyotikler, bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede
kullanilan kematerapotik ilaglardir. Etkilerini hedef bakterileri 6ldiirerek (bakterisidal)
veya iremelerini engelleyerek (bakteriyostatik) gosterirler. Ancak asir1 ve yanlis
kullanilmalar1 direngli bakteri soylarmin yayginlasmasina ve mevcut antibiyotiklerin
yetersiz kalmasina neden olmustur. Antibiyotik direnci, bakterilerin antibiyotiklere
kars1 duyarliliklarim1 kaybetmeleri durumudur. Diger bir ifadeyle bakterilerin
kendilerini 6ldiirmek i¢in tasarlanan ilaclar1 yenme yetenegidir. Bakteriler dogal veya
kazanilmis mekanizmalar ile antibiyotiklere diren¢ kazanabilir. Bakterilerin

antibiyotiklere direng gelistirme mekanizmalar1 Sekil 1.4’te 6zetlenmistir.

Antibiyotik direnci, ¢agimizin 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Antibiyotikler
hayat1 tehdit eden enfeksiyonlarla miicadelede en gii¢lii araglarimizdan biridir. Ancak
antibiyotiklere diren¢li bakteri soylarmmin yayginlagmasi, giiniimiizde enfeksiyon
hastaliklar1 ile miicadelede tip diinyasini zor duruma diistirmektedir. Bu tehdidin
istesinden gelmek icin enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasmi engellemek adina hijyen
kurallarina riayet edilmesi, gelisiglizel antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmesi ve
dogru antibiyotik kullanim politikalarinin gelistirilip stirdiiriilmesi gerekmektedir

(CDC, 2019).

Giiniimiizde, giderek artan antibiyotik direncinin yani sira kesfedilen antibiyotik
sayisindaki azalma yeni antibiyotiklerin bulunmasi veya etkin antibakteriyel ajanlarin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bundan dolay1 bitkisel, hayvansal veya
mikrobiyal kaynakli dogal antimikrobiyal ajanlar iizerine ¢aligmalarm biiylik bir
titizlikle stirdigli goriilmektedir. In vitro antimikrobiyal aktivite deneylerinde disk
difiizyon, agar kuyucuk difiizyon, stvi mikro/makrodiliisyon testleri gibi yontemler

yaygm olarak kullanilmaktadir (Balouiri vd. 2016).
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Mikroplar antibiyotigin Mikroplar, ilac1 parcalayan

hodefint Enlacinaktni proteinler olan enzimlerle Mikroplar giris yollarim
kacman yeni hiicre antibiyotikleri degistirir veya degistirerek veya sayisim
yok eder. smmirlayarak erisimi

siirecleri gelistirir.

. ‘ kasitlar. ‘

Mikroplar antibiyotigin hedefini - %

degistirir, boylece ilac artik '

viicuda oturamaz ve isini

yapamaz. Mikroplar pompa kullanarak
antibiyotiklerden kurtulur.

Sekil 1. 4 Antibiyotik diren¢ mekanizmasi (CDC, 2019)

1.5  Viyolasin inhibisyon Mekanizmasi

Quorum sensing (QS), bakterilerin bir dizi sinyal molekiillerini kullanarak birbirleriyle
iletisim kurdugu ve popiilasyondaki yogunluguna bagl kalarak kolektif fizyolojik ve
fenotipik ozellikler gosterdigi bir tiir iletisim aracidir (Zhou vd., 2020). Bakteriler,
sinyal molekiilleri ile popiilasyonlarindaki hiicre miktarmi algilayabilirler. Bu algilara
yonelik kendine ait gen ekspresyonunu diizenleyerek tlire Ozgii davranislar
gosterebilirler (Henke ve Bassler, 2004). Bu sinyal molekiillerinin her bir hiicre i¢in
cesitli kimyasal bilesenleri mevcuttur. Gram pozitif bakteriler sinyal molekiilii olarak
cesitli oligopeptidleri kullanir, Gram negatif bakteriler ise farkli karbon uzunluguna
sahip N-acil-homoserin lakton (AHL veya HSL) sinyal molekiillerini kullanir
(Bassler, 1999; Schauder ve Bassler, 2001). QS sistemi, Gram-negatif bakterilerde
LuxI/LuxR homologu ile regiile edilmektedir. LuxI tarafindan sentezlenen AHL sinyal
molekiilleri hiicre disina salinir. Ortamda belli yogunluga ulasan sinyal molekiilii

cevredeki hiicrelere pasif difiizyonla girer ve LuxR reseptoriine baglanir. Reseptor-
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sinyal kompleksi transkripsiyon aktivatorii olarak rol oynar ve buna bagli olarak ¢esitli
genlerin (viriilans genleri, pigment iiretimi, biyofilm olusumu, sporulasyon vs.)

transkripsiyonunu modiile eder (McClean vd., 1997).

Gegmisten gliniimiize bilim ve teknolojide yasanan kayda deger gelismeler neticesinde
pek ¢ok dogal ve sentetik ila¢ kesifleri yapilmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadele etmek icin gelistirilen antibiyotikler, 20. yiizyilin en onemli ila¢ kesifleri
arasinda yer almaktadir. Ancak giiniimiizde bilinen enfeksiyon hastaliklariin ancak
ticte biri sentetik olarak iiretilen antibiyotiklerle tedavi edilebilmektedir. Bunun nedeni
antibiyotiklerin yanlis ve diizensiz kullanimi sonucu patojen bakterilerin mevcut
ilaglara kars1 direncli hale gelmesidir (Sen ve Batra, 2012). Bakteriyel enfeksiyonlarla
miicadelede antibiyotiklere tamamlayici veya alternatif olarak yeni tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesi  6nemlidir. Bakterilerdeki QS  mekanizmasmin
inhibisyonunun, bulasict hastaliklarla miicadelede bilim diinyasindaki yerini
giiclendirecegi ongoriilmektedir (Williams 2007). Literatiire bakilacak olunursa QS
inhibitér 6zelligi tasiyan pekcok bilesigin insan kullanimi i¢in uygun gorilmedigi
ifade edilmektedir. Bu nedenle etkili ve giivenilir QS inhibitrlerinin kesfedilerek

literatiire kazandirilmas1 6nemlidir (Tiifekci vd., 2020).

Test edilecek maddelerin QS inhibitor aktivitesini arastirmak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilan biyoraportor suslar Pseudomonas aeruginosa PAO1, Chromobacterium
violaceum ATCC 12472 ve Chromobacterium violaceum CV026’dwr. P. aeruginosa
PAO1 susu, 3-0x0-C12-AHL ve C4-AHL sinyal molekiillerini kullanarak enzim,
toksin ve biyofilm olusumunu regiile eder. C. violaceum dogada bolca mevcut olan bir
Gram negatif bakteri ¢esididir. C. violaceum ATCC 12472 susu uzun zincirli (C10-
16)-AHL bilesenlerini kullanir ve viyolasin ad1 verilen mavi-mor bir pigment tiretir.
Cvil geni mutant olan C. violaceum CV026 susu, sadece ekzojen olarak eklenen C4-
C8 AHL'lere yanit olarak viyolasin iiretir. C. violaceum'da, CviR (Chromobacterium
violaceum quorum sensing reseptorii, LuxR homologu)'in bakteri genomunda 20'den
fazla promotore baglandig: diisiiniilmektedir ve bu promotdrler, gen diizenlemesi,
hareketlilik, koenzim sentezi, besin kullanimi1 ve viriilans gibi ¢esitli islevleri kontrol
eder. CviR'nin ligandi, Cvil (LuxI homologu) tarafindan {iiretilen bir C6-homoserin

laktonudur (C6-AHL). CviR-Cvil sistemi, ilk olarak Vibrio fischeri'de tanimlanan
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LuxI-LuxR sisteminin homologudur. CviR-Cvil kompleksi, C. violaceum tarafindan
sentezlenen mor bir pigment olan viyolasin pigment sentezini diizenler (Sekil 1.5)

(Dimitrova vd., 2023; Kalia vd., 2015).
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Sekil 1. 5 Viyolasin inhibisyon mekanizmasi (Duran vd., 2016).

1.6  Biyofilm Inhibisyon Mekanizmasi

Biyofilm, bakteri hiicrelerinin hiicre dis1 polimerik madde (EPS) yapisinin i¢ine geri
dontistimsiiz bir sekilde gomiilerek olusturdugu karmasik yapili bakteri topluluklaridir
(Abee vd., 2011; Vetrivel vd., 2021). Biyofilm yapis1 ilk kez Antony van
Leeuwenhoek isimli Hollandali bilim insani tarafindan disin yiizeyinden alinan
orneklerde kiiciik canlilarin varliginin tespit edilmesiyle kesfedilmistir (Morrey 2013).
Bu biyofilm tabakalar1 bircok dogal ve insan sisteminde 6nemli bir kolonizasyon
mekanizmasini temsil eder. Bakterileri antimikrobiyal 6zellikli maddelerden korur ve
besinlere bakterilerin ekstra erisimini saglar (Huang vd., 2019). Biyofilm olusumu bes

asamay1 takip eder; 1) Yapistirma asamasi, 2) Kolonizasyon asamasi, 3) Cogalma
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asamasi, 4) Olgunlagma asamasi, 5) Dispersiyon asamast (Yin vd., 2019). Biyofilm

olusum agamalar1 Sekil 1.6’da gdsterilmistir.

R,
1. Planktonik 2. Bakteriyel 3. Biyofilm olusumu 4. Olgun biyofilm 5. Biyofilmin bir
hiicrelerin hiicrelerin bir icin bakterilerin olusumu parcasi, daha fazla
yiizeye araya gelmesi ve biiyiimesi ve koloni iiretimi icin
tutunmasi birbirlerine boliinmesi planktonik hiicreleri
tutunmasi birakmak adina dagihr

Sekil 1. 6 Biyofilm olusum mekanizmasi (Davis vd., 2010).

Biyofilm, homojen ve heterojen olmak iizere iki farkli kategoriye ayrilmaktadir.
Homojen biyofilm dogada nadir goriilen, 6zdes bakteri popiilasyonlarinin olusturmus
oldugu grubu ifade eder. Heterojen biyofilm ise dogada yaygin olarak goriilen,
iceriginde birden fazla bakteri tiirii bulunduran grubu ifade etmektedir (Flemming vd.,
2016). Biyofilmlerin genel olarak %10'u bakteri hiicreleri ve %901 matriks
tabakasindan olusur (Flemming ve Wingender, 2010). EPS'ler, hiicre dis1
polisakkaritler, biyofilmle iliskili proteinler (Biofilm Associated Proteins- BAP),
cevresel DNA (Environmental DNA- eDNA), lipitler ve amiloid yapilar gibi ¢esitli
biyopolimer malzemeleri icerir. Iceriklerindeki bu yapilar nedeniyle hiicre dist
sekerleri parcalayan DNase, proteaz ve enzimler biyofilm olusumunu engeller.
Beraberinde halihazirda olusmus biyofilm katmanlarmi da dagitir. Biyofilm olusumu
D-aminoasitler ve cis-2-dekanoik asit gibi molekiillerin ve oto-indiikleyici 2 (AL-2)
gibi QS sinyal molekiilleri yardimi ile gerceklestirilir (Abee vd., 2011). Biyofilm
calismalar1 kapsaminda sikca kullanilan P. aeruginosa suslari, uygun ortamin
olusturulmast durumunda canli ve cansiz yiizey kisimlarinda biyofilm

olusturabilmektedir (Sauer vd., 2002; Stoodley vd., 2002).

16



1.7  Cahsmanin Amaci

Bu tez c¢alismasinin amaci, D. fenuifolia bitkisinin toprak lstii kisimlarma ait
ultrasonikasyon (UAE) ve maserasyon (MAC) gibi farkl ekstraksiyon yontemleri ile
hazirlanmis ekstraktlarmin, meme kanseri hiicre hatti (MDA-MB-231) ile prostat
kanseri hiicre hatt1 (PC-3) lizerindeki antikanser etkinliginin arastirilmasi ve baz1 insan
patojenleri lizerindeki antimikrobiyal etkinliginin ve biyosensor bakteri suslarina karsi
anti-quorum sensing (anti-QS) etkilerinin incelenmesi ve boylelikle ila¢c hammaddesi

olma yoniindeki potansiyelinin arastirilmasidir.
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2. LITERATUR OZETi

Literatiir calismalarina bakildiginda Diplotaxis tenuifolia bitki ailesine mensup ¢esitli
kanser hiicrelerinin sitotoksik etkisini degerlendirmek icin birtakim c¢aligmalar
yapilmistir. Marrelli vd., (2015), D. tenuifolia bitkisinin yapraklarindan MAC
metoduyla elde edilen %70 EtOH ekstraktinin 100 pug/mL konsantrasyonunda ve 48
saat siire icerisinde LoVo (kolorektal kanseri hiicre hattr), HepG2 (karaciger kanseri
hiicre hatt1) ve MCF-7 (meme kanseri hiicre hatt1) hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif
aktivitesini arastirmistir. Sonucta ekstraktin kontrole (ekstrakt uygulanmamis) oranla
hiicre canliligin1 inhibe ettigini rapor etmislerdir. Yalniz elde edilen I1Cso degerleri
>100 pg/mL oldugundan dolay1 sitotoksik aktivitenin pek Onem arz etmedigini
bildirmiglerdir. Bir diger calismada bitkinin yaprak kisimlarmmdan izole edilen
polifenolik ekstraktmin Caco-2 (insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatti)
hiicresinin G1 fazinda kalmasini saglayarak hiicrenin ¢ogalmasini durdurdugu ifade
edilmistir (Durazzo vd., 2013). Radziejewska-Kubzdela ve arkadaslarinin (2019)
yaptig1 ¢alismada D. tenuifolia ‘nin yapraklarindan liyofilizasyon metoduyla elde
edilen saf 6z suyunun Caco-2 ve HepG2 kanser hiicre hatlarmin canlilik oranini %50’
ye kadar azalttig1 ifade edilirken, IEC-6 (normal sican ince bagirsak epitel hiicreleri)
hiicrelerinin canlilik oranmi %19’ a kadar azalttig1 bildirilmistir. Baska bir ¢calismada
ise bitkinin yine yaprak kisimlarindan liyofilizasyon metoduyla izole edilen su-EtOH
(1:1, v/v) ve kloroform-MeOH (1:1, v/v) Oziitlerinin sitotoksik aktivitesi CCD-18
(saglikli kolon fibroblast hiicre hatti) ve HT-29 (kolorektal kanseri hiicre hatt1)
hiicrelerine karst MTT yontemiyle arastirilmistir. Sonu¢ olarak kloroform-MeOH
ekstrakti basta olmak tlizere test edilen ekstraktlarm CCD-18 hiicreleri iizerinde
antikanser etki gostermedigi, HT-29 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ifade
edilmigtir. Kloroform-MeOH ekstraktinin HT-29 hiicresine kars1 ICso degeri yaklasik
200 pg/mL olarak hesaplanirken, su-EtOH ekstraktinn  ICsp  degerinin
hesaplanamadig: bildirilmistir (Ramos-Bueno vd., 2016).

Bu ¢alismalardan ayr1 olarak farkli Diplotaxis tiirlerinin antiproliferatif etkisini
inceleyen literatiir caligmalar1 da mevcuttur. Mohammed vd., (2011), D. harra

bitkisinin toprak iistlii kisimlarindan izole edilen EtOH ekstraktinin HCT116 (kolon
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kanseri hiicre hatt1)) ve HepG2, MCF-7 hiicre hatlarina karsi antikanser aktivite
sergiledigini bildirmiglerdir. Jdir vd. (2016) ve Nasri vd. (2017) ¢alisamalarinda
sirastyla D. simplex ve D. harra’nin ¢igek kisimlarindan elde edilen etil asetat (EA),
EtOH ve MeOH ekstraktlarinin Caco-2 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivite
gosterdigi ifade edilmistir. Bagka bir calismada ise D. harra bitkisinin tiim
kisimlarindan izole edilen %70 MeOH, kloroform ve yagdan arindirilmig sulu MeOH
ekstraktlarmin LX-1, colon 38 (fare kolon kanser hiicre hatt1) ve P388 (fare 16semi
hiicre hatt1) hiicre hatlarma kars1 antiproliferatif aktivite sergiledigi rapor edilmistir

(Kassem vd., 2013).

Literatiir calismalarina bakildiginda D. fenuifolia bitkisinin antibakteriyel etkinliginin
arastirildigl az sayida calisma bulunmaktadir. Rodriguez vd., (2006), D. tenuifolia
bitkisinin toprak iistii kisimlarindan buhar distilasyon metodu ile izole edilmis
ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligini farkl fitopatojen kiiflere kars1 arastirmigslar ve
neticesinde ekstraktlarin Penicillium tiirleri ile Phytophthora infestans tiiriine karsi
orta diizeyde antifungal etki gosterdigini ifade etmislerdir. Moghaddam ve
arkadaslarinin (2019) yaptig1 calismada ise D. fenuifolia’nin yapraklarindan elde
edilen MeOH ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi referans suslar1 olan S. aureus, E.
coli, B. subtilis, P. aeruginosa ve C. albicans suslarma karsi disk diflizyon metodu ile
arastirilmistir. Sonucunda P. aeruginosa ve C. albicans suslarina kars1 antimikrobiyal
etki saptanmamistir. Fakat B. subtilis, E. coli ve S. aureus suslarma karsi
antimikrobiyal etki gézlemlenmis ve 10-13 mm araliginda inhibisyon zon caplarini
tespit etmislerdir. Bu suslara kars1 minimal inhibitor konsantrasyon (MIK) degerlerini

strastyla 250 pg/mL, 125 pg/mL ve 250 pg/mL olarak rapor etmislerdir.

Diplotaxis tiirlerinin biyokimyasal iceriklerini arastiran farkli literatiir ¢aligmalar1 da
bulunmaktadir. Ornek olarak bir ¢alismada D. harra bitki tiiriiniin toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan etanol ekstraktlarinin isorhamnetin 3-glukosil-4'-ramnosid,
isorhamnetin 3-0-B-glukosid flavonoid, isorhamnetin 3- ramnosid, isorhamnetin 3-o-
rutinosid ve kuersetin bilesiklerini icerdigini ifade etmislerdir (Atta vd., 2011). Bir
diger ¢alismada D. harra ve D. simplex bitki tiirlerinin ¢igek kisimlarmin yiiksek
oranda polifenolik bilegsikler igerdigini bildirmislerdir. Ayrica HPLC analizi

sonucunda her iki tiirde de temel fenolik maddenin kafeik asit oldugunu tespit
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etmislerdir. Sinapik asidin sadece D. harra tiiriinde, 3,4-dimetoksibenzoik ve p-
kumarik asitlerin ise sadece D. simplex tiiriinde bulundugunu ifade etmislerdir (Falleh
vd., 2013). D. tenuisiliqua bitkisinden ekstrakte edilen tenualeksin ad1 verilen bir ¢esit
fitoaleksinin antifungal aktiviteye sahip oldugu farkli bir calismada ifade edilmistir
(Pedras ve Yaya, 2014). Benzekri ve arkadaslarinin (2015) yaptigi calismada D. harra
bitkisinin antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu olan siilforafan adi verilen bir
izotiyosiyonat bilesiginin oldugu bildirilmistir. Baska bir calismada D. virgata
tirlinden izole edilen isorhamnetin 3-O-beta-L-glukopiranozid ve D. erucoides
tiirtinden izole edilen rhamnetin-3,3'-di-O-B-D-glukopiranozit flavonoid bilesiklerinin
antibakteriyel aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Salah vd., 2015). D. acris tiiriiniin
cicek kisimlarindan hazirlanan ve ana maddesi 5-metil siilfanil pentan nitril olan
esansiyel yaglar1 kullanarak biyosentez yolu ile tiretilen altin nanopartikiillerinin
Gram-negatif bakterilere karsi yiiksek bir antimikrobiyal etki gosterdigi bir diger
calismada bildirilmistir (Oueslati vd., 2021). Yukarida bahsedilen bu ¢aligmalarda
Diplotaxis cinsine ait tiirlerden elde edilen cesitli ekstraktlarin bitki ve insan
patojenlerini temsil eden pek cok mikroorganizmaya karsi antibakteriyel aktivite

gosterdigi rapor edilmistir.

Diplotaxis tenuifolia'nin yapraklari, yiiksek miktarda fenolik bilesikler, karotenoidler
ve C vitamini gibi gii¢lii antioksidanlar igermektedir. Cesitli caligmalarda, bu
bilesiklerin insan sagligna yararlar1 detayli bir sekilde incelenmistir. Ozellikle fenolik
bilesikler, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi kronik hastaliklara karsi koruyucu etkileri
ile dikkat ¢ekmektedir. Ornegin bir calismada D. tenuifolia'min yapraklarindan elde
edilen ekstraktlar {lizerinde yapilan antioksidan analiz testlerinde, DPPH, ferrik
indirgeyici giic (FRP), fosfomolibdenum toplam antioksidan kapasitesi (TAC) ve
cuprik indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) gibi ¢esitli yontemler
kullanilmistir. Bu testlerde, bitkinin antioksidan kapasitesinin yliksek oldugu ve farkl
melezler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar gozlemlendigi rapor edilmistir

(Kilibarda vd., 2024).
Bagka bir ¢caligmada ise su stresi ve biyostimiilan uygulamalarinin D. tenuifolia'nin

biyoaktif bilesik profili ve biyolojik aktivitesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Ilgili

calismada, su stresi ve biyostimiilanlarin, bitkideki toplam fenoller, antioksidan
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aktivite ve mineral igerigi gibi cesitli 6zellikleri etkiledigi bulunmustur. Bu bulgular,
su yonetimi ve biyostimiilan kullanim1 gibi tarimsal uygulamalarin, bitkinin biyoaktif
bilesiklerinin miktarin1 artirarak saglik yararlarini  maksimize edebilecegini
gostermektedir (Romano vd., 2022). D. tenuifoliamm antioksidan 6zellikleri iizerine
yapilan bu arastirmalar, bu bitkinin zengin bir antioksidan kaynag1 oldugunu ve saglik
acisindan dnemli faydalar saglayabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle, bu bitkinin
yetistirme kosullar1 ve isleme yontemlerinin optimize edilmesi, i¢erigindeki biyoaktif
bilesiklerin miktarimi artirarak daha fazla saglik yarar1 elde edilmesine olanak

tantyabilir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzemeler

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bitki materyali Istanbul ilinin Kartal ilgesinin
Soganlik mevkiinde Mayis 2022 tarihinde toplanmistir. Toplanan yabani roka
bitkisinin toprak {istii kisimlarindan ultrasonikasyon (UAE) ve maserasyon (MAC)
gibi ekstraksiyon yontemleri ile hazirlanmais etil asetat (EA), metanol (MeOH) ve su
ekstraktlar1 kullanilmistir. Bitki ekstraktlarindan EA ve MeOH ekstraktlar
dimetilsiilfoksit (DMSO, %25-%80), su ekstraktlar1 steril ultra saf su icerisinde
¢cOzililmiistiir. Son konsantrasyon 20 mg/mL olacak sekilde ana stok konsantrasyonlari
hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyonlar, ekstraktlari steril etmek i¢in 0,22 um por
capinda gozenekli steril filtrelerden gecirilmis ve ¢alismada kullanilincaya dek -20°C

‘de korumaya alinmustir.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Bakteri Suslari

Ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteleri insan patojenlerini simgeleyen 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
tc Gram-pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) bakteri ile bir maya (Candida albicans ATCC
10231) susuna kars1 test edilmistir. Anti-QS aktivite deneyleri i¢cin Chromobacterium
violaceum CV026 susu kullanilmistir. Bu mikroorganizmalar, Kastamonu Universitesi
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Calismada kullanilan bakteri suslar1 Tablo 3.1°de

verilmistir.
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Tablo 3. 1 Calismada kullanilan bakteri suslari

Mikroorganizmalar Sus Numarasi | Gram Morfoloji
Reaksiyonu
Enterococcus faecalis ATCC 29212 | Gram-pozitif Kok
Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Gram-pozitif Kok
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-pozitif Basil
Acinetobacter ATCC 19002 | Gram-negatif Kokobasil
haemolyticus
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 | Gram-negatif Basil
Escherichia coli ATCC 25922 | Gram-negatif Basil
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 | Gram-negatif Basil
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 | Gram-negatif Basil
Salmonella Typhimurium | ATCC 14028 | Gram-negatif Basil
Chromobacterium CVo026 Gram-negatif Basil
violaceum
Candida albicans ATCC 10231 | Maya -

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Kanser Hiicre Hatlar

Diplotaxis tenuifolia bitki Oziitlerinin kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
aktivitesi iki farklr hiicre hattina karsi test edilmistir. Arastirmada kullanilan bu hiicre
hatlar1; Ostrojen reseptorii negatif (ER-) ve yiiksek derecede invaziv ozellik tasiyan
insan meme kanseri modelini simgeleyen MDA-MB-231 hiicre hatt1 ve insan prostat
adenokarsinomu modelini simgeleyen PC-3 hiicre hattidir. Bu hiicre hatlarindan
MDA-MB-231 hiicre hatti, Bogazici Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii’nden, PC-3 hiicre hatt1 ise Selcuk Universitesi Biyokimya bdliimiinden temin
edilmistir.

3.14 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar, Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Bu deneysel c¢aligmada kullanilan kimyasallar, cihazlar ve sarf malzemeler i¢in
Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde bulunan Kanser Genetigi ve Biyoinformatik Laboratuvari ile Kastamonu
Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii’niin Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma laboratuvarinin mevcut
altyapisi kullanilmistir. Caligmada kullanilan kimyasallar, cihazlar ve sarf malzemeler

Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’ de verilmistir.
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Tablo 3. 2 Calismada kullanilan kimyasallar

Numara | Kimyasal Ad1 Uretici Firma
1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- Thermo Fisher Scientific
difenil tetrazolyum bromid (MTT)
2 Bakteriyolojik Agar (%0,5) -
3 Dimetilsiilfoksit (DMSO) Rjedel-de Haen
4 Dulbecco’s Modified Eagles Gibco, Thermo Fisher Scientific
Medium (DMEM)
5 Etanol (EtOH) -
6 Fetal Bovine Serum (FBYS) Gibco, Thermo Fisher Scientific
7 Flukonazol 25 ug/disk Oxoid (T1806B)
8 Fosfat Tampolu Tuz Cozeltisi Gibco, Thermo Fisher Scientific
(PBS)
9 Insiilin (0,01 mg/ml) Pan Biotech
10 Kristal viyole Merck/ Germany
11 Levofloksasin 5 pg/disk Oxoid (CT1587B)
12 Luria Bertani broth (LB) NZYTech, Lisbon, Portugal
13 Mueller Hinton agar (MHA) Merck
14 Mueller Hinton broth (MHB) Merck
15 Non-Esansiyel Amino Asit Pan Biotech
(NEAA)
16 Nutrient agar (NA) Merck
17 Penisilin/Streptomisin karisimi Thermo Fisher
(%0,1)
18 Sabouraud Dextrose Agar (SDA) | Merck
(%4)
19 Serum Fizyolojik -
Cozeltisi(Sodyum kloriir)
20 Tripsin-EDTA Gibco, Thermo Fisher Scientific
Tablo 3. 3 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler
Numara | Cihaz Ad1 Marka/Model
1 -20 / +4 °C Buzdolab1 Arcelik / 4552
2 50 mL ve 15 mL Falkon Tiipler Isolab, Kirgen, CAPP
3 -80 Derin dondurucu Nuaire / Glacier-Nu 9668E
4 96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products
5 Buz Makinesi Hoshizaki / Scotsman
6 CO: Inkiibatorii Niive / EC160
7 Calkalamali Kuru Blok Isitict Biosan / TSH-100
8 (Cekerocak Tezsan
9 Eppendorf Tiipler (Cryotiip) Isolab
10 Faz Konstrast Goriintiileme Leica / DMil
Sistemli Kamerali Ters Mikroskop
11 Hassas Terazi Precise / XP220A
12 Hiicre Siyirici Techno Plastic Products
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Tablo 3.3 devamu

13 Is1 Kontrollii Inkiibator Thermo

14 Kimyasal Saklama Dolab1 Tezsan

15 Masaiistii Santrifiij Niive / NF 800

16 Mcfarland Densitometer Cihazi Biosan / DEN-1B

17 Mikropipetler (tek ve ¢cok kanallr) Eppendorf, Thermo, CAPP,
Topscien

18 Mikrosantrifiij Starlab

19 Otoklav Niive / Steam Art

20 Pamuklu Ekiivyon Cultiplast/LP Italiana spa

21 pH Gosterge Stribi Isolab

22 Saf Su Cihaz1 Human Corporation Zeneer
Power

23 Serolojik Pipetler Biologix

24 Smif II Biyogiivenlik Kabini Tezsan / ClasslI

25 Sogutmal1 Mikrosantrifiij Hettich / MICRO 220R

26 Spektrofotometre Nano Drop Thermo Scientific /
MulskanGO UV/Vis

27 Steril Besiyeri Kaplar1 (90mm Isolab

capl)

28 Tek Kullanimlik Plastik Ozeler Isolab

29 Test Kabini Niive / TK-252

30 Thoma Lami Marienfeld-Neubauer-
improved

31 Ultra Saf Su Cihazi Mpminipure / Dest-up

32 Vortex Wise-Mix / VM-10

3.2 Yontemler

3.2.1 Bitki Ekstraktlarinin Temini ve Hazirlanmasi

D. tenuifolia bitkisinin toprakiistii kisimlarina ait ekstraktlar ultrasonikasyon ve
maserasyon gibi ekstraksiyon yontemleri ile hazirlanmistir. Ekstraktlarin eldesi Selguk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimiinden Prof. Dr. Gokhan ZENGIN tarafindan
gerceklestirilmistir. Toz haline getirilmis bitkisel materyalin her biri farkli yontemler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Maserasyon yontemiyle bitkisel materyal, etil asetat,
metanol ve su ¢oziiciileri kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bitki materyalleri uygun
coziicliler ile 24 saat oda sicakliginda karistirilmis ve ardindan karigim filtre edilip
coziiciler doner buharlastirict  yardimiyla uzaklastirimistir.  Ultrasonikasyon
yonteminde ise bitkisel materyal etil asetat, metanol ve su c¢oziiciileri ile 30 dakika

ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra karigimlar siiziilerek c¢oziiciiler
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uzaklagtirilmigtir. Elde edilen sulu karigimlar liyofilize edilmistir. Tiim ekstraktlar

analiz yapilincaya kadar +4 °C'de muhafaza edilmistir.

Bitki ekstraktlart DMSO ve saf su igerisinde ¢oziilerek son konstantrasyon 20 mg/mL
olacak sekilde stok konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok
konstantrasyonlardan seyreltme yapilarak 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25
mg/mL, 0,625 mg/mL c¢alisma stoklar1 hazirlanmistir. Hazirlanan ana stoklar ve

calisma stoklar1 caligmada kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan D. tenuifolia bitkisinin toprakiistii kistmlarina
ait MetOH, EA ve su ekstraktlarinin antikanser aktiviteleri PC-3 prostat kanseri ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 lizerinde test edilerek arastirilmistir.
Antiproliferatif etkinin saptanmast MTT (Mitokondriyal Dehidrogenez Enzim

Aktivitesi) yontemiyle saglanmistir.

3.2.2.1 Hiicre kiiltiiriiniin siirdiiriilmesi

Calismada PC-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in,
1X Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) igerisine %10 (Fetal Bovin
Serum) FBS, %1 NEAA (non-esansiyel amino asitler), %0, 1 penisilin/streptomisin ve
0,01 mg/mL insiilin eklenmistir. Bu hiicre besiyerleri +4°C’de saklanmistir. PC-3 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinin 90 mm c¢apindaki hiicre kiiltiirii kaplarinda 37°C ve %5
CO; sartlarin1 saglayan bir etliv cihazinda inkiibasyonu saglanmistir. Yaklasik 3-4
giinde bir logaritmik faza ulasinca hiicreler (petrinin yiizeyini %70-80 oraninda
kaplayinca) pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarma aktarilmistir. Hiicreler gerekli
yogunluga geldiklerinde petri kaplarindaki besiyeri dokiilmiistiir. Ardindan yikama
isleminin gergeklesmesi i¢in petri kabinin icine 1 mL 1X konsantrasyonundaki fosfat
tampon soliisyonu (PBS) aktarilmustir. Sonrasinda petri kabinin icine 1 mL 1X
Tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde 5 dk muamele edilmistir. Boylece petrinin
yiizey kisimlarma yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanmustir. Inkiibasyonun
ardindan Tripsin-EDTA’nin etkisini durdurmak amaciyla petri kab1 igerisine 1 mL

DMEM ilave edilmistir. Hiicreler, bir hiicre kaziyici kullanilarak petri kabindan
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toplanip 15 mL’lik falkon tiipiin i¢ine aktarilmistir. Daha sonra 2000 rpm hizda 5 dk
siire tutularak santrifiij edilmistir. Islem sonrasinda siipernatant kismi uzaklastirilip
pelet kismi taze DMEM besiyerinden 3 mL alinarak siispanse edilmistir. Siispanse olan
hiicreler 7 mL DMEM iceren 90 mm ¢apli {i¢ petri kabina aktarilmis ve petriye hiicre
hatt1 adi, pasaj numarasi ve tarihi yazilarak 37°C ve %5 CO: kosulunu saglayan

inkiibatore kaldirilmustir.

3.2.2.2 MTT ile hiicre canhh@mnin belirlenmesi ve ICso degerlerinin

hesaplanmasi

Yogunlugu %70-80 oranina ulasan hiicreler Thoma laminda sayilarak 96 kuyucuklu
plakalara 100 uL hacminde 1,0 x 10° hiicre/mL olmas1 kosuluyla ekim yapilarak 37°C
ve %5 CO:2’de 24 saat siire boyunca inkiibasyona birakilarak cogalmasi beklenmistir.
Kuyucuklarin igerisinde c¢ogalan hiicrelere, D. tenuifolia bitkisinin toprak {istii
kisimlarma ait ultrasonikasyon ve maserasyon gibi ekstraksiyon yontemleri ile elde
edilen ekstraktlarin steril ultra saf su icerisinde hazirlanan ¢aligma stoklarindan (10
mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL ve 0,625 mg/mL) 10’ar uL aktarilarak
kuyucuklardaki ekstrakt konsantrasyonu sirasiyla 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
ug/mL, 125 pg/mL ve 62,5 pg/mL olarak ayarlanmistir. Kontrol kuyucuguna da 10 pL
steril ultra saf su eklenmistir. Her bir konsantrasyon ve kontrol ayni plaka {izerinde ii¢
kuyucukta tekrar edilmistir. Belirlenen dozlarda muamale edilerek 48 saatlik
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki madde dikkatli bir
sekilde aspire edilerek uzaklastirilmistir. MTT soliisyonu eklenmeden Once her
konsantrasyon ve kontrol kuyucuklar1 i¢in hiicrelerin ters mikroskopta (10x) fotografi
cekilerek ekstraktlarin hiicreler iizerindeki etkisi gézlemlenmistir. Fotograf ¢ekim
islemi bittikten sonra 50 mL hacmindeki falkon tiipe MTT cozeltisinden (son hacim
50 mL olacak sekilde %0,5 FBS + 0,025 gr MTT) 100’er pL transfer edilmistir ve
hiicreler 37°C ve %5 CO2’de dort saatlik inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin sonunda
tim kuyucuklarin icindeki MTT soliisyonu aspire edilmis ve akabinde olusan
formazan kristallerinin ¢oziilmesi icin kuyucuklara 100’er uL saf DMSO eklenmistir
(Sekil 3.1). Absorbans degerleri spektrofotometrede DMSO blank kuyucuguna kars1
570 nm dalga boyunda Ol¢lilmiistiir (Sharif vd., 2021). Hiicre canlilig1 yiizde (%)

olarak olciildiikten sonrasinda ICsp (hiicrelerin %50’sini dldiiren pg/mL cinsinden
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ekstrakt konsantrasyonu) degerleri, GraphPad Prism bilgisayar programi ile

hesaplanmuigtir.

Sekil 3. 1 PC-3 ve MDA-MB-231 MTT isleminden sonra mikropleyt goriintiisii

3.2.3 Antimikrobiyal Aktivite Deneyleri

3.2.3.1 Cahsmada kullanilan besiyerleri

Antimikrobiyal aktivite deneyinde kullanilan besiyerleri (MHA ve MHB) ve anti-QS
deneylerinde kullanilan besiyerleri (LB agar ve LB broth) {iretici firmanin talimatlar1
dogrultusunda hazirlanmis ve otoklav (121°C’de, 15 dk) islemine tabi tutulmustur.
Otoklav isleminden sonra kati besiyerleri 90 mm petri ¢aplarina 25 mL hacminde
dokiilmiis ve donmast i¢in beklenmistir. Ardindan tiim besiyerleri (kat1 ve sivi)

kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal testleri gergeklestirmek i¢in, -80°C'de muhafaza edilen bakteri
suslarmin Mueller Hinton agar (MHA) besiyerinde maya susunun ise Saboraud
Dekstroz agar (SDA) besiyerinde canlandirma islemi gerceklestirilmistir. Kiiltiirler
37C°’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim deney calismalar1 taze kiiltiirlerden

hazirlanmustir.

3.2.3.3 Disk difiizyon testi

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komiteleri (EUCAST) kriterlerine gore disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir
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(EUCAST, 2023). Bu amacla mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden McFarland 0.5
(bakteriler i¢in ~ 1,0 x 102 kob/mL; C. albicans icin ~ 1,0 x 10 kob/mL)
yogunlugunda inokulum hazirlanmistir. Hazirlanan bu inokulumdan bakteriler icin
Mueller Hinton agar (MHA), C. albicans i¢in Saboraud Dekstroz agar (SDA)
besiyerleri yiizeyine pamuklu ekiivyon ile {i¢ yonlii ekimler yapilmigtir. Sonrasinda
400 pg (20 mg/mL c¢alisma stogundan 20 pL emdirilmis) konsantrasyonunda bitki
ekstraktlarini thtiva eden 6 mm ¢apindaki diskler besiyeri yiizeylerine yerlestirilmistir.
Calismada negatif kontrol olarak ekstraktlarin ¢oziiciileri kullanilirken pozitif kontrol
olarak ise bakteriler i¢in levofloksasin (5 ug/disk), C. albicans icin flukonazol (25
pg/disk) kullanilmistir. Kiiltiirler (bakteriler icin 24 saat; C. albicans icin 48 saat)
inkiibe edildikten sonra diskleri ¢cevreleyen inhibisyon bolgeleri (ZOI) bir cetvel (mm)
yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen zon c¢aplarindan 6-15 mm zayif antimikrobiyal
etkiyi, 16-20 mm orta diizey antimikrobiyal etkiyi, >20 mm ise gii¢lii antimikrobiyal
etkiyi diistindlirmiistiir (Al-Majidi, 2014).

3.2.3.4 Sivi mikrodiliisyon yontemi

Bitki ekstraktlarmin disk difiizyon yontemi ile antibakteriyel aktivite gosterdigi
mikrooganizmalara karsi MIK degerleri, sivi mikrodiliisyon yontemi ile tespit
edilmistir (Wiegend vd., 2008). Bunun i¢in ekstraktlarm 62,5-2000 pg/mL
konsantrasyon araligi test edilmistir. Oncelikle her bir test icin 96 kuyucuklu
mikropleytin birinci kuyucuguna 180 pL, diger kuyucuklara ise 100’er uL. MHB
konulmustur. Daha sonra birinci kuyucuga ekstraktin 10 mg/mL ¢alisma stogundan 20
uL eklenip 2000 pg/mL ekstrakt konsantrasyonuna ulagilmistir. Sonra birinci
kuyucuktan 100 pL alinip 62,5 pg/mL ekstrakt konsantrasyonu elde edilinceye dek iki
kath seri seyreltme yapilmistir. Ardindan mikroorganizmalarin taze kiiltiirlerinden
McFarland 0.5 standardi yogunlugunda inokulum hazirlanarak steril serum fizyolojik
icerisinde 10 kat seyreltilmis ve 5’er uL hacmindekuyucuklara inokiile edilmistir. Bu
sekilde kuyucuklardaki bakteri konsantrasyonu 5 x 10° kob/mL olmustur. Her deney
icin bir kuyucuk iireme kontrolii (ekstrakt icermeyen), bir kuyucuk ise sterilite
kontrolii (mikroorganizma icermeyen) olarak kullanilmistir. Pleyt, steril kapagi
kapatilip 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuyucuklarda

goriiniir mikroorganizma iiremesinin meydana gelmedigi son ekstrakt konsantrasyonu
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MIK degeri seklinde belirlenmistir (Sekil 3.2). MIK degerini belirledikten sonra
ekstraktlarm minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri incelenmistir.
MBK degerlerini incelemek icin MIK ve iizeri konsantrasyonlardan, ekstrakt
icermeyen genel bir besiyerinde alt kiiltiirler hazirlanmistir. Bu baglamda 50 koloninin
altinda mikroorganizma izolasyonunu saglayan ilk ekstrakt konsantrasyonu MBK

degeri olarak yorumlanmuistir.

Sekil 3. 2 Mikrodiliisyon yontemi mikropleyt goriintiisii

3.24  Anti-Quorum Sensing Aktivite Deneyleri

3.2.4.1 Viyolasin inhibisyon deneyi

Ekstraktlarin  viyolasine karst pigment {iretimi icin QS inhibitor etkinligi
Chromobacterium violaceum CV026 susu lzerine yari-kat1 agar yOntemiyle
incelenmistir (McClean vd., 1997). Ozet olarak C. violaceum susunun taze
kiilttirtinden tek koloni seklinde almip 5 mL LB broth’da 37°C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 5 mL hacminde eritilmis ve ~50°C’ye
sogutulmus LB yari-kat1 agar (%0,5 agar) icine bir gecelik kiiltiirden 50 pL ilave
edilmigtir. Ek olarak, agar kiiltiir karisimima, 5 pM'lik nihai konsantrasyonda (C6-HSL
adi1 verilen eksojen QS sinyal molekiilii eklenmistir. Karisim maksimum hizda vorteks
yapildiktan sonra ivedi sekilde daha dnceden hazirlanan LB agarin yiizeyine dokiiliip
donmas1 amaciyla oda sicakliginda ~15 dk bekletilmistir. Daha sonra donmus LB agar

tizerinde 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve kuyucuklara 50 pL ekstraktlarm ana
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stoklarindan ilave edilmistir (1000 pg/kuyucuk). C. violaceum ATCC 12472 susunun
bir gecelik kiiltiirii pozitif kontrol olarak kullanilirken, ekstraktlarin ¢oziiciileri negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 37°C'de 24 saat inkiibe edilmis, siire sonunda
kuyucuklarm ¢evresinde viyolasin pigment iiretiminin inhibisyonu incelenmistir. QS
inhibisyonu, kuyucuklarin etrafindaki ¢apta renksiz, opak bir bdlgenin varligiyla

belirlenmistir.

3.2.4.2 Biyofilm inhibisyon deneyi

Ekstraktlarin biyofilm inhibitor etkileri S. aureus ATCC 25923 model organizmasima
kars1 polistren yapida diiz tabanli 96 kuyucuklu mikropleytte kristal viyole yontemi ile
arastirilmistir (O'Toole, 2011). Test edilecek konsantrasyonun bakteri iireme ve
gelismesini baskilamamast igin bir sub-MIK degeri olan 250 pg/mL kullanilmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda S. aureus un taze kiiltiirinden 5 mL LB broth’da bir gecelik (16
saatlik) taze kiiltiir hazirlanmistir. Bu kiiltiir taze LB besiyerinde 100 kat seyreltilmis
ve 96 kuyucuklu mikroplagin kuyucuklarmma 190’ar pL hacminde transfer edilmistir.
Ardindan kuyucuklardaki ekstrakt konsantrasyonunun 250 pg/mL olmasi ig¢in
ekstraktlarin 5 mg/mL ¢alisma stoklarindan 10’ar pL transfer edilmistir. Kontrol
kuyucuklar1 i¢in ayni hacimde ekstraktlarin ¢oziiciilerinden eklenmistir. Her bir
uygulama ii¢ kuyucukta tekrar edilmistir. Mikropleyt steril kapag: kapatilip 37°C'de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki icerik
dikkatli bir sekilde uzaklastirilmis ve planktonik hiicrelerin (biyofilm tabakasina
baglanmayan hiicrelerin) uzaklastirilmasi i¢in kuyucuklar distile su ile ii¢ kez
yikanmis ve kurutulmustur. Islem sonrasinda tiim kuyucuklara 200 pL %0,1°lik kristal
viyole boyast konulmus ve 5 dk oda sicakliginda tutulmustur. Ardindan fazla boya
yukarida yazildig1 sekilde distile su ile yikanip uzaklastirilmistir. Son yikama
basamagidan sonra mikropleyt 37°C’de 15 dk tutulmus ve kuyucuklardan suyun
tamamen uzaklagmasi saglanmistir. Sonrasinda kuyucuklardaki biyofilm tabakasi
tarafindan tutulmus kristal viyole boyasi, 200 pL %96 EtOH ile c¢oziilmiistiir.
Kuyucuklardaki absorbans degeri blank kuyucuguna (%96 EtOH) kars1 550 nm dalga
boyunda okutulmustur. Ekstraktlarla muamele edilen kuyucuklardaki biyofilm
tabakas1 kontrol kuyucuklar1 ile karsilagtirilmis ve biyofilm inhibisyonu (%) [1-
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(ODekstrake / ODxonwol)] X %100 formiilii ile hesaplanmistir. Deneyler birbirinden

bagimsiz olarak en az ii¢ kez tekrarlanmustir.

3.2.5 istatistiksel Analizler

Her bir deneyin biyolojik tekrar1 birbirinden bagimsiz en az ti¢ kez gergeklestirilmistir.
Hiicre canlilik deneyi i¢in veriler ve biyofilm inhibisyon analizine ait veriler ortalama
+ standart sapma olarak belirtilmistir. Grafiklerin olusturulmasi1 Microsoft Office
Excel 2016 programu ile yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizi i¢in Windows tabanli
IBM-SPSS 23. siiriim (IBM, Armonk, NY, ABD) ve Excel 2016 kullanilarak gruplar
arasindaki fark Student’s t-test ile belirlenmistir. Analizler 15181inda elde edilen

istatistiksel anlamlilik degeri p <0,05 olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Antikanser Aktivite Bulgulan

4.1.1 Bitki Ekstraktlarimin PC-3 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Antikanser AKtivite
Bulgulan

D. tenuifolia bitkisinin toprak {stii kisimlaria ait EA, MeOH ve su ekstraktlarinin
belirli konsantrasyonlar1 (62,5 pg/mL, 125 ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pug/mL) 48 saat siiresince muamele edilmistir. 48 saatin sonunda en diistik canlilik
oraninin EA ekstraktlarinin 1000 pg/mL konsantrasyonunda %2,8 ve %2,3 oraninda
oldugu tespit edilmistir. Bunu takip eden ise %359,8 oraniyla MAC yontemiyle
hazirlanmis MeOH ekstrakt1 (1000 pg/mL) olmustur (Grafik 4.1 ve Grafik 4.2). Hiicre
hattinin canlilik oranlarin1 doza baglh olarak azalttigi tespit edilmistir. Diger
ekstraktlarin ise hiicre canlilif1 tlizerine Onemli bir antiproliferatif aktivitesi
gozlenmemistir. PC-3 hiicre hatt1 tizerindeki canlilik oranlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

PC-3 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri ise Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

PC-3 hiicre hatt1
- “@EA-MAC -@-MeOH-MAC ~@-Water-MAC FEA-UAE “JFMeOH-UAE ~@ Water-UAE
~ 100 4
80 -

60 -

Hiicre canlhihig: (%

Kontrol 62.5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Konsantrasyon

Grafik 4. 1 D. tenuifolia bitkisinin toprak iistii kisimlaria ait ultrasonikasyon ve maserasyon
yontemleri ile hazirlanmig EA, MeOH ve su ekstraktlarinin ¢esitli
konsantrasyonlarda PC-3 hiicre hattinin canliligina etkisi (EA, etil asetat; MeOH,
metanol; MAC, maserasyon; UAE, ultrasonikasyon).
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PC-3 48 saat
u Diplotaxis tenuifolia-EA-MAC m Diplotaxis tenuifolia-MeOH-MAC # Diplotaxis tenuifolia-Su-MAC
130 - ® Diplotaxis tenuifolia-EA-UAE ® Diplotaxis tenuifolia-MeOH-UAE # Diplotaxis tenuifolia-Su-UAE

Hiicre canhihig1 (%)

Kontrol 62.5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Konsantrasyon

Grafik 4. 2 D. tenuifolia bitkisinin toprak iistii kisimlarina ait ultrasonikasyon ve maserasyon
yontemleri ile hazirlanmis EA, MeOH ve su ekstraktlarmin ¢esitli
konsantrasyonlarda PC-3 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir (EA, etil asetat; MeOH, metanol; MAC,
maserasyon; UAE, ultrasonikasyon).

Kontrol

Metanol Etil Asetat

Su

62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 4. 1 Ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarm PC-3 hiicre hatt tizerindeki
48.saatte morfolojik goriintiileri
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Metanol Etil Asetat

Su

62,5 pg/mL

125 pg/mL

250 pg/mL

500 pg/mL

1000 pg/mL

Sekil 4. 2 Maserasyon yontemiyle hazirlanmig ekstraktlarn PC-3 hiicre hatti iizerindeki 48.
saatte morfolojik goriintiileri

Tablo 4. 1 D. tenuifolia bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis ekstraktlarin PC-3
hiicre hatti lizerindeki canlilik oranlar1 (%). Verilerstandart sapma seklinde

sunulmustur.
Hiicre canlihg1 %
EA-MAC | MeOH- Su-MAC | EA-UAE | MeOH- Su-UAE
MAC UAE
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 97,0+7,4 99,2+6,4 | 91,2447 | 97,2+6,3 | 96,5+8,5 108,0£11,5
pg/mL
125 86,1£3,0 91,6+0,9 | 101,3+6,7 | 89,9+7,3 | 114,1x124 | 97,8479
pg/mL
250 72,4+7,8 98,8+5,7 | 98,1£5,2 | 62,3+2,0 | 93,0£14,5 106,0£10,2
pg/mL
500 48,9+4,9 90,1+1,9 | 100,849,1 | 26,8+9,6 | 106,7+4,6 | 105,9+6,2
pg/mL
1000 2,843,2 59,8+4,2 | 100,6+6,8 | 2,3%1,5 116,4+10,5 | 110,2+10,0
pg/mL
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Bu tez caligmasinda en diistik ICso degeri D. tenuifolia’nin ultrasonikasyon yontemiyle
hazirlanmis EA ekstraktinda 313 pg/mL olarak hesaplanmistir (Grafik 4.3). Bunu
takip eden ICso degeri 413,9 ug/mL olarak hesaplanan maserasyon yontemiyle
hazirlanmis EA ekstraktidir (Grafik 4.4). Diger ekstraktlarin 1Cso degerleri >1000
pg/mL seklinde tespit edilmistir.

120~ ICgy: 313 pg/mL
100+

oo
(=]
1

Kontrol % degeri
(=2
(=}
1

40-
20-
0 1 1 ’ 1
1.5 2.0 25 3.0 3.5

Log Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 4. 3 D. tenuifolia bitkisinin ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanmis EA
ekstraktinin PC-3 hiicre hatt1 iizerindeki ICso degeri.

150+ ICs4= 413,9 pg/mL

=

]

< 100 .

X

s

E

= 50_

=]

o

0 T T + 1
1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Log Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 4. 4 D. tenuifolia bitkisinin maserasyon yontemiyle hazirlanmis EA
ekstraktinin PC-3 hiicre hatt1 lizerindeki ICso degeri.
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4.1.2  Bitki Ekstraktlarinin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Antikanser
Aktivite Bulgulan

MDA-MB-231 hiicre hattinin canlilik oranlarin1 doza bagli olarak azalttig1 tespit
edilmistir. 48 saatin sonunda en diisiikk canlilik oraninin EA ekstraktlarinin 1000
pg/mL konsantrasyonunda %2,0 ve %2,1 oraninda oldugu goriilmiistiir. Bunu takip
eden ise %62,1 oraniyla MAC yontemiyle hazirlanmig MeOH ekstrakti (1000 pg/mL)
olmustur (Grafik 4.5 ve Grafik 4.6). MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerindeki canlilik
oranlar1 Tablo 4.2°de verilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
ise Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hatt1i
@ EA-MAC ~frMcOH-MAC -@-Water-MAC ~@FEA-UAE <-McOH-UAE @ Water-UAE

F
100 - -

120 H

®
=}

40 -

Hiicre canlihg (%)
=)
(=]

20 A

Kontrol 62.5 ng/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Konsantrasyon

Grafik 4. 5 D. tenuifolia bitkisinin toprak iistii kisimlarina ait ultrasonikasyon ve maserasyon
yontemleri ile hazirlanmis EA, MeOH ve su ekstraktlarinin gesitli
konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicre hattinin canliligina etkisi (EA, etil asetat;
MeOH, metanol; MAC, maserasyon; UAE, ultrasonikasyon).

MDA-MB-231 48 saat

m Diplotaxis tenuifolia-EA-MAC ~ ®MeOH-MAC m Water-MAC ®EA-UAE ®MceOH-UAE m Water-UAE

Hiicre canhiigi (%)

Kontrol 62.5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL
Konsantrasyon

Grafik 4. 6 D. tenuifolia bitkisinin toprak {istli kisimlarina ait ultrasonikasyon ve maserasyon
yontemleri ile hazirlanmig EA, MeOH ve su ekstraktlarinin ¢esitli
konsantrasyonlarda MDA-MB-231 hiicre hatti iizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (EA, etil asetat; MeOH, metanol;
MAC, maserasyon; UAE, ultrasonikasyon).
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Kontrol

Etil Asetat

62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

Metanol

Su

Sekil 4. 3 Ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanmig ekstraktlarmn MDA-MB-231 hiicre hatti
izerindeki 48.saatte morfolojik goriintiileri

Kontrol

Etil Asetat

62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL

Metanol

Su

Sekil 4. 4 Maserasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarm MDA-MB-231 hiicre hatti
tizerindeki 48.saatte morfolojik goriintiileri.
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Tablo 4. 2 D. tenuifolia bitkisinin toprak tistii kisimlarindan hazirlanmig ekstraktlarm MDA-

MB-231 hiicre hatt1 lizerindeki canlilik oranlar1 (%). Veriler+standart sapma
seklinde sunulmustur.

Hiicre canhhg %
EA-MAC | MeOH- Su-MAC | EA-UAE MeOH- Su-UAE
MAC UAE

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
62.5 100,9+0,6 | 105,1£5,9 98,649,6 | 105,7+10,0 | 99,9442 | 112,4+6,2
pg/mL
125 95,246,2 101,5+3,4 102,3+£2,6 | 88,624 102,4+8,5 | 112,4+3,7
pg/mL
250 87,243,3 | 96,6+5,9 110,246,9 | 62,1£3,1 103,3+7,1 | 110,945,9
pg/mL
500 54,5+7,4 | 80,2+7,3 115,2+4,8 | 23,2+14,3 102,6+7,4 | 108,5+6,2
pg/mL
1000 2,0£1,2 62,1+3,7 110,0+4,5 | 2,1£1,4 88,3+5,3 102,945,0
pg/mL

Bu ¢alismada en diisiik ICso degeri D. tenuifolia ‘nin ultrasonikasyon yontemiyle
hazirlanmig EA ekstraktinda 304,4 pg/mL olarak hesaplanmistir (Grafik 4.7). Bunu
takip eden ise ICso degeri 506,7 pug/mL olarak hesaplanan maserasyon yontemiyle
hazirlanmig EA ekstraktidir (Grafik 4.8). Diger ekstraktlarin 1Cso degerleri >1000
pg/mL seklinde tespit edilmistir.

120+ ICsy: 304.4 pg/mL

-
[+ o
o o
1 1

(=2
(=]
1

Kontrol % degeri
£
1

N
o
1

0

T T
2.0 2.5 3.0 3.5

Log Konsantrasyon (ng/mL)

1.5

Grafik 4. 7 D. tenuifolia bitkisinin ultrasonikasyon yontemiyle hazirlanmis EA
ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki ICso degeri.
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IC50= 506,7 ug/mL
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Grafik 4. 8 D. tenuifolia bitkisinin maserasyon yontemiyle hazirlanmig EA
ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hatti {izerindeki ICso degeri.

4.2  Antimikrobiyal Aktivitenin Saptanmasi

Bu tez ¢alismasinda D. tenuifolia’nin UAE ve MAC yontemleri ile hazirlanmis EA,
MeOH ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi insan patojenlerini temsil eden
cesitli referans mikroorganizma suslarma karsi disk difiizyon yontemi ile
incelenmistir. Sonuglara bakildiginda D. tenuifolia’nin sadece UAE yontemi ile
hazirlanmig EA ekstraktinin B. subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkinligi bulunmus ve
zon ¢apt 9,0 + 0,0 mm (zayif antimikrobiyal aktivite) olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.5).
Diger ekstraktlar test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesi tespit
edilmemistir (Tablo 4.3).

Sekil 4. 5 Ekstraktlarin B. subtilis’e kars1 antimikrobiyal aktivitesi (1 ve 6; Levofloksasin, 2;
EA-MAC, 3; EA-UAE, 4; MeOH-MAC, 5 ve 10; DMSO, , 7; MeOH-UAE, 8; Su-
MAC, 9; Su-UAE,).
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Tablo 4. 3 Ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karsi inhibisyon zon ¢aplar1 (mm). Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur. (EA: Etil
asetat, MeOH: Metanol, MAC: Maserasyon, UAE: Ultrasonikasyon, -: Calisilmadi.)

Test Edilen Materyaller

Test Edilen Mikroorganizmalar (Zon ¢api, mm)

Diplotaxis tenuifolia -EA-MAC

Diplotaxis tenuifolia -MeOH-MAC

Diplotaxis tenuifolia -Su-MAC

Diplotaxis tenuifolia -EA-UAE

o
=)
=
=)

Diplotaxis tenuifolia -MeOH-UAE

Diplotaxis tenuifolia -Su-UAE

o |o|o|o |o | |Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002

o|o|H |o|o|o|Bacillus subtilis ATCC 6633

o |o|o|o |o|o |Enterobacter acrogenes ATCC 13048

o|o|o|o o |o|Enterococcus faecalis ATCC 29212

ol|o|o|o|o|o|Escherichia coli ATCC 25922

o |o|o|o|o|o|Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

o |o|o|o |o|o|Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

o |o|o|o|o|o|Salmonella Typhimurium ATCC 14028

o|o|o|o|o | |Staphylococcus aureus ATCC 25923

ol|lo|ol|o|o|o|Candida albicans ATCC 10231

Levofloksasin (5 ug)

33,5+0,7

33,3£0,6

29,0+ 0,0

20,5+ 0,7

32,0+ 1,4

35,5+0,7

26,5+0,7

31,5+0,7

29,5+0,7

Flukonazol (25 pg)

16,5+ 0,7

DMSO (%100)

0

0
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D. tenuifolia’nin UAE ydntemi ile hazirlanmis EA ekstraktmnin B. subtilis’e kars1 MIK
ve MBK degerleri ise 1000’er pg/mL olarak hesaplanmistir. Bir maddenin test edilen
mikroorganizmaya karst MBK/MIK oranmin >4 olmasi bakteriyostatik etkiden
kaynaklanabilecegini, <4 olmas1 ise antimikrobiyal aktivitenin bakterisidal etkiye
bagl oldugunu gosterir (Mogana vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda ise ekstraktin B.
subtilis’e karst MBK/MIK orani 1 olarak tespit edilmis ve antibakteriyel aktivitenin
bakterisidal etkiden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.

4.3  Anti-Quorum Sensing Aktivite Bulgulan
4.3.1 Viyolasin Inhibisyon Deneyi

D. tenuifolia toprak iistii kisimlarina ait ekstraktlarin QS etkinligi Chromobacterium
violaceum CV026 biyosensor susunda viyolasin pigmenti iizerine inhibitor etkinligi
yumusak agar yontemi ile arastirilmistir. Ekstraktlarm 1000 ug konsantrasyonunda

viyolasin pigment iiretimi {izerine inhibitdr etkinligi saptanmamustir (Sekil 4.6).

Sekil 4. 6 D. tenuifolia bitkisinin C. violaceum CV026 biyosensdr susunda viyolasin
inhibisyonu (1, pozitif kontrol; 2, negatif kontrol; 3, EA-MAC; 4, MeOH-MAC; 5,
su-MAGC; 6, EA-UAE; 7, MeOH-UAE; 8, su-UAE).
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4.3.2  Biyofilm Inhibisyon Deneyi

Ekstraktlarm, S. aureus biyofilm olusumu iizerine inhibitor etkinligi Tablo 4.4 ve
Grafik 4.9°da 6zetlenmistir. Su ekstraktlar1 tamamen suda ¢6ziindiigii i¢in sadece su
uygulanmis kontrol kuyucuklar1 ile; EA ekstraktlarmin test edildigi son
konsantrasyonu %1 DMSO ihtiva ettigi i¢in bu ekstraktlarin kontrolii sadece %1
DMSO uygulanmis kontrol kuyucuklar1 ile; MeOH ekstraktlarinin test edildigi son
konsantrasyonu %0,5 DMSO ihtiva ettigi i¢in bu ekstraktlarin kontrolii de %0,5
DMSO uygulanmis kontrol kuyucuklari ile karsilastirilmistir. Sonuglar incelendiginde
en fazla inhibisyon %81,9 orani ile UAE yontemi ile hazirlanmig EA ekstrakt: ile
muamele sonrasinda tespit edilmistir. Bunu sirasiyla %62,0; %30,6 ve %9,3
oranlartyla Su-MAC, Su-UAE ve MeOH-UAE ekstraktlar1 takip etmistir. MAC
yontemi ile hazirlanmis EA ve MeOH ekstraktlarinin biyofilm inhibit6r etkinligi tespit

edilmemistir.

Tablo 4. 4 Ekstraktlarin biyofilm inhibitdr etkinligi. Verilertstandat sapma seklinde

sunulmustur.

Ekstrakt Absorbans (550nm) Biyofilm Inhibisyonu (%)
Kontrol (Su) 0,78 +£0,20 0,0
Su-MAC 0,30 £0,11 62,0
Su-UAE 0,54 £0,14 30,6
DMSO (%1) 0,33+ 0,10 0,0
EA-MAC 0,54 £0,21 0,0
EA-UAE 0,06 + 0,01 81,9
DMSO (%0,5) 0,34 £0,11 0,0
MeOH-MAC 0,50 £0,16 0,0
MeOH-UAE 0,31 £ 0,05 9,3
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Grafik 4. 9 Ekstraktlarin ve kontrollerinin dlgiilen absorbans degerleri. (A: Su-MAC ve Su-

UAE ekstraktlar1 suda ¢6zildiigi i¢in bu ekstraktlarm biyofilm inhibitor etkinligi
sadece su ile muamele edilmis kontrol kuyucuklari ile, B: EA-MAC ve EA-UAE
ekstraktlarinin test edilen konsantrasyonlart %1 DMSO igerdigi i¢cin biyofilm
inhibitor etkinligi sadece %1 DMSO ile muamele edilmis kontrol kuyucuklari ile,
C: MeOH-MAC ve MeOH-UAE ekstraktlarinin test edilen konsantrasyonlar1 %0,5
DMSO igerdigi icin biyofilm inhibitér etkinlikleri sadece %0,5 DMSO ile
muamele edilmis kontrol kuyucuklar1 ile karsilastirilmistir). Su ekstraktlari ve EA-
UAE ekstrakt1 biyofilm olusumunu kontrollerine goére anlamlt bir sekilde inhibe
etmistir (*p<0,05).
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5. TARTISMA

Hiicreler sistematik olarak bir¢ok diizenleyici asamadan gegerek boliiniir, hayatta kalir
ve cogalirlar. Ancak mutasyonlar ve hiicredeki kontrol seviyelerindeki problemler
nedeniyle zarar gordiikleri zaman apoptoz ismi verilen hiicre 6liimii siireciyle oliirler.
Boylelikle bunlarmn yerini saglikli hiicreler alir (Demircan ve Mater, 2019). Kanser
hiicrelerinin en karakteristik 6zelligi, normal hiicrelerden farkli olarak kontrolsiiz bir
sekilde bliylimeleri ve hiicre dongiilerinin normal sekilde ¢alisamamasidir. Kanserin
kimyasallara maruziyet, genetik yatkilik, UV ve X isinlarina maruz kalma, tiitiin
tilketimi ve c¢evresel etkiler gibi cesitli nedenleri vardir (Lapa vd., 2017). Kanser
tedavisindeki en biiyilik sorun, kanser hiicrelerinin kemoterapi ilaglarma karsi
duyarhiligin1 kaybetmesi ve direncli olmasidir (Falasca ve Linton, 2012). Antik
caglardan bu yana pek ¢ok farkli bitkinin tiirlii hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildigi
kayitlara ge¢mistir. Teknoloji ilerledikce kanser tedavisine yonelik kemoterapi
ilaglarmim gelistirilmesinde bitkiler kullanilmaya baslanmistir. Dolayisiyla bitkiler
kanserle miicadelede yeni kemoterapi ilaglarmin gelistirilmesine temel olusturabilir
veya mevcut kemoterapi ilaglarinin etkinliginin arttirilmasina olanak saglayabilir

(Shoeb, 2006).

Sunulan bu tez calismasinda Diplotaxis tenuifolia bitki tiiriiniin toprak iistii yerlerinden
MAC ve UAE metotlariyla izole edilmis EA, MeOH ve su 6ziitlerinin PC-3 ve MDA-
MB-231 kanser hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisi MTT yontemi ile arastirilmistir.
Ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarda (62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL, 1000 pg/mL) 48. saat sonundaki etkilerinin incelenmesi 151ginda elde edilen
verilere gore; EA ekstraktlarinin ve maserasyon yontemi ile hazirlanmis MeOH
ekstraktinn PC-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinin canlilik oranlarini1 doza bagh
olarak azalttig1 tespit edilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in en diisiik canlilik oran1 (%2,0-
%2,8) EA ekstraktlarinin 1000’er pg/mL konsantrasyonu sonucunda saptanmuistir.
Bunu takip eden PC-3 i¢cin %59,8 ve MDA-MB-231 i¢in %62,1 oranlariyla
maserasyon yontemiyle hazirlanmig MeOH ekstraktidir (1000 pg/mL). Diger
ekstraktlarin ise hiicre canlilig1 izerine anlamli bir inhibitdr etkinligi saptanamamustur.

En diistik ICso degeri yabani rokanin UAE yontemi ile hazirlanmis EA ekstraktlarindan
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hesaplanmis olup degerler MDA-MB-231 ve PC-3 hiicre hatlarina kars1 sirasiyla 304,4
pg/mL ve 313 pg/mL seklinde bulunmustur.

Literatiirde D. fenuifolia bitkisine ait bazi kanser hiicre hatlarmm antiproliferatif
aktivitesini inceleyen caligmalar mevcuttur. Bir ¢aligmaya gore D. tenuifolia ‘nin
yapraklarindan MAC yontemiyle hazirlanmis %70 EtOH ekstraktinin 100 pg/mL
konsantrasyonunda ve 48 saat siire zarfinda LoVo (kolorektal kanseri hiicre hatti),
HepG2 (karaciger kanseri hiicre hatti) ve MCF-7 (meme kanseri hiicre hatti)
hiicrelerine karsi antikanser aktivitesi arastirilmis ve ekstraktmn kontrole (ekstrakt
uygulanmamis) oranla hiicre canliligini inhibe ettigi rapor edilmistir. Fakat elde edilen
ICso degerleri >100 pg/mL oldugu icin sd6z konusu antiproliferatif etkinin dnemli

olmadig bildirilmistir (Marrelli vd., 2015).

Bagka bir ¢aligmada bitkinin ayni sekilde yaprak kisimlarindan liyofilizasyon
yontemiyle hazirlanan su-EtOH ve kloroform-MeOH ekstraktlarinin antikanser
aktivitesi MTT yontemiyle CCD-18 (saglikli kolon fibroblast hiicre hatt1) ve HT-29
(kolorektal kanseri hiicre hatt1) hiicrelerine karsi incelenmis ve kloroform-MeOH
ekstrakti basta olmak Tlizere test edilen ekstraktlarm CCD-18 hiicrelerine
antiproliferatif aktivite sergilemeden HT-29 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir. Ek olarak kloroform-MeOH ekstraktinin HT-29 hiicresine karsi 1Cso
degeri ~200 pg/mL olarak hesaplanmig, su-EtOH ekstraktinin ICso degerinin
hesaplanamadig1 rapor edilmistir (Ramos-Bueno vd., 2016). Bir diger ¢alismada
bitkinin yapraklarindan hazirlanan polifenolik ekstraktin Caco-2 (insan kolorektal
adenokarsinom hiicre hatt1) hiicrelerinin G1 fazinda kalmasmi saglayip, hiicrenin
cogalmasini 6nledigi ifade edilmistir (Durazzo vd., 2013). Radziejewska-Kubzdela vd.
(2019) calismasinda ise D. tenuifolia ‘nin yaprak kisimlarindan liyofilizasyon
yontemiyle hazirlanan saf 6z suyunun Caco-2 ve HepG2 kanser hiicre hatlarinin
canlilik oranim1 %50 oraninda azalttigin1 ifade ederken, IEC-6 (normal si¢an ince
bagirsak epitel hiicreleri) hiicrelerinin canlilik oranmi %19 oraninda azalttigini

bildirmiglerdir.

Nitekim bu ¢aligmalarda antikanser aktivitenin bitkiye ait oldugu biyoaktif maddelerin

(yag asitleri ve steroller, karotenoid, fenolik ve glikozinolat bilesikleri) bir araya
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getirilmesi ya da uyum i¢inde olmalarindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir
(Durazzo vd., 2013; Ramos-Bueno vd., 2016). Ayrica literatiirde g¢esitli Diplotaxis
tiirlerinin sitotoksik aktivitesini arastiran ¢alismalar da bulunmaktadir. Calismalarda
D. harra’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan EtOH ekstraktt HepG2, MCF-7 ve
HCT116 (kolon kanseri hiicre hatt1) hiicre hatlarma kars1 sitotoksik aktivite
gostermistir (Mohammed vd., 2011). Ayn1 sekilde farkli bir ¢alismada D. harra’nin
tim kisimlarindan hazirlanan %70 MeOH, kloroform ve yagdan armdirilmis sulu
MeOH ekstraktlarmmi LX-1, colon 38 (fare kolon kanser hiicre hattr) ve P388 (fare
16semi hiicre hatt1) hiicre hatlarma kars1 (Kassem vd., 2013); Jdir vd. (2016) ve Nasri
vd. (2017) calisamalarinda sirasiyla D. simplex ve D. harra’nin ¢igek kisimlarindan
hazirlanan EA, EtOH ve MeOH ekstraktlarinin Caco-2 hiicre hattina karsi antikanser
aktivite sergiledigi rapor edilmistir. Bu tez calismamizdan ¢ikarilan bulgular D.
tenuifolia’nin yapilan ¢aligmalar ile uyumlu oldugunu géstermektedir. Bundan otiirii
kanser hiicrelerine karsin antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu ve etkili antikanser

ajanlarinin gelistirilmesi i¢in iyi bir potansiyel gosterebilecegi ortaya ¢ikmustir.

Ek olarak calismamizda hem PC-3 hem de MDA-MB-231 hiicre hattinda en diisiik
canlilik oran1t UAE yontemi ile elde edilen etil asetat ekstraktlar1 oldugu tespit
edilmistir. Bunun sebebi su olabilir; maserasyon teknigi, ¢iceklerden ugucu yag elde
etme amaciyla uygulanan primitif metotlardan bir tanesidir (Cellat, 2011). Yaygin
olarak gifali bitkiler arastirmalarinda kullanilir (Azwanida, 2015). Ekstre edilecek
maddenin bir miiddet organik c¢Oziicii iginde bekletilmesi araciligiyla saglanan
ekstraksiyon yontemidir (Kog, 2020). Maserasyon yontemi, verim alinamayan ve epey
zaman gereksinimi duyulan bir tekniktir (Cellat, 2011). Ultrason destekli ekstraksiyon
veya ultrasonikasyon yontemi ise oldukca diisiik maliyetli olmasi ve karmasik aletler
gerektirmemesinden dolay1 faydali bir teknoloji oldugu i¢in bitki endiistrisinde biiytik
Ol¢iide kullanilabilir (Eylem ve Uslu, 2018). Ultrasonikasyon metodunun avantajlari;
malzemenin ucuz olmasi, kullanim kolayligi, ¢evre dostu olmasidir (Yagcioglu, 2015).
Ayni zamanda ekstraksiyon siiresinin ve kullanilan solvent miktarmin azaltilarak

verimin en iist diizeye ¢ikarilabilmesidir (Abubakar ve Haque, 2020).

Giliniimiizde, antibiyotiklerin etki mekanizmalariyla geg¢miste kullanilan bitkisel

karigimlarin etki mekanizmalarinin benzer oldugu gézlemlenmektedir. Bu sebeple,
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dogal kaynaklardaki bitkilerin icerdigi bilesiklerin arastirilmasi ve sentetik maddeler
yerine yeni ve etkili antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesine yonelik ¢caligmalara artan
ilgi vardir (Yorulmaz Salman vd., 2014). Son zamanlarda bitki ekstraktlarindan ve
diger dogal iirlinlerden yeni ve etkili antimikrobiyal ajanlarin bulunmasina yonelik

calismalar giderek artmaktadir (Alkateeb vd., 2022; Tiifekci vd., 2020).

Bu ¢alismada D. tenuifolia’nin UAE ve MAC yontemleri ile hazirlanmis EA, MeOH
ve su ekstraktlariin antimikrobiyal aktivitesi insan patojenlerini temsil eden 6 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
3 Gram-pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923) bakteri ile bir maya (Candida albicans ATCC
10231) susuna kars1 disk difiizyon yontemi ile arastirilmistir.

Sonuglara bakildiginda D. tenuifolia’nin sadece ultrasonikasyon yontemi ile
hazirlanmig EA ekstraktinin B. subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkinligi saptanmistir ve
zon ¢ap1 9,0 £ 0,0 mm (zayif antimikrobiyal aktivite) olarak bulunmustur. Ekstraktin
B. subtilis’e kars1 MIK ve MBK degerleri ise 1000’er pg/mL olarak tespit edilmistir.
Ve MBK/MIK orani 1 olarak saptanmis ve antibakteriyel aktivitenin bakterisidal
etkiden kaynaklandigini ortaya koymustur.

Literatiirde D. tenuifolia bitkisinin antimikrobiyal etkinliginin incelendigi az sayida
calisma mevcuttur. Calismada D. fenuifolia’nin yaprak kisimlarindan hazirlanan
MeOH ekstraktinin antimikrobiyal etkinligini referans suslar1 olan S. aureus, E. coli,
B. subtilis, P. aeruginosa ve C. albicans suglarmna kars1 disk diflizyon yontemi ile
incelenmistir. Sonucunda calismamizda tespit edildigi gibi P. aeruginosa ve C.
albicans suslarma kars1 antimikrobiyal etki saptanamazken, B. subtilis, E. coli ve S.
aureus suslarma karsit antimikrobiyal etki saptanmis ve 10-13 mm araliinda
inhibisyon zon ¢aplarim tespit etmislerdir. Ek olarak bu suslara karst MIK degerlerinin
sirasiyla 250 pg/mL, 125 pg/mL ve 250 pg/mL olarak bildirmislerdir (Moghaddam
vd., 2019). Bu tez ¢alismamizda da B. subtilis’e karsi benzer oranda antimikrobiyal

etkinlik gozlenmis fakat S. aureus ve E. coli suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite
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saptanamamistir. Bu durum, teste tabi tutulan ekstraktlarin icerdigi biyoaktif
bilesiklerin miktar1 ve stabilitesine baglanabilir. Ayrica, ekstraktlarm icerigindeki

bilesiklerin arasindaki antagonistik etkilerden kaynakli olabilir.

D. tenuifolia bitkisi ile yapilan farkli bir ¢alismada ise bitkinin toprak {istii
kisimlarindan buhar distilasyon yontemiyle elde edilmis ekstraktlarin antimikrobiyal
etkinligi farkl fitopatojen kiiflere karsi incelenmis ve neticesinde ekstraktlarin
Penicillium tiirleri ile Phytophthora infestans tiiriine karsi orta-diizeyde antifungal
aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Rodriguez vd., 2006). Ayrica Diplotaxis harra
(Forssk.) Boiss (Atta vd., 2011; Benzekri vd., 2015; Falleh vd., 2013; Hashem ve
Saleh, 1999), Diplotaxis simplex (Viv.) Spreng. (Falleh vd., 2013), Diplotaxis
erucoides (L.) DC. (Salah vd., 2015), Diplotaxis tenuisiliqua Delile (Pedras ve Yaya,
2014), Diplotaxis virgata (Cav.) DC. (Salah vd., 2015), Diplotaxis acris (Forssk.)
Boiss (Oueslati vd., 2021) tiirlerine ait farkli ekstraktlar bitki ve insan patojenlerini
simgeleyen bir¢ok mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gosterdigi ifade
edilmistir. Ifade edilen bu raporlarda antimikrobiyal etkiden bitki sekonder
metabolitlerinin ve esansiyel yag asitlerinin sorumlu oldugu belirtilmistir. Ornek
olarak c¢alismada D. harra’nin toprak tstii kisimlarindan izole edilen etanol
ekstraktlarindan isorhamnetin 3-glukosil-4'-ramnosid, isorhamnetin 3-o-3-glukosid
flavonoid, isorhamnetin 3- ramnosid, isorhamnetin 3-o-rutinosid ve kuersetin
bilesiklerinin olustugunu bildirmislerdir (Atta vd., 2011). Baska bir ¢alismada D.
harra ve D. simplex tiirlerinin ¢igek kisimlarinin yiiksek derecede polifenolik
maddeler icerdigini ifade etmislerdir. Bununla birlikte HPLC analizi sonucunda her
iki tiirde de ana fenolik bilesigin kafeik asit oldugu tespit edilmistir. Sinapik asidin
yalnizca D. harra tiiriinde, 3,4-dimetoksibenzoik ve p-kumarik asitlerin ise yalnizca
D. simplex tiirinde igerildigini rapor etmislerdir (Falleh vd., 2013). Bir diger ¢caliymada
D. tenuisiliqua’dan ekstrakte edilen tenualeksin adi verilen bir gesit fitoaleksinin
antifungal etkiye sahip oldugunu ifade etmislerdir (Pedras ve Yaya, 2014). Benzekri
vd. (2015) calismasinda, D. harra’nm antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu olan
stilforafan adi verilen bir izotiyosiyonat bilesiginin oldugu rapor edilmistir. D. virgata
tirtinden izole edilen isorhamnetin 3-O-beta-L-glukopiranozid ve D. erucoides
tirtinden 1izole edilen rhamnetin-3,3'-di-O-B-D-glukopiranozit flavonoidlerinin

antimikrobiyal etki gosterdigi baska bir ¢calismada ifade edilmistir (Salah vd., 2015).
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D. acris turiiniin ¢icek kisimlarindan izole edilen ve temel bileseni 5-metil siilfanil
pentan nitril olan esansiyel yaglar1 kullanip biyosentez yolu ile {iretilen altin
nanopartikiillerinin Gram-negatif bakterilere karsi potansiyel bir antimikrobiyal
aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Oueslati vd., 2021). Bu baglamda c¢aligma
sonucunda D. tenuifolia bitkisinin ultrasonikasyon metodu ile hazirlanan EA
ekstraktinin B. subtilis referans susuna karsi zayif da olsa antimikrobiyal etki
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu gostermis oldugu antimikrobiyal etki yukarida

bahsedilen biyoaktif maddelerin varligindan kaynaklanabilir.

Patojenler arasinda antibiyotik direncinin artmasi, bulasici hastaliklarla miicadele i¢in
yeni antimikrobiyal tedavilere veya alternatif baska tedavilere olan ihtiyaci artirmistir.
Son zamanlarda bakterilerin QS mekanizmasimi giderek kullanmasi toksin iiretimi,
biyofilm olusumu, enzim sentezi ve pigment liretimi gibi bir¢ok viriilans faktoriinii
sentezleyebildigini ortaya koymustur (Avci, 2009). Fakat giiniimiizde klinik kullanim
icin ideal bir anti-QS ajan1 mevcut degildir. Bir bilesigin anti-QS aktivitesi, farkl
indikator suslarinda iireme ve gelismeyi baskilamadan spesifik bir QS sinyal
molekiiliine yanit olarak ortaya ¢ikan fenotipik davraniglari inhibe edip etmedigi ile

incelenebilir (Tiifekci, 2023).

Calismamizda D. tenuifolia toprak iistli kisimlarina ait ekstraktlarin QS etkinligi C.
violaceum CV026 biyosensor susunda viyolasin liretimi iizerine inhibitor etkinligi
incelenmistir. Calisilan konsantrasyonlarda ekstraktlarin viyolasin pigment tiretimini
inhibe etmedigi fakat biyofilm olusumu {izerine inhibitor etkinliklerinin bulundugu
tespit edilmistir. Bunun sebebi test edilen konsantrasyonun yetersiz olmasi ya da

bitkinin kimyasal icerigi olabilir.

Literatiirde herhangi bir Diplotaxis tiiriiniin QS inhibitor aktivitesini inceleyen bir
calisma bulunmamaktadir. Calismamiz viyolasin pigment {iretiminin inhibisyonu ve
anti-biyofilm 6zellikleri yoniinden QS inhibitdr aktivitesini arastiran ilk caligmadir.
Viyolasin inhibisyon etkinliginde QS inhibisyonu saptanamazken, antibiyofilm
etkinligi kontrole gore kismen inhibe ettigi goézlenmistir. Bunun sonucunda
antibiyofilm ajan olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bunlara ek olarak yabani

roka, Tiirkiye olmak ilizere bazi iilkelerde hali hazirda salata ve garnitiir olarak
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kullanilmaktadir. Hatta Akdeniz ve Bati Asya bolgelerindeki yerli halk tarafindan
kocakari ilact olarak kullanildigi tespit edilmistir. Bu durum, ¢aligmamizda kullanilan
bitki ekstraktlarmin modern tipta ilag olma potansiyeli yoniindeki avantajini

kuvvetlendirmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda D. tenuifolia bitki tliriiniin toprak iistii kisimlarindan izole edilen
ekstraktlarinin antikanser, antimikrobiyal ve anti-QS (viyolasin pigment inhibisyonu
ve anti-biyofilm) aktiviteleri arastirilmistir. Neticesinde D. tenuifolia nin tim EA
ekstraktlarinin ve maserasyon metodu ile hazirlanmis MeOH ekstraktinin kanser
hiicrelerine kars1t doza bagl olarak antiproliferatif etki gosterdigi saptanmistir. Bu
baglamda D. tenuifolia bitkisinin yeni kemoterapdtik ilaglarin gelistirilmesi adina
onemli bir potansiyele sahip olabilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte D.
tenuifolia nin yalnizca ultrasonikasyon metodu ile hazirlanmis EA ekstraktmin zayif
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, baska ekstraktlarin antimikrobiyal etki
gostermedigi ortaya ¢ikmustir. Bu ¢alisma Diplotaxis tiiriiniin anti-QS aktivitelerini
arastiran ilk calismadir. Fakat D. tenuifolia bitkisinden elde edilen ekstraktlarin
calisilan bu konsantrasyonlarda anti-QS aktivitesi tespit edilememistir. Ileriki
calismalarda ekstraktlarm farkli mikroorganizmalar {izerindeki etkinlikleri
incelenebilir, ekstraktlar saglikli hiicre hatlarina karsi test edilebilir. Mevcut
calismanm, bu bitki tiirtiyle ilgili yapilacak olan yeni c¢alismalara 6n izleme

olusturmasi beklenmektedir.

Bitkiler, dogal kaynaklar olarak ilag, gida ve kozmetik gibi bircok sektorde ham madde
kaynagi olarak kullamilabilmektedir. ila¢ sektoriinde de kimyasal ydntemlerle
gelistirilen sentetik ilaglar yerine bitkisel kokenli ilaglarin arastirilmasi ve
gelistirilmesi lizerinde calismalar yapilmaktadwr. Cesitli bitki tiirlerine ait farkli
ekstraktlarm  antimikrobiyal, antikanser, antiinflamatuvar, antioksidan ve
antidiyabetik etkilerini inceleyen pek ¢ok arastirma mevcuttur.

Sonug olarak, tibbi bitkilerin bir¢ok avantajmna ragmen, giivenlikleri ve toksisiteleri
konusunda bazi ¢ekinceler bulunmaktadir. Tibbi bitkilerden elde edilen ilaglarin
kullanim1 ile 1ilgili toksikolojik sorunlarin g6z ardi edilmesi, Onemli saglik
problemlerine sebep olabilir. Bu nedenle giivenli kullanimlari i¢in daha ileri testlerin

gerceklestirilmesinin gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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