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Guniimiizde bitkilerin biyolojik aktiviteleri iizerine yapilan ¢aligmalar giderek hiz
kazanmaktadir. Literatiirde Lamiaceae familyasinda bulunan Wiedemannia orientalis (Dogu
ballibabasi) Fisch. & Mey. tiiriiniin biyolojik aktivitelerini irdeleyen detayli bir galisma
bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda Dogu ballibabasi’nin kok, gévde, yaprak ve cicek
kisimlarindan hazirlanan su ekstraktlarinin meme kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik,
insan patojenlerini temsil eden bakterilere karsi antibakteriyel ve bir takim biyoindikator
suslara karsi quorum sensing inhibitor etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda ekstraktlarin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme Kkanseri hiicre hatlar1 tizerine
sitotoksik etkileri MTT yontemi ile arastirilmistir. Antibakteriyel aktivite testleri on Gram-
negatif ve ii¢ Gram-pozitif bakteri susuna kars1 stvi mikrodiliisyon ydntemi ile incelenmistir.
Ekstraktlarin anti-QS aktiviteleri ise Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susuna kars1
yumusak agar yontemi kullanilarak viyolasin pigment inhibisyonu iizerine ve Pseudomonas
aeruginosa PAOI1 susuna karsi kristal viyole yontemi kullanilarak biyofilm olusumunun
inhibisyonu iizerine arastirilmistir. Ekstraktlarin MDA-MB-231 hiicre hattina karsi énemli
seviyede sitotoksik aktivite sergilemedigi ancak MCF-7 hiicre hattina kars1 degisen oranlarda
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kok ekstraktinin en etkili
sitotoksik aktiviteye sahip ekstrakt oldugu gozlenmistir (IC50=589,3 pg/mL). Buna karsin
tim ekstraktlarin ¢aligilan konsantrasyonlarda antibakteriyel aktivite sergilemedigi
(MIK>500 pg/mL) ve viyolasin pigment iiretimini inhibe etmedikleri saptanmgtir. Tiim
ekstraktlarin degisen oranlarda biyofilm olusumunu inhibe ettikleri 6zellikle de ¢igek
ekstraktinin biyofilm olusumunu (%44,5 oraninda) en fazla inhibe eden ekstrakt oldugu
gbzlenmistir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular Dogu ballibabasi tiiriiniin 6zellikle
kok ve cicek ekstraktlarinin sirasiyla antikanser ve anti-biyofilm ajanlarinin gelistirilmesine
katkida bulunacagini gostermektedir.
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF IN VITRO CYTOTOXIC POTENTIAL OF WATER
EXTRACT OF WIEDEMANNIA ORIENTALIS

GAMZE BURCU

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET CENGIiZ BALOGLU
CO-SUPERVISOR: DR. OGR. UYESI ENIiS FUAT TUFEKCi

Studies on the biological activities of plants are gaining momentum nowadays. There is no
detailed study in the literature examining the biological activities of Wiedemannia orientalis
Fisch. & Mey. species in the Lamiaceae family. This thesis aimed to determine the cytotoxic
effects of water extracts of the root, stem, leaf, and flower parts of W. orientalis against
breast cancer cell lines, antibacterial activities against bacteria representing human
pathogens, and quorum sensing inhibitory effects against some bioindicator strains. For this
purpose, the cytotoxic effects of the extracts on MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines were
investigated by the MTT method. The antibacterial activity was investigated against ten
Gram-negative and three Gram-positive bacteria using the broth microdilution method. The
anti-QS activities of the extracts were studied using the soft agar method and the crystal
violet method on violacein pigment inhibition in Chromobacterium violaceum ATCC 12472
and on biofilm formation inhibition in Pseudomonas aeruginosa PAQO1, respectively. The
extracts did not exhibit significant cytotoxic activity against the MDA-MB-231 cell line.
However, the extracts showed varying degrees of cytotoxic activity against the MCF-7 cell
line. In particular, the root extract showed the most potent cytotoxic activity (1Cs,=589,3
ug/mL). In contrast, the extracts did not exhibit antibacterial activity (MIC>500 pg/mL) at
the concentrations studied, and violacein did not inhibit pigment production. All extracts
inhibited biofilm formation at varying rates. In particular, the flower extract inhibited biofilm
formation at the highest rate (44.5%). The results showed that especially the root and flower
extracts of the W. orientalis might contribute to the development of anticancer and anti-
biofilm agents, respectively.

KEYWORDS: Anti-biofilm, cytotoxic, extract, Wiedemannia orientalis Fisch. & Mey.

July 2022, 50 Page



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢alismam siiresi boyunca bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen,
calisgmamin tiim deneysel asamalarinda Oneri ve yonlendirmeleri ile bana yol
gosteren danisman hocalarim Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU ve Dr. Ogr.
Uyesi Enis Fuat TUFEKCI’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayn1 zamanda
deneysel calismalarim sirasinda yardimimi esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Ash
UGURLU ve Dog. Dr. Yasemin CELIK ALTUNOGLU hocalarima, galismalarda
kullandigim ekstraklarin temin edilmesini saglayan Dog. Dr. Gékhan ZENGIN’e
ve calismalar beraber siirdiirdiigiim arkadasim Ebrar CAGLIYAN’a tesekkiir
ederim.

Hayatim ve egitimim boyunca her zaman yanimda olup bana her tiirlii destegi
veren manevi destegini esirgemeyen ve her daim yanimda olan canim annem
Nurhayat DOSDEMIR e en i¢ten duygularimla sonsuz tesekkiir ederim.

Gamze BURCU

Kastamonu, 2022

Vi



ICINDEKILER

TEZ ONAYT .t i
TAAHHUTNAME .....coooiiiiiiiiienieceiseses s i
OZET ... iv
ABSTRACT s v
TESEKKUR ......ooviiiiiiieieseee ettt en st ssn s vi
ICINDEKILER .......ocoooivieoeieeeeeeeeeeeeeeee et vii
SEKILLER DIZINT .......cooiiiiiicieeeceeeeeeeeeee et ix
TABLOLAR DIZINI ......oooiiiiiiiiies s X
GRAFIKLER DIZINI ....oooooiiiiiic e Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ......c.cccoovvniiniininienn, Xii
Lo GIRIS ...ttt 1
1.1  Lamiaceae Ailesi Hakkinda Genel Bilgiler..........cccccoovniiinininiinnnns 3
1.2 Dogu Ballibabast TUIT ......cccvviieiiiiiiieieeiese e 3
1.2.1  Dogu Ballibabasi Tiiriiniin Fiziksel OzelliKleri..........c..cceerrivnne. 4
1.2.2  Dogu Ballibabasi Tiiriiniin Fitokimyasal I¢erigi .............cccoovuu..... 4
1.3 KANSEI ..o 5
1.3.1  MEME KANSEI ..cviiiiiiiiiiireecie s 6
1.3.1.1 MDA-MB-231 hiicre hatti.......ccocoviiiiiiiiiiieeeeee 7
1.3.1.2 MCF-7 hicTe hattl ....cocviiiieiiieiie e 8
1.4 Viyolasin Inhibisyon MeKanizmast..............cccevvreverrirerrrcrsrsisersnnnennns 8
1.5  Biyofilm Inhibisyon MeKanizmasi ..............ccceevererrrrirererersnreseenerenans 10
1.6 CaliSmanin AIMACT .....cciiveeeiireeiiieesiiessieessieeesieeesieesssieesssreesssaeessseeas 11
2. MATERYAL VE METOD ...t 12
2.1 MALErYAIIEE ..o 12
2.1.1  Bitki Materyali........ccccccooveiiiiiiiciiee e 12
2.1.2  Kanser Hiicre Hatlart ........cccoooeeiieiiiiiiniiieecee e 12
2.1.3  Bakteri SUSIAIT.......ccceiiiiiiiiiie i 12
2.1.4  Kimyasallar, Cihazlar ve Sarf Malzemeler.........c..ccccoceevevnnnnnee. 13
2.2 MELOLIAI ..o 15
2.2.1  Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi ..........cccooeeveeniienien e, 15
2.2.2  Hiicre KUIHIT ...ooovviiiiiiieeeeeee e 15
2.2.2.1 Hiicre kiiltliriniin devamlilig.........cccoveiiiiiiiiiiiccce 16
2.2.2.2 Hiicre canlilik testi (MTT) ve ICso degerlerinin tespit edilmesi.. 16
2.2.3  Antibakteriyal Aktivite Deneyleri ........cccocoovvviiiiieienciineen 17
2.2.4  Viyolasin Inhibisyon DeNeyi .........c.cocceeivirerririrerierersiieresserennn, 18
2.2.5  Biyofilm Inhibisyon Deneyi ............ccceceererririerererirsneccsenenenens 20
3. BULGULAR... ottt 23

3.1 Dogu Ballibabasi Bitkisi Su Ekstraktlarinin Meme Kanseri Hiicre
Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik BtKisi........c.cccoeoverererirercereiereeeneeienenans 23

3.2 Dogu Ballibabas Bitkisi Su Ekstraktlarinin Bakteri Suslar1 Uzerine
Antibakteriyal EtKInIigi........ccoooviiiiiiiiiic 34

3.3 Dogu Ballibabas1 Bitkisi Su Ekstraktlarinin Viyolasin Pigment
Uretimi Uzering BtKiler..........cocevevivcieeieieeeeeceee e 35

vii



3.4 Dogu Ballibabasi Bitkisinin Su Ekstraktlarinin Anti-biyofilm

F AN A (=T O RP 35
A, TARTISMA ......coooiiiiiiieiieeeieteeeeeee ettt 37
5. SONUC VE ONERILER ...........coceoviiiiieieceeeeeerees e esens s 42
KAYNAKLAR ..ottt ssas st 43
OZGECMIS ...ttt sttt 51

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1.1 Dogu ballibabasi bitkisinin gorseli.........ccccvvviviiiiiiiiiniiieiie e 4
Sekil 1.2 Anthony van Leeuwenhoek un bildirdigi animalkiil sekilleri........... 10
Sekil 3.1 Dogu ballibabas1 kok ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti lizerine etkileri........ 24
Sekil 3.2 Dogu ballibabasi gévde ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti lizerine etkileri........ 25
Sekil 3.3 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti tizerine etkileri........ 26
Sekil 3.4 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti tizerine etkileri........ 28
Sekil 3.5 Dogu ballibabasi kok ekstraktinin MCF-7 hiicre hatti tizerine

tizerine 24. ve 48. saat sonunda hesaplanan ICsp degerleri ve

cesitli konsantrasyonlarda ve zaman dilimlerinde hiicre hatti

UZETINE CTKIST.eeuvviiieieitie ittt 29
Sekil 3.6 Dogu ballibabas1 govde ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine

48. saat sonunda hesaplanan I1Cso degerleri ve gesitli

konsantrasyonlarda ve zaman dilimlerinde hiicre hatt1 iizerine

BEKIIEIT .. 31
Sekil 3.7 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve
zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 tizerine etkileri .................... 32
Sekil 3.8 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve
zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 tizerine etkileri .................... 33
Sekil 3.9 Dogu ballibabast bitkisinin C. violaceum ATCC 12472 susunda
viyolasin pigment tiretimi Gizerine etkisi ........ccoocvrvvrivervsierinereeenn 35



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1 Calismada kullanilanilan bakteri suslart ...........ccccceevvevieiiieniecinnns 13
Tablo 2.2 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler................ccocoune.. 13
Tablo 2.3 Calismada kullanilan kimyasallar .............ccooevenieninnniiiin e 14
Tablo 3.1 Dogu ballibabasinin kok, govde, yaprak ve su ekstraktlarinin
referans bakteri suslarma karsi MiK degerleri..........cccooovvevrircunneee, 34



GRAFIKLER DIZiNi

Sayfa

Grafik 3.1 Dogu ballibabasi kok ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti lizerine sitotoksik

AKEIVITEST. . 23
Grafik 3.2 Dogu ballibabasi govde ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda

ve zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine

SItOtOKSIK @KEIVITESI. ... 25
Grafik 3.3 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda

ve zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine

SItOLOKSIK AKHIVITEST. ...cvcveiiiiicc e 27
Grafik 3.4 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik

AKEIVITESE. v 27
Grafik 3.5 Dogu ballibabasi kok ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatti {izerine sitotoksik

AKEIVITEST . 30
Grafik 3.6 Dogu ballibabasi gévde ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda

ve zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatti lizerine sitotoksik

AKEIVITEST ..o 30
Grafik 3.7 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda

ve zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik

AKEIVITEST .. 32
Grafik 3.8 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde MCF-7 hiicre hatti {izerine sitotoksik

AKEIVITEST v 34
Grafik 3.9 Dogu ballibabasi ekstraktlarinin P. aeruginosa PAO1 susunda
anti-biyofilm aktiviteleri........cccoovoveiieiiiiece 36

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

cm : Santimetre

mg : Miligram

ng : Mikrogram

ar - Gram

mL : Mililitre

pL : Mikrolitre

mm : Milimetre

°C : Santigrad Derece

% > Yiizde

~ : Yaklasik olarak

o . Alfa

B : Beta

& - Ve

Kisaltmalar

AHL . N- a¢il homoserin lakton

CO2 : Karbondioksit

dH:0 : Distile su

H:0 :Su

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EACC > Avrupa kimligi dogrulanmais hiicre kiiltiirleri koleksiyonu
ER : Ostrojen Reseptorii

FBS : Fetal bovin serum

HER2 : Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
1C50 > Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyonu
MeOH : Metanol

MiK : Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
MTT - Metiltiazol difeniltetrazolyum bromiir
NEAA : Esansiyal Olmayan Amino Asit

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PR : Progesteron Reseptori

QS : Quorum Sensing

TNBC : Uclii negatif meme kanseri

Xii



Xiii



1. GIRIS

Cok eski tarihlerden beri insanlar besin ihtiyaglar1 ve ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin
dogadan yararlanmaktadir. Bitkilerin kullanimin1 gdsteren en eski kayitlar MO 2600
yillarinda Mezopotamya’da yaklasik olarak 1000 bitkisel {riiniin tespit edildigi
belgelerde gegmektedir (Cragg ve Newman, 2013). Giliniimiizde mevcut hastaliklarin
tedavisinde kullanilan sentetik ilaglara ek olarak ilag {iretimi arastirmalarinda tibbi
bitkilerin kullanim1 yayginlagsmaktadir (Bayramoglu vd., 2009). Diinya Saghk
Orgiitii (DSO)’niin verilerine gore yeryiiziinde yaklasik 20.000 bitki tiirii tibbi
amagclarla  kullanilmaktadir (Bayram vd., 2010). Bitkiler tedavi amagh
kullanilmalarinin yanisira baharat, gida sanayi, kozmetik ve temizlik gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadir (Tan, 1992). Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi {ilkelerin
gelismislik diizeylerine gore farklilik gostermektedir. Gelismekte olan {ilkelerde
niifusun %80’1 tedavi amagh bitkisel lriinlerden yararlanirken, Asya, Afrika ve
Ortadogu bélgelerindeki bircok iilkede bu oran %95’e kadar yiikselmektedir (Ozkan
vd., 2013). DSO’ye gore gelecek yillarda tiim diinyada bitkilerin tedavide
kullantminin artacagi ongoriilmektedir. Giinlimiizde kullanilan farmasétik ilaglarin
%25’inin tibbi bitkilerden temel aldig1 bildirilmektedir (Acibuca ve Budak, 2018).
Bitkilerin ilag olarak kullanilabilecegi 19. yiizyilin baslarinda afyon bitkisinden
morfin izole edilmesiyle ortaya c¢ikmistir. Bu kesif bitkiler iizerinde yapilan
aragtirmalarin giderek yayginlagsmasina neden olmus ve kodein, atropin ve Kinin

benzeri birgok biyoaktif molekiiliin bulunmasini saglamistir (Atanasov vd., 2015).

Tirkiye, bitki ¢esitliligi ile diinyadaki en zengin floraya sahip iilkeler arasindadir.
Ulkemiz tibbi bitkiler i¢in énemli bir kaynaktir. Tiirkiye’de yetisen yaklasik 10.000
bitki tliri tanimlanmis, bu bitkilerin 1/3lnii tibbi bitkilerin olusturdugu ve 3000
tiiriin de endemik oldugu bildirilmistir. Ilave olarak iilkemizde tibbi amaclarla
kullanilan bitki sayis1 kesin olmamakla birlikte aktarlarda satilan bitki sayisinin
yaklasik 300 oldugu distiniilmekte ve bunun da yaklasik 100’niin ihracatinin
yapildig: bilinmektedir (Temel vd., 2018).



Geleneksel olarak ve modern tip uygulamalarinda tedavi amagh kullanilan bitkilere
“Tibbi Bitki”> denilmektedir (Baydar, 2007). Tibbi bitkiler igeriklerinde
bulundurduklar1 dogal antioksidan bilesikler sebebiyle ge¢miste ve giiniimiizde ilag
olarak kullamilmistir. Fenolik bilesikler dogal antioksidanlarin baslica grubunu
olusturmaktadir (Deveci vd., 2016). Fenolik bilesikler icerisinde basit fenolik
bilesikler, flavonoid bilesikler ve tanenleri bulundurmakta ve en az on farkli gruba
ayrilmaktadir (Sorucu, 2015). Fenolik bilesikler, bir benzen ya da baska bir aren
halkasina bagli bir ve birden fazla hidroksil grubuyla karakterize edilir (Berdowska
vd., 2013). Fenolik bilesiklerin gosterdigi antikanser dzellikler, kanserin yayilmasini
onlemek i¢in ¢coklu mekanizmalarin ¢alisildigi birgok makalede incelenmistir (Huang

vd., 2010; Neergheen vd., 2010).

Ayrica flavonoidlerin, insan viicudunda toksik etkiye neden olmadigi aksine yararl
etkilerinin bulundugu bilinmektedir. Flavonoidler, gosterdikleri antioksidan 6zellik
ile wviicutta hiicresel siiregleri etkileyerek anti-inflamatuar, antimikrobiyal,
antikarsinojenik ve daha birgok biyolojik aktiviteler sergileyebilir (Salehi vd., 2019).
Ayrica flavonoidler siiperoksitleri, hidroksilleri ve vekil radikalleri temizleyerek lipit
peroksit zincir reaksiyonlarmi da kirabilirler. EK olarak flavonoidler hiicreleri X
1sinlarindan koruyabilir, hiicre dongiisii gelisimini engelleyebilir ve ¢ok asamali
karsinogenezi inhibe edebilirler (Yalameha, 2018). Tibbi bitkilerin fenolik
iceriklerinden yararlanilarak dogal antibiyotiklerin elde edilmesi ve yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi miimkiindiir. Dogal antibiyotikler, bitkilerden tiiretilen
ve antibakteriyel aktivite gosteren maddeler olarak ifade edilir ve tibbi bitkilerden
gelistirilen antibiyotiklerin bakteriyostatik veya bakterisidal etkiye neden oldugu bazi

calismalarda bildirilmistir (Oses vd., 2016; Salehi vd., 2019).

Diinya florasinda bir¢ok tibbi bitki olmasina ragmen tiim bitkiler biyolojik aktivite
ozelligine sahip degildir. Bitkilerin biyolojik etkilere sahip olup olmadiklarinin
anlasilmast igin in vitro c¢alismalar gergeklestirilir. Bu c¢alismada Lamiaceae
familyasina ait Wiedemannia orientalis (Dogu ballibabasi) Fisch. & Mey. bitkisinin
kok, govde, yaprak ve cigcek kisimlarindan hazirlanan su ekstraktlarinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarina kars:i sitotoksik aktivitelerinin, insan

patojenlerini temsil eden referans bakteri suslarina karsi antibakteriyel aktivitelerinin



ve biyoindikator bakteri suslarina karsi anti-quorum sensing (anti-QS) aktivitelerinin
arastirilmast  ve ilag hammaddesi olma potansiyelinin ortaya konulmasi

amagclanmustir.

1.1  Lamiaceae Ailesi Hakkinda Genel Bilgiler

Lamiaceae, ¢ok genis bir aile olmakla birlikte ailenin birgok tiirli ¢alilik ve ottur
(Heywood, 1978). Lamiaceae ailesi diinyada 250 cins 7000 tiir ile temsil edilirken,
Tiirkiye'de 48 cins, 782 taksonla temsil edilir (Akkoyunlu ve Diilger, 2019). Bu aile
biyolojik ve tibbi uygulamalar agisindan 6nemli bir bitki familyasidir. Lamiaceae
ailesi sahip olduklar1 hos koku ile birgok tiirii Tiirkiye’de bitki cayr olarak
tilkketilmektedir. Baz1 tiirleri geleneksel olarak sifali bitki olarak kullanilmaktadir
(Baytop, 1999). Aileye ait birgok tiiriin Verbenaceae ailesi ile iliskili oldugu
diistiniilmiis fakat yapilan filogenetik ¢aligmalarin sonucunda Lamiaceae ailesine ait
olduklar1 belirlenmistir (Raja, 2012).

Lamiaceae ailesi biiyiik miktarlarda fenolik bilesikler ve flavonoidler igerir.
Icerdikleri fenolik bilesikler ve flavonoidler sayesinde gecmisten giiniimiize
eczacilik, tip ve kozmetik sektorlerinde kullanilmistir (Ziakova vd., 2003). Gegmiste
Lamium tiirlerinin idrar soktiicii, prostat, menoraji ve felce kars1 ve yatistirici olarak
kullanildig1 diisiiniilmektedir (Dulger, 2009; Raja, 2012). Ek olarak ailenin igerdigi
bilesikler sayesinde yiiksek oranda antioksidan ve antimikrobiyal o6zellik

sergiledikleri bildirilmektedir (Salman vd., 2014).

1.2 Dogu Ballibabasi Tiirii

Wiedemannia orientalis Fisch. & Mey., Lamiaceae familyasinin bir tiirii olup
Lamium orientalis Fisch. & Mey. olarak da adlandirilmaktadir (Cali, 2017). W.
orientalis Tirkiye’de Dogu ballibabasi yada giizelce adiyla bilinir ve endemik tek
yillik, otsu bir tiirdiir. Dogu ballibabasi lilkemizde Nisan-Mayis-Haziran aylarinda
ciceklenmeye baslar ve yaygin olarak eflatun renginde ¢igcek acar (URL-1, 2020).
Yayilim olarak ¢ok iyi giines alan yol kenari, tarla, kayalik kenarlar ve bozkir gibi
alanlarda yetigirler (URL-2, 2020). Sekil 1.1 de Dogu ballibabasi bitkisinin

gorseline yer verilmistir.



Sekil 1.1 Dogu ballibabasi bitkisinin gérseli (URL-3, 2022)

1.2.1 Dogu Ballibabasi Tiiriiniin Fiziksel Ozellikleri

Dogu ballibabast 7 ile 35 cm arasinda boylanir. Govdesi tlyll, yapraklar: alt
kisimlarda sapli iist kisimlarda sapsizdir ve yaprak genisligi 16-50 x 5-30 mm
boyutlarindadir. Yaprak kenarlar1 dikdortgen yapida tirtikli ve tiiylii 6zelliktedir.
Canak kisimlar1 olgun bir bitkide 8-14 mm ve ta¢ kisimlart 9-20 mm boyutlarindadir.
Genellikle eflatun, agik mor ve pembe renklerde ¢icek agar (URL-4, 2022).

1.2.2 Dogu Ballibabas Tiiriiniin Fitokimyasal Icerigi

Literatirde Dogu ballibabasi’nin kimyasal igeri hakkinda kapsamli bir veri
bulunmamaktadir. Lamiaceae ailesine ait birkag bitki tiirii lizerine yapilan yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) c¢alismalarina goére en baskin fenolik
igerigin  rosmanirik asit oldugu Dbildirilmistir (Ziakova vd., 2003). Dogu
ballibabasinin toprak istii kisimlarinin bes flavanoid glikozit (apigenin 7-O-p-
glukopiranosid, luteolin  5-O-B-glukopiranosid, isorhamnetin  3-O-rutinoside,
quercetin  3-O-rutinoside  ve  apigenin  7-O-(600-O-trans-p-kumaroil)  p-
glukopiranosid), bes iridoid glikozit (lamiid, ipolamiid, ipolamiidoside, 6p-
hydroxyipolamiide ve 5-hydroxy-8-epi-loganin) ve feniletanoid glikozit adiylada
bilinen aktesoid igerdigi bilinmektedir (Giivenalp vd., 2006).

Dogu ballibabasinin metanol ekstraktlar1 ile yapilan baska bir HPLC uygulamasina
gore bitkinin kimyasal igeriginde 3-4 dihidroksi benzoik asit, ferulik asit, gallik asit,
hesperidin, naringenin, 4-Hidroksi benzoik asit, kaempferol ile rutin + ellagic asit

oldugu saptanmistir. Fakat metanol ekstraklarinin ana bilesenlerinin yiliksek oranda



rutin + ellagik asit icermesinin yani sira ikincil olarak kaempferol ve ferulik asitin de

ana bilesen oldugu belirtilmistir (Albayrak ve Aksoy,2013).

1.3 Kanser

Kanser, diinya ¢apinda énemli bir halk sagligi sorunudur. Kanser, iilkemizdeki 6lim
nedenlerinin en yaygm ikinci sebebidir (Yilmaz vd., 2011). Kanserlerin %10 ila
%15’inin genetik kokenli oldugu, geriye kalan %85 ila %90’ mnin insanlarin hayati
boyunca canli hiicrelerdeki DNA’larinin mutajenlere maruz kalarak degisiklige
ugramasi Ve replikasyon hatalarindan olustugu diisiiniilmektedir. Kalitim yolu ile
ortaya cikan kanser, cevresel etkilerle ortaya c¢ikan kansere gore ¢ok daha az
oranlarda goriiliir (Yokus ve Cakir, 2012). Kanser olusumuna neden olarak kalitim
ve cevresel faktorlerin yanisira daha birgok faktor sayilabilir. Bunlar bakteriler,
viriisler, radyasyon, beslenme aligkanliklar1 ve kimyasallara maruz kalma seklindedir

(William GM, 2001).

Kanser olusumu genellikle uzun siireli ve ¢cok asamali bir siire¢ olup, bu siireclerde
genetik ve epigenetik degisikliklerin normal hiicrelerin, koétii huylu, kontrolsiiz
gelisen, programli hiicre 6liimii mekanizmalart bozulmus hiicrelere doniismesi ile
gerceklesir (Srancikova vd., 2013). Normal hiicreler dongiilerinde belirli bir
biiyiikliige ulastiklarinda biiyiimeyi sonlandirarak homeostasiziyi saglarlar, fakat
kanser hiicrelerinde bu mekanizmanin ¢aligmasi i¢in gerekli olan biiylime reseptorleri
bozulur ve biiylimeyi engelleyici faktorler reseptorlere baglanamaz ve hiicreler
kontrolstiz olarak biliyiimeye devam eder. Siirekli biliyliyen ve cogalan kanser
hiicreleri viicutta ilerleyerek metastaz yapabilir (Dongre vd., 2021). Siirekli biiyiime
ve ¢cogalma gosteren kanser hiicreleri ¢cok fazla enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple
kanser hiicreleri glikozu aerobik ortamda laktata doniistiirmektedir. Kanser
hiicrelerinin glikozu laktata ¢evirmesi ise "Warburg Etkisi" olarak adlandirilir
(Kisagam ve Ozan, 2017). Warburg etkisi viicutta kontrolsiiz enerji ve oksijen
kaybina neden oldugundan saglikli hiicreler apoptoza yonelir (Hannahan ve
Weinberg, 2011). Kanser hiicreleri birincil ve ikincil olarak veya iyi huylu (bening)
ve kot huylu (malign) olarak siniflandirilabilir. Birincil kanser hiicresi bulundugu

dokudan kaynaklanirken ikincil kanser hiicresi bulundugu dokudan farkli bir dokuda



ortaya ¢ikar. Iyi huylu kanser hiicresi bulundugu doku disia tasmazken kétii huylu
kanser hiicresi ise bulundugu doku disina yayilim gosterir. Kotii huylu kanser
hiicreleri genellikle oldirtciidir. Bu durum istisnalar disinda iyi huylu kanser
hiicreleri igin gecerli degildir (Suat Alpaslan ve Goézliik Kirmizioglu, 2020). Iyi
huylu kanser hiicrelerinin tedavisi cerrahi uygulamalar ve hedefe yonelik tedaviler ile
gerceklestirilirken, kotii  huylu  kanser hiicrelerinin  tedavisi  kemoterapi,
immiinoterapi, hormon tedavisi ve biyolojik terapi gibi yontemlerle gerceklestirilir
(Yalameha, 2018).

Diinyada her y1l yaklasik olarak 14 milyon kisi i¢in kanser tanist konulmakta ve bu
tanilarin yaklagik 8,2 milyonu 6liimle sonu¢lanmaktadir (Togagar ve Ergen, 2018).
En yaygin goriilen kanser cesitleri sirasiyla meme kanseri, akciger kanseri, kolon
kanseri, prostat kanseri ve mide kanseridir (Sung vd., 2021). Tirkiye'de ise bu
siralama 100 binde insidansla akciger %30,1; prostat %24,3; deri %18,9; meme
%18,0 ve mide %9,9 kanseri seklindedir (Yilmaz vd., 2011). Diinyada yasami
boyunca kanser hastaligina yakalanan insanlarin orani su sekildedir. Her bes erkekten
biri ve her alt1 kadindan biri kansere yakalanmakta bunlardan sekiz erkekte biri ve on
bir kadindan biri hayatini kaybetmektedir. Kanser nedenli Oliimlerin siklikla
erkeklerde akciger, prostat ve kolon kanseri; kadinlarda ise akciger, meme ve kolon
kanseri oldugu bildirilmektedir (Siegel vd., 2016). Kansere tedavi olarak cesitli
kemoterapik ajanlar gelistirilmistir. Bu ajanlardan bazilar1 hiicre igi sinyal yolagini
inhibe ederek veya DNA sentez ve tamir mekanzimasini inhibe ederek ya da
mikrotiibiil olusumunu engelleyip mitozu durdurarak etkinligini gosterir (Horwitz.,
1975).

1.3.1 Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada en sik goriilen ikinci, kadinlarda ise en yaygin goriilen birinci
kanser tirtdir (Kothari vd., 2002; Mintzer vd., 2002). Bunun yanisira nadirende olsa
erkek bireylerde de goriilebilmektedir (Aydintug, 2004). Her on kadindan birinin
yasami boyunca meme kanserine yakalanma ve yakalananlarin da ii¢te birinin meme
kanseri nedeni ile hayatini kaybetme risklerinin oldugu bildirilmektedir (G6lbasi vd.,

2010). Meme kanserine yakalanan ve uzak organ metastazi olmayan hastalarin %70-



%801 tedavi edilebilmektedir (Harbeck vd., 2019). Meme kanserinin gelisiminde
birgok faktor rol oynamaktadir bunlar arasinda gevresel faktor olarak sigara ve alkol
kullanimi, genetik faktor olarak aile meme kanseri oykiisii ve fiziksel faktor olarak
asir1 kilo ve yas orneklendirilebilir (URL-5, 2021). Meme kanserine neden olan risk
faktorlerinin bilinmesi ve kontrol altinda tutulmasi, hastaligin 6nlenmesine ve

hastaliktan korunmaya katki saglamaktadir (Feruza, 2021).

Meme, yapisal olarak kadinlarda siit tiretimini saglayan farklilasmis bir tez bezi olup
dokusu yas, 1rk, genetik etkenler, gebelik ve menopoz gibi faktorlere bagl olarak
kisiden kisiye degisiklik gostermektedir (Sun vd., 2017). Meme kanseri, memenin
igerisinde bulunan siit bezleri ve kanallarin1 olusturan hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde
cogalip ¢evresindeki dokulara yayilmas: ile ortaya ¢ikan bir hastalik olup, %70-%80
oraninda siit kanallarinda ve %?20-%30 oraninda ise aksiller lenf nodlarinda ve
lobiillerde goriilmektedir (URL-6, 2021). Siit kanallarini kullanarak kanser hiicreleri
zamanla bag doku igerisine gecebilir ve bu durumda diger organlara metastaz
yapabilirler, metastaz yapan kanser hiicreleri tedavi edilmez ise siire¢ hastanin 6limii
ile sonuglanabilir (Aydintug, 2004). Meme kanserinin farkli biyolojik tavirlar
sergileyen temel alt tipleri vardir. Bunlar HER2, luminal A, luminal B, bazal benzeri
ve normal benzeri olarak adlandirilir (Barnard vd. 2015; Eroglu ve Cigek, 2014). Bu
alt tiplere gore kanser hiicreleri farklilik gosterebilmekle birlikte farkli kanser
hiicreleri de ayn1 kansere sebep olabilmektedir. Meme kanseri ve tedavisine yonelik
kemoterapik ilaglarin gelistirilmesi i¢in MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar
siklikla tercih edilmektedir.

1.3.1.1 MDA-MB-231 hiicre hatti

Meme kanseri MDA-MB-231 hiicre hattt 17 Ekim 1973 tarihinde M. D. Anderson
Cancer Center’da metastatik meme kanseri olan 51 yasindaki bir hastanin plevral
eflizyonundan izole edilerek biyitilmistir (Cailleau vd., 1974). MDA-MB-231
hiicre hattt meme kanserinin bazal alt tipinden olup, Ostrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve E-kaderin yoniinden negatif olup mutasyona ugramis
p53 timor proteinini eksprese eder. Ayrica insan epidermal biiyiime faktori

reseptorii (HER2) icermediginden {i¢lii negatif meme kanseri (TNBC) modelini ¢ok



iyi temsil etmektedir (Welsh, 2013). MDA-MB-231 hiicre hatt1 in vitro ortam
sartlarinda yapigsma oOzelligi gosterdigi i¢in yeni ilag denemelerinde siklikla tercih
edilmektedir (Ozkan ve ark., 2019).

1.3.1.2 MCF-7 hiicre hatt1

Meme kanseri MCF-7 hiicre hatt1 1970 tarihinde Dr. Soule ve arkadaslar tarafindan
metastatik kanseri olan 69 yasindaki bir hastanin plevral efiizyonundan izole edilmis
ve hattin isimlendirilmesi, 1973 yilinda Dr. Soule ve meslektaslar1 tarafindan kurulan
Michigan Kanser Vakfi (Michigan Cancer Foundation)'nin bas harflerinden
tiretilerek yapilmistir (Soule vd., 1973). MCF-7 hiicre hatt1 sahip olduklar1 dstrojen
reseptorleri ile dstradiol formundaki Ostrojeni igleyebilirler bu 6zellikleri ile dstrojen
reseptorlii (ER) pozitif hiicre hatt1 olurlar ayrica progesteron reseptorii pozitif ve
HER2 negatiftir (Shirazi vd., 2011). Ostrojen reseptdrii pozitif olmast MCF-7 hiicre
hattinin hormonal tedaviye duyarli hale getirmektedir (Young vd., 2018). MCF-7,
MDA-MB-231 gibi diger meme kanseri hiicre hatlarina oranla daha az oranda
metastaz yapma potansiyeline sahiptir ve az oranda invazivligi nedeniyle zayif
agresif yapidadir (Gest vd., 2013). Meme Kanseri iizerine yapilan in vitro
calismalarda MCF-7 siklikla tercih edilen bir hiicre hattidir.

1.4  Viyolasin Inhibisyon Mekanizmasi

Quorum sensing (QS) bakterilerin bir takim sinyal molekiillerini kullanarak
birbirleriyle haberlestigi ve popiilasyon yogunluguna baglh olarak toplu fenotipik ve
fizyolojik davranislar sergiledigi bir iletisim mekanizmasidir (Zhou vd., 2020).
Hiicreler sinyal-yanit sistemlerini kullanarak, popiilasyon diizeyinde kendi
davraniglarin1 diizenleyip ¢ok hiicreli organizma gibi davranabilirler (Yavuz, 2019).
Bakteriler sinyal molekiilleri ile bulundugu popiilasyondaki hiicre sayisini
algilayabilir, bu algiya gore kendi gen ekspresyonunu diizenleyebilir ve popiilasyon
diizeyinde tiire 0zgii davraniglar sergileyebilirler (Henke ve Bassler, 2004). Her
hiicre i¢in bu sinyal molekiillerinin farkli kimyasal molekiilleri vardir. Gram negatif
bakteriler N-acil-homoserin lakton (AHL veya HSL) sinyal molekiillerini kullanirken

Gram pozitifler genelde oligopeptidleri kullanirlar (Schauder ve Bassler, 2001;



Bassler, 1999). AHL sinyal molekiilleri Luxl| protein ailesine sahip olan bakterilerde
sentezlenir ve hiicre disina salinir. Reseptore baglanan sinyal molekiilii pigment,
enzim, toksin, biyofilm vs. iretiminden veya olusumundan sorumlu genlerin

ekspresyonunu diizenler (McClean vd., 1997).

Antibiyotikler 20. yiizyilin ortalarindan itibaren bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Ne yazik ki artan antibiyotik direnci
giiniimiizde direngli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
tip diinyasin1 zora sokmustur. Antibiyotikler bakteriler iizerinde segici baskiya neden
olur. Antibiyotik kullanimindan sonra duyarli bakterilerin ortadan kalkmasi ile
direngli bakteriler popiilasyona hakim olur. Bundan dolayr yeni antibiyotiklerin
kesfedilmesi uzun vadeli bir ¢6ziim liretmeyecektir. Bakteriyel enfeksiyonlar ile
miicadelede antibiyotiklere ek olarak veya onlara alternatif yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bakterilerde QS mekanizmasinin
inhibisyonunun enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede bilim diinyasinin kozunu
giiclendirecegi Ongoriilmektedir. Ideal bir QS inhibitdriiniin bakteri iireme ve
gelisimini baskilamadan bakteriler arasi iletisimi kesmesi ve neticesinde bakteriyel
patogenezi inhibe etmesi beklenir (Williams 2007). Literatiirde QS inhibitor 6zelligi
bulunan bir¢ok molekiiliin insan kullanimina uygun olmadigi bilinmektedir. Bundan
dolay1 giivenilir ve etkili QS inhibitorlerinin kesfedilmesi ve literatiire kazandirilmasi

onem arz etmektedir (Tiifekci vd., 2020).

Chromobacterium violaceum ATCC 12472 ve Pseudomonas aeruginosa PAO1
suglar1 test maddelerinin QS inhibitor etkinliginin arastirlmasinda yaygin olarak
kullanilan biyoraportor suslardir. C. violaceum dogada yaygin olarak bulunan bir
Gram negatif bakteri tiiriidiir. C. violaceum ATCC 12472 susu uzun zincirli (C10-
16)-AHL molekiillerini kullanarak viyolasin adi verilen mavi-mor bir pigment iiretir.
P. aeruginosa PAOI susu ise C4-AHL ve 3-0x0-C12-AHL sinyal molekiillerini
kullanarak pigment, enzim, toksin iiretirken biyofilm olusumunu regiile eder (Kalia
vd., 2015).



1.5  Biyofilm Inhibisyon Mekanizmasi

Biyofilm yapist ilk olarak Hollandali bilim adami Antony van Leeuwenhoek
tarafindan dis yiizeyinden alinan orneklerde kiiglik canlilarin varligiin tespiti ile
kesfedilmis ve bu canlilarin ilk isimlendirilmesi animalkiil olarak yapilmistir
(Morrey 2013). Sekil 1.2° de Anthony van Leeuwenhoek’un bildirdigi animalkiil
sekilleri verilmistir. Biyofilm ifadesi ise ilk olarak 1987 yilinda Costerton ve
arkadaglarinin glikokaliks igine gomiilii bakterilerin yilizeye tutunmasini arastirdiklari

bir ¢aligmada ifade edilmistir (Costerton vd., 1987).

Sekil 1.2 Anthony van Leeuwenhoek’un bildirdigi animalkiil sekilleri (Martin, 2016’ den
alimustir)

Biyofilm tabakasi, bakterileri antimikrobiyal 6zellikli maddelerden ve bagisiklik
sistemi hiicrelerinden koruyan bir olusumdur (Hortag vd., 2015; Sudagidan ve Aydin,
2013). Biyofilm, homojen ve heterojen olarak iki gruba ayrilir. Homojen biyofilm
ayni tiirden bakterilerin olusturdugu, dogada ¢ok fazla gériillmeyen grubu ifade eder.
Heterojen biyofilm ise igeriginde birden fazla bakteri tiiriinii bulunduran ve dogada
yaygin olarak goriilen grubu ifade etmektedir (Flemming vd., 2016). Biyofilm
tabakas1 barindirdig1 bakterileri antimikrobiyal etkilerden ve bagisiklik sisteminden
korudugu igin biyofilm olusturan bakterilerin biiylimesini engellemek ya da
oldirmek igin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda antibiyotik kullanilmasi gerekir
(Sepandj vd., 2004). Bu sebeple antibiyotik tedavisinin basarisiz oldugu durumlar da
biyofilm olusmus olma ihtimali akillara gelmelidir (Chen ve Stewart, 2000). P.
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aeruginosa suslart uygun bir ortam olustugu takdirde canli ve cansiz yiizeylerde
biyofilm tabakasi olusturabilir (Sauer vd., 2002; Stoodley vd., 2002).

Biyofilm, bakteri hiicrelerinin canli veya cansiz ylizeylerde ekstraseliiler bir
polimerik matriks (EPS) yapisinin i¢ine gomiilerek olusturdugu mikrobiyal
topluluklar: ifade eder (Abee vd., 2011). Biyofilmlerin genellikle %10°u bakteri
hiicresinden, %90°n1 matriksten olugsmaktadir (Flemming ve Wingender, 2010).
Ayrica biyofilm matriksi ¢ok yiiksek oranda su igerir ¢iinkii cogu EPS ortamdaki
suyu tutar boylece sulu bir ortam olusur (Or vd., 2007; Sutherland, 2001). Cogu
bakteri i¢in EPS biyofilm olusumunda ¢ok 6nemli ve vazgegilmezdir. Bunun nedeni
mutant bakterilerin yani ekzopolisakkarit sentezlemeyen bakterilerin olgun
biyofilmler olusturamamasidir (Danase vd., 2000; Watnik ve Kolter 1999). EPS’ler
ekstraseliiler polisakkaritler, biyofilm ile iliskili proteinler-BAP, eDNA, lipitler ve
amiloid yapilar gibi gesitli biyopolimer maddeler icermektedirler. igeriklerindeki bu
yapilar nedeni ile DNaz, proteaz ve ekstraseliiler polisakkariti pargalayan enzimler
biyofilm olusumunu engeller ve ayni zamanda coktan olusmus olan biyofilm
tabakalarin1 da dagitir. Biyofilm olusumu ve dagilimi oto-indiikleyici 2 (AL-2) gibi
QS sinyal molekiilleri, D-aminoasitler ve cis-2-dekanoik asit gibi molekiillerin
yardimiyla gergeklestirilir (Abee vd., 2011). Biyofilm ¢alismalarinda siklikla tercih
edilen P. aeruginosa PAO1 (Shih ve Huang, 2002) susu i¢in biyofilm olusumu en az
iki farkli AHL sinyal molekiiliinii kodlayan ve Lasl ile Rhll olarak tanimlanan QS
sistemleri ile gergeklesmektedir (De Kievit vd., 2001).

1.6 Cahsmanin Amaci

Bu ¢alismada Lamiaceae familyasina ait Dogu ballibabasi’nin kok, govde, yaprak ve
¢icek kisimlarindan hazirlanan su ekstraktlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser
hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivitelerinin, insan patojenlerini temsil eden
referans bakteri suslarina karsi antibakteriyel aktivitelerinin ve biyoraportor bakteri
suslarina karsi anti-quorum sensing (anti-QS) aktivitelerinin arastirilmasi ve ilag

hammaddesi olma potansiyelinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyaller
2.1.1 Bitki Materyali

Tez calismasinda kullanilacak olan ekstraktlarin bitki 6rnekleri, 2019 yilinda Konya
arazisinde ger¢eklestirilen caligsmalar ile toplanmistir (Konya, Yazir Mahallesi, 1100
m). Toplanan bitki drneklerinin taksonomik tanimlanmasi, Selguk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoteknoloji Boliimii  6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Evren

YILDIZTUGAY tarafindan yapilmigtir.

Dogu ballibabas1 bitkisinin ornekleri kok, govde, yaprak ve cicek kisimlari
birbirlerinden ayrilarak gblgede kurumaya birakilmig ve kuruduktan sonra 6rnekler
degirmende toz haline getrilmistir. Her bir kisim i¢in su 6ziitleri maserasyon teknigi
kullanilarak ¢ikarilmistir. Bu islem i¢in bitki ornekleri (5g), oda sicakliginda
(yaklasik 25°C) 24 saat stiresince 100 su ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra
coOziiciiler rotary evaporator kullanilarak buharlastirildi. Tim ekstraktlar analize

kadar +4°C’de saklanmustir.
2.1.2 Kanser Hiicre Hatlan

Ekstraktlarinin kanser hiicreleri tizerine sitotoksik etkinlikleri iki farkli meme kanseri
hiicre hattina kars1 arastirilmistir. Kullanilan hiicre hatlari, dstrojen reseptorii pozitif
olan ve alfa (ERa) o6zellik tasiyan MCF-7 ile Ostrojen reseptorii negatif olan ve
invazif 6zelligi yiiksek olan MDA-MB-231’dir. Bu hiicre hatlarindan MCF-7 Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii’ nden, MDA-MB-231 Bogazici Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nden temin edilmistir.
2.1.3 Bakteri Suslar

Ekstraktlarin antibakteriyel etkinligi on adet Gram-negatif ve ti¢ adet Gram-pozitif

olmak iizere 13 referans bakteri susuna karsi aragtirnlmistir. Suslar Kastamonu

12



Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir. Kullanilan bakteri suslar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 Calismada kullanilanilan bakteri suslari

Sus Gram reaksiyonu
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-negatif basil
Escherichia coli NCTC 13846 Gram-negatif basil
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram-negatif basil
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram-negatif basil
Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 Gram-negatif basil
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Gram-negatif basil
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Gram-negatif basil
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-negatif basil
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gram-negatif basil
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Gram-negatif basil
Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002 | Gram-negatif kokobasil
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram-pozitif kok
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram-pozitif kok
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-pozitif basil

2.1.4 Kimyasallar, Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler Kastamonu
Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’nde bulunan Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Laboratuvari ile Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan Kanser Genetigi ve Biyoinformatik
Laboratuvari’nin alt yapist kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan cihazlar ve

sarf malzemeler Tablo 2.2’de, kimyasallar Tablo 2.3’de gésterilmistir.

Tablo 2.2 Calismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Numara Ekipman Ad1 Marka/Model
1 -20/4°C Buzdolab1 Argelik/4552
2 -80 °C Derin dondurucu Nuaire/Glacier-Nu 9668E
3 Buz makinasi Hoshizaki/Scotsman
4 Hassas terazi Precise/XP220A
5 Saf su cihazi Human Corporation Zeneer Power
6 Ultra saf su cihaz1 Mpminipure/Dest-up
7 Vortex Wise-Mix/VM-10
8 Calkalamali Kuru Blok Isitict Biosan/TSH-100
9 Cekerocak Tezsan
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Tablo 2.2’ nin devami

10 Sinif II Biyogiivenlik Kabini Tezsan/Classl|
11 Test Kabini Niive/TK-252
12 CO: Inkiibatorii Niive/EC160
13 Is1 Kontrollii Inkiibator Thermo
14 Otoklav Niive/Steam Art
15 Masaiistii Santrifiij Niive/NF 800
16 Mikrosantrifiij Starlab
17 Sogutmali Mikrosantrifiij Hettich/ MICRO 220R
18 Faz Konstrast Goriintiileme Leica/DMil
Sistemli Kamerali Ters
Mikroskop
19 Spektrofotometre Nano Drop Thermo Scientific/MulskanGO
UV/Vis
20 Mcfarland Densitometer Cihazi Biosan/DEN-1B
21 Kimyasal Saklama Dolab1 Tezsan
22 96 Kuyucuklu Mikropleytler Techno Plastic Products
23 Steril Besiyeri Kaplar1 (90mm Isolab
¢aply)
24 Falkon Tiipler Isolab, Kirgen, CAPP
25 Hiicre Siyirict Techno Plastic Products
26 Eppendorf Tiipler (Cryotiip) Isolab
27 Serolojik Pipetler Biologix
28 Mikropipetler (tek ve ¢ok Eppendorf, Thermo, CAPP,
kanall1) Topscien
29 Tek kullanimlik plastik 6zeler Isolab
30 pH gosterge stribi Isolab
31 Thoma Lami Marienfeld-Neubauer-improved
32 Pamuklu ekiivyon Cultiplast/LP Italiana spa
Tablo 2.3 Calismada kullanilan kimyasallar
Numara Kimyasal Adi Uretici Firma
1 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil Thermo Fisher
tetrazolyum bromid (MTT) Scientific
2 Penisilin/Streptomisin karigimi (%0,1) Thermo Fisher
3 Insiilin (0.01 mg/ml) Pan Biotech
4 Dimetilsiilfoksit (DMSO) Rjedel-de Haen
5 Fosfat Tampolu Tuz Cozeltisi (PBS) Gibco, Thermo Fisher

Scientific
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Tablo 2.3 ‘Un devami

6 Dulbecco’s Modified Eagles Medium Gibco, Thermo Fisher
(DMEM) Scientific

7 Non-Esansiyel Amino Asit (NEAA) Pan Biotech

8 Tripsin-EDTA Gibco, Thermo Fisher
Scientific

9 Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Thermo Fisher
Scientific

11 Levofloksasin Tokyo Chemical Indistry

12 Kristal viyole Merck/ Germany

13 Etanol (EtOH) -

14 Serum Fizyolojik (Sodyum klortir) -

15 Mueller Hinton agar (MHA) Merck

16 Mueller Hinton broth (MHB) Merck

17 Luria Bertani broth (LB) NZYTech, Lisbon, Portugal

19 Nutrient agar (NA) Merck

20 Bakteriyolojik Agar (%0,5) -

2.2  Metotlar

2.2.1 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Oncelikle ekstraktlarin ultra saf su icerisinde 10 mg/mL konsantrasyonunda ana
stoklar1 hazirlanmistir. Hazirlanan stoklardan seri sulandirmalar yapilarak 5 mg/mL,
2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL, 0,312 mg/mL c¢aligma stoklar1 elde

edilmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar ve ana stoklar kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

2.2.2 Hiicre Kiltiirii

Ekstraktlarin sitotoksik aktiviteleri MDA-MB-231 ve MCF-7 meme hiicre hatlari
lizerine arastirilmistir. Sitotoksik aktivitenin tespiti i¢in MTT metodu (Mitokondriyal

Dehidrogenez Enzim Aktivitesi) uygulanmigtir.
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2.2.2.1 Hiicre kiiltiiriiniin devamhihig

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinin kiltiirh  i¢in %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin, %1 NEAA (Non-essential aminoasit), %0,01 mg/mL human
insiilin igeren 1X DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) besiyeri
hazirlanmis ve 4°C’de muhafaza edilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri 90
mm ¢apli hiicre kiiltiir plakasinda 37°C ve %5 COz’de kosullarini saglayan bir
etiivde inkiibe edilmistir. Logaritmik faza ulasan hiicreler (petri kabinin %70-80’1ik
yiizeyini kaplayinca) pasajlanip yeni kiltiir kaplarina aktarilmistir. Pasajlama
isleminde petrilerdeki besiyeri dokiilmiis ve hiicreler 1 mL hacminde 1X
konsantrasyonundaki PBS ile yikandiktan sonra 1 mL 1X tripsin-EDTA soliisyonu
ile etiiv icerisinde 5 dk muamele edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tripsin-EDTA’nin
aktivitesini durdurmak i¢in hiicrelerin tizerine 1 mL DMEM besiyeri eklenmis ve
hiicre styirac1 yardimiyla hiicreler petri kabindan toplanmistir. Toplanan hiicreler 15
mL’lik falkon tiip igerisine alinmis ve 5 dK siiresince 2000 rpm’de ¢oktiiriilmiistiir.
Santrifiij sonrasi ¢ikan iist faz aspire edilerek uzaklastirilmistir. Pelet taze DMEM
besiyeri ile siispanse edildikten sonra hiicreler 8§ mL DMEM besiyeri igeren yeni
petrilere ve/veya MTT deneyleri igin sayim gerceklestirmek {izere bir
hemasitometreye aktarilmigtir. Hemasitometre ile mililitredeki hiicre sayisi
hesaplandiktan sonra siispansiyondan 100’er pL alinarak 10.000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96-kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Hiicre pasaji yukarida anlatildig
gibi periyodik olarak gerceklestirilmistir.

2.2.2.2 Hiicre canhilik testi (MTT) ve I1Cso degerlerinin tespit edilmesi

Hemositometri ile sayimi gerceklestirilip 96-kuyucuklu plakanin kuyucuklarina
aktarilan hiicreler logaritmik faza ulasana kadar (~24 saat) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler son konsantrasyonlar1 500 ug/mL, 250 ug/mL, 125
ug/mL, 62,5 pug/mL ve 31,25 ug/mL olacak sekilde ekstraktlar ile muamele
edilmistir. Bu konsantrasyonlar1 saglamak icin ekstraktlarin yukarida bahsedilen

calisma stoklarindan 10’ar pL alinmis ve kuyucuklara inokiile edilmistir. Kontrol
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kuyucuklarina ise 10 pL hacminde ekstraktlarin ¢oziiciisii olarak steril ultra distile su
konulmustur. Herbir konsantrasyon ayni plaka {izerinde ii¢ kuyucukta test edilmistir.
Plakalar 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicre canlilik tespiti igin MTT
soliisyonu (final hacmi 50 mL olacak sekilde 1X’lik DMEM igerisinde 2,5 mg MTT
tozu tartilmis ve tizerine 250 uL FBS eklenmistir) hazirlanmistir. Yirmi dort ve 48
saat inkiibasyon sonrasi petriler inkiibatérden ¢ikarilmis ve her konsantrasyon ve
kontrol kuyucugu i¢in hiicrelerin invert mikroskop (Leica, DMil) altinda (100x)
fotograf ¢ekimi yapilip ekstraktlarin hiicreler iizerine etkisi incelenmistir. Fotograf
¢cekiminden sonra kuyucuklardaki besiyeri aspire edilmis ve her kuyucuga 100 pL
MTT soliisyonu eklenmistir. Ardindan petriler 151k almayacak sekilde dort saat
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast kuyucuklardaki MTT
soliisyonu aspire edilmis ve her kuyucuga 100 uL saf DMSO konularak petriler oda
sicakliginda (~24°C) 300 rpm’de 15 dk calkalamali kuru blok 1sitici (BIOSAN)’da
karistirilmistir.  Bu  sekilde kuyucuklardaki formazan kristallerinin  ¢6ziinmesi
saglanmistir. Ardindan kuyucuklardaki absorbans degerleri blank (DMSO)
kuyucuguna karsi 570 nm’de okutulmustur. Ekstraktlar ile muamele edilmis
kuyucuklardaki hiicre canlilik degeri su sekilde hesaplanmigtir: Ekstrakt ile muamele
edilmis absorbans degeri kontrol kuyucugunun absorbans degerine boliinmiis
ardindan 100 ile carpilmistir. Bu sekilde hiicrelerdeki canlilik orami % olarak
hesaplanmistir. Hesaplama isleminin ardindan GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, ABD) programi kullanilarak ekstraktlarin 1Cso degerleri

(hiicrelerin %50’sini 6ldiiren ekstrakt konstrasyonu) hesaplanmistir.

2.2.3 Antibakteriyal Aktivite Deneyleri

Dogu ballibaba bitkisinin kok, govde, yaprak ve cicek organlarindan elde edilmis su
ekstraktlarmin minimum inhibitor konsatrasyon (MIK) degerleri s1vi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir (Wiegand vd., 2008). Deneyde referans antibiyotik olarak
Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere karsi etkili ve genis spektrumlu bir
antibiyotik olan levofloksasin kullanilmistir. Bu deney i¢in ekstratklarin 5 mg/mL
konsantrasyonundaki ¢alisma stoklar1 kullanilmistir. Deneyde 96-kuyucuklu plakanin
ilk kuyucuklarina 180 pL, diger kuyucuklara ise 100 uL hacminde Mueller Hinton
Broth (MHB) konulmustur. Ardindan plakanmn ilk kuyucuklarina ekstraktlarin
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calisma stoklarindan 20 uL konularak 500 ug/mL nihai konsatrasyon saglanmustir.
Sonra bu kuyucuktan 100 pL alinarak ardindan gelen kuyucuga aktarilmis ve bu
sekilde 31,25 pg/mL son konsantrasyona ulasana kadar iki katli seri sulandirim

islemleri gerceklesmistir.

Bakterilerin taze Kkiiltlirlerinden bir dansitometre yardimi ile serum fizyolojik
icerisinde McFarland 0,5 yogunlugunda (~1,0 x 10® bakteri/mL) siispansiyonlar
hazirlanmistir. Ardindan bu siispansiyon 10 kat sulandirilmis (~1,0 x 107 bakteri/mL)
ve bu sulandirimdan ekstratk i¢eren kuyucuklara 5 plL inokiile edilmistir. Bu sekilde

kuyucuklardaki bakteri konsantrasyonu 5,0 x 10° bakteri/mL’e ulasmistr.

plakada test edilen her bir ekstrakt i¢in bir kuyucuk iireme kontrolii (ekstrakt
icermeyen), bir kuyucuk sterilite kontrolii (bakteri icermeyen) olarak kullanilmistir.
Plaka steril bir kapak ile kapatildiktan sonra atmosferik kosullarda ve 37°C’de 20
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki iireme siyah zemin
tizerinde ¢iplak g6z ile degerlendirilmistir. Bakteri tiremesi olmayan ilk kuyucuktaki

ekstrakt konsantrasyonu MIK degerini vermistir.
2.2.4 Viyolasin inhibisyon Deneyi

Ekstraktlarin ~ viyolasin  pigment {iretimi iizerine inhibitor etkinlikleri
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susu iizerine yumusak agar yontemi ile
arastirtlmistir (McClean vd., 1997). C. violaceum Luria Bertani (LB, NZYTech,
Lizbon, Portekiz) broth igerisinde 30°C ve 150 rpm’de 16 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan kiiltiirden 50 pL almarak 5 mL hacmindeki énceden eritilmis
LB agara (agar konsantrasyonu %0,5) inokiile edilmis ve karigtirllmistir. Ardindan
agar-kiiltir karisimi oOnceden hazirlanmis olan LB agar plaklarinin {izerine
dokiilmiistiir. Dokiilen agar-kiiltiir karisimi donduktan sonra besiyeri iizerine 6 mm
capinda bos diskler yerlestirilmistir. Yerlestirilen disklerden herbirine 5 mg/mL
calisma stoklarindan 20 pL hacminde ekstrakt emdirilmistir. Pozitif kontrol olarak
ayni hacimde Pseudomonas aeruginosa PAOI1 susunun taze kiiltiir siipernatanti
emdirilmistir. Diskler kuruduktan sonra kiiltiir 30°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda disklerin cevresinde renksiz, opak bir zon
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capinin varligi (viyolasin inhibisyonu) aragtirilmistir.
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2.2.5 Biyofilm Inhibisyon Deneyi

Ekstraktlarin biyofilm inhibitor etkinlikleri P. aeroginosa PAO1 susu lizerine kristal
viyole yontemi ile arastirilmistir (O’Toole, 2011). Bu amagla P. aeroginosa PAO1
susu LB broth’da 37°C ve 150 rpm’de 16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kiiltiir taze LB broth’da 100 kat sulandirilmistir. Deney 96-kuyucuklu
plakada gergeklestirilmis ve bir kuyucuk blank, ti¢ kuyucuk kontrol kuyucugu, tiger
kuyucukta her bir ekstraktin tekrart i¢in kullanilmistir. Blank kuyucuguna bakteri
icermeyen taze LB broth’dan 180 pL konulmus ve iizerine 20 pL ultra saf su
eklenmistir. Kontrol kuyucuklarma ise 180 uL sulandirilmis kiiltiirden konulmus ve
tizerine 20 pL ultra saf su eklenmistir. Test kuyucuklara ise 180 pL sulandirilmis
kiiltirden konulmus ve {izerine 5 mg/mL ve 10 mg/mL stok konsantrasyonlarindan
20 pL (son konsantrasyon 500 ug/mL ve 1000 pg/mL) ekstrakt eklenmistir. Plaka,
steril kapagi ile kapatildiktan sonra 37°C’de 24 saat stabil olarak inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda ekstraktlarmn bakteri iireme ve gelismesini
baskilayip baskilamadigini belirlemek igin kuyucuklardaki bakteri konsantrasyonu
spektrofotometre (Multiskan Go, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 600 nm
dalga boyunda olgiilmistiir. Ardindan tiim kuyucuklardaki igerik tek hamlede ve
dikkatli bir sekilde dokiilerek uzaklastirilmistir. Ardisik ti¢ kap igerisinde distile su
(dH20) hazirlanmis ve plaka bu kaplara sirasiyla daldirilip ¢ikartilarak yikanmustir.
Bu islem kuyucuklardaki planktonik hiicrelerin uzaklastirilmasi igin yapilmstir.
Ardindan plakanin tim kuyucuklarma 200 pL hacminde %0,1’lik kristal viyole
(Teknika, Kimyevi Madde ve Laboratuvar Malzemeleri, Ankara, Tiirkiye)
solisyonundan 200 pL konulmus ve 5 dk oda sicaklifinda bekletilmistir. Siire
sonunda fazla boyayi uzaklastirmak i¢in plaka yukarida anlatildigi gibi yikama
islemine tabi tutulmustur. Kuyucuklarin tamami kurutulduktan sonra her kuyucuga
100 pL hacminde saf etanol eklenmis ve kristal viyole boyasi dikkatli bir sekilde
¢Ozlilmistir. Ardindan kuyucuklardaki absorbans degeri blank kuyucugu olan
etanole kars1 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Ekstraktlar ile muamele edilmis
kuyucuklardaki biyofilm degeri su sekilde hesaplanmistir: Ekstrakt ile muamele

edilmis absorbans degeri, kontrol kuyucugunun absorbans degerine boliinmiis
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ardindan 100 ile garpilmistir. Bu sekilde kuyucuklardaki biyofilm oran1 % cinsinden

belirlenmistir.
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2.2.6. istatistiksel Analiz

Deneyler birbirinden bagimsiz en az ii¢ kez tekrarlanmustir. Biyofilm inhibisyon
testine ait veriler ortalamatstandart sapma, MTT deneyine ait veriler
ortalama+standart hata seklinde verilmistir. Grafiklerin olusturulmasinda Microsoft
Office Excel 2016 programi kullanilmistir. Verilerin istatistiksel analizi Windows
tabanli IBM SPSS 23. paket (IBM, Armonk, NY, ABD) ve Excel 2016 kullanilarak
bagimsiz grup t-testi ile yapilmis ve istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak

kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Dogu Ballibabas1 Bitkisi Su Ekstraktlarinin Meme Kanseri Hiicre
Hatlan Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Dogu ballibabasi bitkisinin kok ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hattina kars1 24. ve
48. saatteki etkisi incelendiginde, 24 saat sonunda hiicre canlilik oranmin 500
pg/mL’da %91,8 oldugu, 31,25 ug/mL konsantrasyonunda ise %89,9 oldugu
saptanmigtir. Kirk sekiz saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL
konsantrasyonunda %2105,5, 31,25 pg/mL konsantrasyonunda %98,4 oldugu
belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %89,9
(31,25 pg/mL), 48 saatlik muamele sonrasinda %88,7 (125 ug/mL) olarak tespit
edilmistir. Kok ekstraktinin  ¢alisilan  konsantrasyonlarinda ICso  degeri
hesaplanamamistir. Hiicre canlilik oranlart Grafik 3.1°de, hiicre gorselleri Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Dogu ballibabasi K6k Ekstraktt MDA-MB-231
B 24 saat 48 saat -

Wk *ok * s +

Canhihk Orani (%)

%)
=)

Kontrol 31,25 uyg/mL 62,5 pg/mL 125 pgmL 250 pgmL 500 pgimL

Grafik 3.1 Dogu ballibabast kok ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir (* p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001)
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Dogu ballibabasi Kok su ekstrakti 24. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabas1 Kok su ekstrakti 48. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.1 Dogu ballibabast kok ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman

dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 izerine etkileri

Govde ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hattina kars1 24 ve 48 saatteki etkisi
incelendiginde, 24 saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %100,8; 31,25

pg/mL konsantrasyonunda %92,2 oldugu saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda hiicre

canlilk oranmin 500 pg/mL  konsantrasyonunda %106,1,;

sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %89,9 (62,5 ug/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %97,3 (31,25 pug/mL) olarak tespit edilmistir. Govde ekstraktinin ¢aligilan

konsantrasyonlarda 1Cso degeri hesaplanamamustir. Hiicre canlilik oranlari Grafik

3.2’de, hiicre gorselleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Dogu ballibabasi1 Gévde Ekstraktt MDA-MB-231
@24 saat 048 saat

120

80

60

4

Canhlik Oram (%)
g

2

=3

o

Kontrol 31,25 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Grafik 3.2 Dogu ballibabast govde ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir (*p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

Dogu ballibabas1 Govde su ekstrakt: 24. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL

Dogu ballibabasi Govde su ekstrakti 48. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.2 Dogu ballibabas1 govde ekstraktinin cesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine etkileri

25



Yaprak ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hattina karst 24 ve 48 saatteki etkisi
incelendiginde, 24 saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %96,2; 31,25
pg/mL konsantrasyonunda %95,6 oldugu saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda hiicre
canlilik oraninin 500 pg/mL  konsantrasyonunda 9%108,7; 31,25 pg/mL
konsantrasyonunda 9%98,1 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele
sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %93,8 (62,5 pg/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %98,1 (31,25 pg/mL) olarak tespit edilmistir. Yaprak ekstraktinin
calisilan konsantrasyonlarinda ICsp degeri hesaplanamamustir. Hiicre canlilik oranlari

Grafik 3.3’de, hiicre gorselleri Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Dogu ballibabasi Yaprak su ekstrakt: 24. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi Yaprak su ekstrakti 48. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.3 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin c¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatti tizerine etkileri
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Dogu ballibabasi Yaprak Ekstrakti MDA-MB-231

120 @24 saat 048 saat ]

100 — e i —s— .
:f 80
8
:
S 60
|
=
g 40
o

20

0
Kontrol 31.25 ug/mL 62,5 ug/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Grafik 3.3 Dogu ballibabas1 yaprak ekstraktinin g¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama =+ standart hata olarak verilmistir (*p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

Cigek ekstraktinin MDA-MB-231 hiicre hattina karsi 24 ve 48 saatteki etkisi
incelendiginde, 24 saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %94,4; 31,25
pg/mL konsantrasyonunda %92,5 oldugu saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda hiicre
canlilk  oranmin 500 pg/mL  konsantrasyonunda %114,6; 31,25 pg/mL
konsantrasyonunda %101,3 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele
sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %92,5 (31,25 pg/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %96,6 (250 ug/mL) olarak tespit edilmistir. Cigek ekstraktinin caligilan
konsantrasyonlarinda ICso degeri hesaplanamamistir. Hiicre canlilik oranlar1 Grafik

3.4°de, hiicre gorselleri Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Dogu ballibabasi Ci¢ek Ekstraktt MDA-MB-231
@24 saat O48 saat
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Grafik 3.4 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin g¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir (*p<0,05, ** p<0,01,
***n<0,001)
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Dogu ballibabasi Cicek su ekstrakti 24. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi Cigek su ekstrakti 48. saat MDA-MB-231

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.4 Dogu ballibabasi c¢igek ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerine etkileri

Dogu ballibabasi bitkisinin kok ekstraktinin MCF-7 hiicre hattina kars1 24 ve 48
saatteki etkisi incelendiginde, Yirmi dort saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500
png/mL’da %53,4; 31,25 ug/mL konsantrasyonunda %75,6 oldugu saptanmigtir. Kirk
sekiz saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL konsantrasyonunda %57,6;
31,25 pg/mL konsantrasyonunda %79,1 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik
muamele sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %53,4 (500 pg/mL), kirk sekiz saatlik
muamele sonrasinda %57,6 (500 pug/mL) olarak tespit edilmistir. Kok ekstraktinin 24
saat sonunda ICso degeri 589,3 pg/mL, 48 saat sonunda 1325 pg/mL olarak tespit
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edilmistir. Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicre canlilik oranlar1 Grafik 3.5’de,

hiicre gorselleri Sekil 3.5’de gosterilmistir.

Dogu ballibabasi Kok su ekstrakti 24. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi1 Kok su ekstrakti 48. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.5 Dogu ballibabasi kok ekstraktinin MCF-7 hiicre hatti iizerine {lizerine 24. ve 48.
saat sonunda hesaplanan 1Cso degerleri ve gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde hiicre hatti {izerine etkisi
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Dogu ballibabasi1 Kok Ekstraktt MCF-7
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Grafik 3.5 Dogu ballibabas1 kok ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde  MCF-7 hiicre hatti iizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir (*p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001)

Govde ekstraktinin  MCF-7 hiicre hattina kars1 24 ve 48 saatteki etkisi
incelendiginde, yirmi dort saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %78,8;
31,25 pg/mL konsantrasyonunda %94,9 oldugu saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda
hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL konsantrasyonunda 9%78,2; 31,25 pg/mL
konsantrasyonunda %2103,2 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele
sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %78,8 (500 pg/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %78,2 (500 pg/mL) olarak tespit edilmistir. Govde ekstraktinin 24 saat
sonunda ICsp degeri hesaplanamamis ancak 48 saat sonunda 1663 pg/mL olarak
tespit edilmistir. Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicre canlilik oranlar1 Grafik

3.6°de, hiicre gorselleri Sekil 3.6’ de gosterilmistir.

Dogu ballibabas1 Gévde Ekstraktt MCF-7
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 ug/mL 125 ug/mL 250 ug/mL 500 pg/mL

Grafik 3.6 Dogu ballibabas1 govde ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik aktivitesi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir (* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

30



48 saat
110 1cs0 = 1663 pg/mL

.
100

TN

T T T T d
1.0 15 20 25 3.0
Log(Konsantrasyon)

Kontrol Yiizde Degeri

Dogu ballibabasi Govde su ekstrakti 24. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mlL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi Govde su ekstrakti 48. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/ml. 500 pg/mL

Sekil 3.6 Dogu ballibabas1 govde ekstraktinin MCF-7 hiicre hatti iizerine 48. saat
sonunda hesaplanan 1Cso degerleri ve ¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde hiicre hatt1 {izerine etkileri

Yaprak ekstraktinin MCF-7 hiicre hattina karsi 24 ve 48 saatteki etkisi
incelendiginde, yirmi dort saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %78,0;
31,25 ug/mL konsantrasyonunda %87,9 oldugu saptanmustir. Kirk sekiz saat sonunda
hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL  konsantrasyonunda 9%85,7; 31,25 pg/mL
konsantrasyonunda 9%95,7 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele
sonrasinda en diisiik canlilik orant %78,0 (500 pg/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %82,9 (250 pug/mL) olarak tespit edilmistir. Yaprak ekstraktinin galisilan

konsantrasyonlarinda ICso degeri hesaplanamamustir. Uygulanan
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konsantrasyonlardaki hiicre canlilik oranlar1 Grafik 3.7’de, hiicre gorselleri Sekil

3.7°de gosterilmistir.

Dogu ballibabasi Yaprak Ekstraktt MCF-7
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Grafik 3.7 Dogu ballibabasi yaprak ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 {izerine sitotoksik aktivitesi. Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir (* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001)

Dogu balhibabasi Yaprak su ekstrakti 24. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi Yaprak su ekstrakt: 48. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.7 Dogu ballibabas1 yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 {izerine etkileri
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Cicek ekstraktinin MCF-7 hiicre hattina kars1 24 ve 48 saatteki etkisi incelendiginde,
yirmi dort saat sonunda hiicre canlilik oraninin 500 pg/mL’da %79,3; 31,25 pug/mL
konsantrasyonunda %92,9 oldugu saptanmistir. Kirk sekiz saat sonunda hiicre
canlilik oraninin 500 pg/mL  konsantrasyonunda %82,1; 31,25 pg/mL
konsantrasyonunda 9%88,5 oldugu belirlenmistir. Yirmi dort saatlik muamele
sonrasinda en diisiik canlilik oran1 %79,3 (500 pg/mL), kirk sekiz saatlik muamele
sonrasinda %74,4 (250 ug/mL) olarak tespit edilmistir. Cigek ekstraktinin caligilan
konsantrasyonlarinda ICso degeri hesaplanamamustir. Uygulanan
konsantrasyonlardaki hiicre canlilik oranlar1 Grafik 3.8’de, hiicre gorselleri Sekil

3.8’de gosterilmistir.

Dogu ballibabas1 Cicek su ekstrakti 24. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL

125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Dogu ballibabasi Cicek su ekstrakt: 48. saat MCF-7

Kontrol 31,25 pg/mL 62,50 pg/mL

125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 3.8 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde MCF-7 hiicre hatt1 tizerine etkileri
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Dogu ballibabasi Cicek Ekstraktt MCF-7

120 B24 saat 048 saat
e
e: 100 o e s .
3k

E & Kk Heokok s skesk
®
St
o 60
=<
=
= 40
=
<
O 2

0

Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pug/mL 125 pg/mL 250 ug/mL 500 pug/mL

Grafik 3.8 Dogu ballibabasi ¢igek ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarda ve zaman
dilimlerinde  MCF-7 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik aktivitesi. Veriler
ortalama + standart hata olarak verilmistir (*p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001)

3.2 Dogu Ballibabasi Bitkisi Su Ekstraktlarimin Bakteri Suslar1 Uzerine
Antibakteriyal Etkinligi

Ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi, 13 referans bakteri susu tizerine mikrodiliisyon
yontemi ile arastirilmistir. Ancak ekstraktlarin galisilan konsantrasyonlarda test

edilen bakterilere karst MIK degeri belirlememistir (MIK>500 pg/mL) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Dogu ballibabasinin kok, govde, yaprak ve su ekstraktlarinin referans bakteri
suslarina kars1t MIK degerleri

Bakteri Suslar: Su Ekstraktlar (15,6-500 pg/mL) Levofloksasin
Kok | Govde | Yaprak | Cigek

Escherichia coli ATCC 25922 >500 >500 >500 >500 0,125
Escherichia coli NCTC 13846 >500 >500 >500 >500 32
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 >500 >500 >500 >500 0,125
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 | >500 | >500 >500 >500 4
Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 >500 >500 >500 >500 4
Proteus mirabilis ATCC 7002 >500 >500 >500 >500 1
Salmonella Typhimurium ATCC >500 >500 >500 >500 1
14028

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 >500 >500 >500 >500 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC >500 >500 >500 >500 1
27853

Acinetobacter haemolyticus ATCC >500 >500 >500 >500 0,125
19002

Enterococcus faecalis ATCC 29212 >500 >500 >500 >500 8
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >500 >500 >500 >500 1
Bacillus subtilis ATCC 6633 >500 >500 >500 >500 0,25

34



3.3 Dogu Ballibabasi Bitkisi Su Ekstraktlarinin Viyolasin Pigment Uretimi
Uzerine Etkileri

Dogu ballibabas1 bitkisinden elde edilen kok, govde, yaprak ve ¢igek su
ektraktlarmin QS inhibitor etkinlikleri C. violaceum ATCC 12472 biyoindikator
susuna karsi yumusak agar yontemi ile arastirllmistir. Calisilan konsantrasyonlarda

ekstraktlarin viyolasin pigment iiretimini inhibe etmedikleri saptanmustir.

e .9 Do allibabasi bitkisinin C. violaceum susunda viyolasin

kil 3.9 Dogu ballibabasi bitkisinin C. viol ATCC 12472 da viyolasi
pigment iiretimi iizerine etkisi (1: Pozitif kontrol, 2: Kok ekstrakti, 3: Govde
ekstrakti, 4: Yaprak ekstrakti, 5: Cigek ekstrakti)

3.4  Dogu Ballibabasi Bitkisinin Su Ekstraktlarinin Anti-biyofilm Aktivitesi

Dogu ballibabasi bitkisinin kok, govde, yaprak ve cigek kisimlarindan elde edilen su
ekstraktlarinin anti-biyofilm aktivitesi P. aeroginosa PAO1 susu iizerine test
edilmistir. Ekstraktlarin test edilen konsantrasyonlarda (son konsantrasyon 500
pg/mL ve 1000 pg/mL) bakteri iiremesi ve gelismesini baskilamadigi tespit
edilmistir. Bunun yanisira tiim ekstraktlarin biyofilm olusumunu degisen oranlarda

inhibe ettigi tespit edilmistir (Grafik 3.9).
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Grafik 3.9 Dogu ballibabasi ekstraktlarinin P. aeruginosa PAO1 susunda anti-biyofilm
aktiviteleri. Veriler ortalama + SD olarak verilmistir. * p<0.05

Sonuglar incelendiginde kok ekstraktinin 1000 pg/mL  ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda biyofilm olusumunu sirasiyla %33,8 ve %33; govde
ekstraktinin 1000 pg/mL ve 500 ug/mL’de sirasiyla %42,8 ve %17,9; yaprak
ekstratinin 1000 pg/mL ve 500 pg/mL’de sirasiyla %39,2 ve %36,8; cicek
ekstraktinin 1000 pg/mL ve 500 pg/mL’de sirastyla %44,5 ve %19,4 oraninda inhibe
ettigi tespit edilmistir. En fazla etkinligin c¢igek ekstraktinin 1000 pg/mL

konsantrasyonunda (%44,5) saglandig1 gézlenmistir.
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4.  TARTISMA

Kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelligi normal hiicrelerin aksine kontrolsiiz olarak
bliylimeleri ve hiicre dongiilerinin normal islevini gérememesidir. Bu hiicre
dongiilerinde yasanan degisikliklerin genetik yatkinlik, kansorejen kimyasallara
maruziyet, UV ve X 1smlarina maruziyet, tiitiin iiriinii tiketiminin yan1 sira gevresel
faktorler gibi ¢ok genis nedenleri vardir (Lapa vd., 2022). Immun sistem kanserle
savasir. Ancak immun sistemin yetersiz kaldigi durumlarda ve semptomlar ortaya
ciktiginda medikal tedavi kaginilmaz bir hal alir. Organizmada zarar goren hiicreler
apoptoz olarak ifade edilen programli hiicre 6liim yolu ile ortadan kaldirilir ancak
kanser hiicreleri apoptozu engeller (Savran vd., 2014). Bunun yani sira kanser
tedavisinde en Onemli sorun kanser hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlara karsi
duyarliligimi kaybedip direng gelistirmesidir (Falasca ve Linton, 2012). Cok eski
tarihlerden beri insanlar cesitli hastaliklarin tedavisinde bitkileri kullanmislardir.
Bundan dolay1 bitkiler kanser ile miicadelede yeni kemoterapdtik ajanlarin
gelistirilmesine esas teskil edebilir veya mevcut kemoterapétik ajanlarin etkinligini

artirabilir (Shoeb, 2006).

Sunulan bu tez ¢aligmasinda Dogu ballibabasi bitkisinin kok, gévde, yaprak ve ¢icek
kisimlarindan hazirlanan su ekstratklarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile arastirilmigtir. MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 {izerine en iyi sitotoksik aktivite bitkinin kok ekstraktinin
500 pg/mL konsantrasyonunda ve 24 saat sonunda elde edilmis ve canlilik orani
kontrole gore %53,4 olarak hesaplanmistir. Yirmi dort ve kirk sekizinci saatler i¢in
hesaplanan canlilik oranlar1 gbéz Oniine alindiginda bu caligmada doza bagli bir
sitotoksik aktivitenin oldugu gozlenmistir. MDA-MB-231 meme hiicre hatti izerinde
ise tiim konsantrasyonlar ve zaman uygulamalar1 degerlendirildiginde gbze ¢arpan
bir sitotoksik aktivite gézlenmemis hatta canlilik oranlarinin kontrole gore daha da
artt1g1 (>%100) tespit edilmistir.

Literatiirde Lamiaceae iiyelerinin kimyasal igerikleri hakkinda yeterli veri

bulunmamaktadir. Fakat bazi tiirlerin kimyasal igerigi c¢alisgilmig ve tiirlerin
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antioksidan ozellik goOsteren bilesiklere sahip oldugu gosterilmistir. Dogu
ballibabasinin kimyasal igeriginde flavanoid, iridoid ve feniletanoid glikozitlerinin
bulundugu ve ozellikle iridoid glikozitlerin antiinflamatuar ve antiviral ozellik
sergiledigi bildirilmektedir (Giivenalp vd., 2006). Flavonoidlerin farkli sekillerde
kanser hiicrelerine sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir. Ornek olarak
flavonoidlerin ROS siipiiriicii enzim aktivitelerini modiile etmeleri, hiicre dongiistinii
durdurabilmeleri, nekroptozu uyarabilmeleri, kanser hiicresi proliferasyonunu ve
yayilimini baskilayabilmeleri ve apoptoz ile otofaji indiiklemeleri verilebilir (Cinar
vd., 2021; Kopustinskiene vd., 2020). Bilindigi kadariyla literatiirde Dogu
ballibabasi tiiriniin antikanser etkinligini arastiran bir calisma mevcut degildir.
Bundan dolayr bu kisimda Lamiaceae ailesinin diger tyeleri ile ilgili yapilmis
sitotoksisite caligmalari tartisilacaktir. Ornegin; Lamium album L. tiiriiniin metanol
ve kloroform ektraktlarinin A549 akciger kanser hiicre hatt1 {izerine sitotoksik etki
sergiledigi bildirilmistir (Moskova-Doumanova vd., 2012). S6z konusu ¢aligmada
bitkinin hedef hiicrelerin membran biitlinliiglinii bozarak etkisini gosterdigi rapor
edilmektedir. L. album ile yapilan baska bir ¢aligmada ise bitkinin metanol ve etil
asetat ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesi insan fibroblast (HSF) hiicrelerine karsi
arastirilmig ve etil asetat ekstraktlarinin sitotoksik aktivite sergiledigi bildirilmistir
(Paduch vd., 2007). Salvia triloba L. ve Salvia dominica L. tiirlerinin etanol
ekstraktlarinin MCF-7 ve T47D meme kanseri hiicre hatlariin tiremesi onleyerek
sitotoksik etki gosterdigi ifade edilmistir (Abu-Dahab vd., 2014). Bir ¢alismada
Lamiaceae ailesine ait S. dominica tiiriiniin MCF-7 hiicre hatt1 tizerine antipoliferatif
etkisi arastirilmis ve potent etki sergiledigi bildirilmistir (Abu-Dahab ve Afifi, 2007).
Stankovic vd.’nin (2011) yiiriittiigii bir diger ¢alismada ise Lamiaceae ailesinde
bulunan Teucrium tiirlerinin metanol ekstraktlarinin HCT-116 kolon kanseri hiicre

hatt1 lizerine sitotoksik aktivite sergiledigi rapor edilmistir.

Bu calismadan elde edilen bulgular Dogu ballibabas: tiiriiniin 6zellikle kok kisminin
MCF-7 meme kanseri hiicreleri tlizerine etkili bir sitotoksik aktivite sergiledigini
gostermistir. Gozlenen sitotoksik etkinin daha onceden belirtildigi gibi bitkinin
icerdigi rutin + ellagik asit, kaempferol ve ferulik asit kimyasallarina baglanabilir.
Sitotoksik etkiyi arastiran c¢alismalarda genellikle goriilen etkinin bitki ana

bilesenlerine ek olarak ikincil metabolit maddelerin varligina bagl olacag: diisiiniiliir
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(Evcimen ve Aslan, 2015). Bu yilizden Dogu ballibabast bitkisinin tam olarak
iceriginin anlasilmasi i¢in yeni ¢aligmalar yapilmali ve sitotoksik etkiye neden olan

bilesenlerin neler oldugu agiklanmalidir.

Calismamizda kullanilan on Gram negatif (E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC
13846, K. pneumoniae ATCC 13883, K. pneumoniae ATCC 700603, K. pneumoniae
NCTC 13440, P. mirabilis ATCC 7002, S. Typhimurium ATCC 14028, P.
aeruginosa ATCC 27853, E. aerogenes ATCC 13048, A. haemolyticus ATCC
19002) ve ti¢ Gram-pozitif (E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, B.
subtilis ATCC 6633) referans bakteri susu tizerine ekstraktlarin antmikrobiyal
etkinligi ~ arastirllmis  ancak  ¢alisilan  konsantrasyonlarda MIK  degeri

saptanamamistir.

Literatiirde Lamiaceae ailesinde bulunan tiirlerin antimikrobiyal aktivite sergiledigini
gosteren calismalar mevcuttur. Antimikrobiyal aktivite sergileyen iiyelerin daha dnce
de bahsedilen iridoid glikozit, flavonoid, fenolik, fenilpropanoid, polisakkarit,
triterpen saponinler, taninler ve fitosterollere sahip olduklar1 gosterilmistir (Berezina
vd., 2000; Savchenko vd., 2001). Yalgin vd. (2007)’nin raporuna gore Lamium tiirleri
bu igerikleri sayesinde yiiksek diizeyde antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikler
gostermektedirler. Dogu ballibabasinin ¢icek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
metanol ekstrakti ile antibakteriyel etkinin incelendigi bir ¢aligmada S. aureus ATCC
29213 ve K. pneumoniae FMC 5 suslari iizerine etkinlik gosterdigi fakat B. subtilis
ATCC 6633, E. coli ATCC 25922 ve S. Typhimurium NRRLE 4463 suslarina karsi
bir etki gostermedigi bildirilmistir (Albayrak ve Aksoy, 2013). L. album tiiriiniin
metanol, kloroform ve su ekstraktlarinin test edilen bakterilere karsi antibakteriyel
aktivite sergiledigi fakat mayalara kars1 sadece su ekstraktlarinin antifungal aktivite
gosterdigi bildirilmisgtir (Chipeva vd., 2013). Roussis vd. (1996)’nin Lamium
garganicum ssp. laevigatum tiirii ile yaptig1 bir ¢alismada Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktivite goriildiigii raporlanmistir. S6z konusu
calismada bitkinin E. coli, E. cloacae, K. pneumonia ve P. aeruginosa’ya karsi etkili
antibakteriyel aktivite sergiledigi bildirilmektedir. Lamiaceae familyasi iiyelerinden
23 bitki ilizerinde yapilan bir ¢alismaya gorede tiim bitkiler i¢in etanol ekstrakti

hazirlanmis ve antibakteriyel etkiyi bazi bitkilerde yiiksek, bazilarinda diisiik ve

39



bazilarinda ise hi¢ gostermedigi bildirilirken, ek olarak her bitki ekstraktinin her
bakteriye etkisinin olmadigi sonucunada erisilmistir (Sara¢ ve Ugur, 2007). Bu
bilgiler 1s18inda sunulan c¢alismadaki negatif sonuglarin literatiirdeki sonuclarla

tutarl oldugu goriilmektedir.

Bitkilerin hasat zamani, ekstraktlarin hazirlanis sekli, antimikrobiyal aktivite
testlerinde kullanilan yontem, g¢aligilan mikroorganizma tiirli ve ekstraktlarin test
edilen konsantrasyonlar1 antimikrobiyal aktivite sonuglarini etkileyebilir. Bu tez
calismasinda kullanilan ekstraktlarin calisilan bakteri suslarina kars1t MIK degerinin
tespit edilememesi yukarida yazilan nedenlerden birine baglanabilecegi gibi

ekstraktlarin antibakteriyel bilesik icermemesine de baglanabilir.

Bin dokuz yiiz kirkli yillarda baslayan antibiyotik cagi 20. yiizyilin ortalarindan
itibaren altin ¢agin1 yasamistir. Ancak ozellikle 2000’11 yillardan sonra kesfedilen
antibiyotik sayisinin azalmasi ve buna paralel direngli mikroorganizma sayisinin
artmasi enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede yeni antibakteriyellerin kesfi veya
alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesini elzem kilmistir. Bu nedenle yeni ve
etkili antibakteriyel maddelerin kesfedilmesine ihtiya¢ vardir. Bu maddelerin
kesfedilmesi i¢in dogal tibbi bitkiler 6nemli bir kaynak olabilir. Baz1 patojen
bakterilerin bir takim viriilans faktorlerini sentezleyebilmesi i¢in QS mekanizmasini
kullandigi kesfedildikten sonra QS inhibisyonu enfeksiyon hastaliklar1 ile

miicadelede alternatif bir antimikrobiyal hedef haline gelmistir.

Biyofilm, bir ylizeye tutunarak tirettikleri polimerik yapili jelsi bir tabakada yasayan
bakteri toplulugunu ifade edilmektedir (Leone vd., 2006). Enfeksiyon hastaliklar1 ve
biyofilm olusturan organizmalar arasinda gii¢lii bir iliski olup bu organizmalar
ozellikle kalp kapakgiklarinin iltihabt ve periodontit gibi hastaliklara neden
olmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002). Antibiyotik direncinde biyofilm yapisinin
etkisi su sekilde ifade edilebilir: Herhangi bir sekilde antibiyotiklere direnci olmayan
bir mikroorganizmanin biyofilm olusturmasi onu direncli hale getirirken,
biyofilmden ayrilmasi ise tekrar duyarli hale getirir (Drenkard, 2003; Fux vd., 2005).
Bu nedenle etkili ve yeni anti-biyofilm ajanlarinin kesfedilmesi de enfeksiyon

hastaliklar1 ile miicadelede 6nem tasimaktadir (Ceylan, 2014; Kirca vd., 2007).

40



Dogu ballibabas1 bitkisi i¢in literatiirde viyolasin ve biyofilm inhibisyonu iizerine bir
calisma bulunmamaktadir. Sunulan bu tez ¢alismast Dogu ballibabasi tiirtiniin kok,
govde, yaprak ve ¢igek kisimlarindan hazirlanan su ekstraktlarinin viyolasin pigment
liretiminin inhibisyonu ve anti-biyofilm 6zellikleri yoniinden QS inhibitor etkinligini
arastiran ilk ¢alismadir. Literatiirde Lamiaceae ailesine ait bazi bitki tiirlerinin anti-
biyofilm 6zelliginin arastirildign birtakim calismalar bulunmaktadir. Ornegin; bir
calismada Marrubium vulgare L.’nin kok kismindan hazirlanan etanol ekstraktlarinin
S. auerus’un biyofilm olusumunu inhibe ettigi bildirilmektedir (Quave ve Smeltzer,
2009). Sunulan bu calismada ise ekstraktlarin viyolasin pigment iiretimini inhibe
etmedigi ancak biyofilm olusumu {izerine inhibitor etkinliklerinin bulundugu tespit
edilmistir. Test edilen C. violaceum ATCC 12472 susu viyolasin pigment iiretiminde
uzun zincirli AHL molekiillerini kullanmakta idi. Bulgularimiz ekstraktlarin bu
sinyal molekiiliniin  sentezini veya  hedef reseptoriine  baglanmasini

engelleyemedigini gostermektedir.
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5.  SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda Dogu ballibabasi tiiriiniin kok, govde, yaprak ve cicek
kisimlarindan hazirlanan su ekstraktlariin sitotoksik, antibakteriyel ve anti-QS
(viyolasin pigment inhibisyonu ve anti-biyofilm) aktiviteleri arastirilmistir.
Bulgularimiz bitkinin 6zellikle kok ekstraktinin meme kanserine karsi kemoterapdtik
maddelerin gelistirilmesi adina 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gdstermistir.
Ayrica sonuglar, antibakteriyel etkinlik gézlenmese de, ekstraktlarin iyi birer anti-
biyofilm ajani olabilecegini gostermistir. Bu calismadan elde edilen bulgularin bu

bitki tiirli lizerine yapilacak yeni aragtirmalar i¢in temel olusturmasi beklenmektedir.
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