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OZET

Alkanna cordifolia Bitkisinin K6k ve Toprak Ustii Kisimlarinin Yara
Tyilestirici Etkisinin in vitro Yontemlerle Incelenmesi

Amag: Alkanna cordifolia bitkisinin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen
metanol, tereyagi ve zeytinyagi ekstrelerinin in vitro yara iyilestirici etkilerini
degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Bitkinin k6k ve toprak istii kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin biyolojik etkileri insan fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak degerlendirilmistir.
Hiicre canliligit ve sitotoksisite diizeyleri, sirasiyla MTT ve LDH analizleri ile
belirlenmistir. Ekstrelerin oksidatif denge iizerindeki etkileri, toplam antioksidan (TAS)
ve toplam oksidan (TOS) seviyeleri 6lgiilerek analiz edilmistir. Hiicre yenilenmesi ve
proliferasyonu ile iliskili BEK ve TGF-B1 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri,
immiinfloresan boyama yontemi ile incelenmistir. Genotoksisite degerlendirmesi
kapsaminda, mutajenik potansiyel Ames testi ile; kromozomal diizeyde sitogenetik etkiler
ise Allium cepa testi ile arastirtlmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda, 6zellikle metanolik ekstrelerin (AKM ve ATM)
diisiik konsantrasyonlarda fibroblast hiicre canliligini ve proliferasyonunu artirdigi,
antioksidan kapasiteyi yiikselttigi ve yara iyilesmesinde rol oynayan BEK ile TGFI
proteinlerinin ekspresyonunu destekledigi belirlenmistir. Buna karsilik, yiiksek
konsantrasyonlardaki bazi zeytinyagi ve tereyagi ekstreleri belirgin sitotoksik ve oksidatif
etki gostermistir. LDH testi ile bazi dozlarda hiicre zar biitiinliigliniin bozuldugu tespit
edilmistir. Ames ve Allium cepa testleriyle yapilan genotoksisite analizlerinde ise,
incelenen doz araliklarinda mutajenik etkiye rastlanmamustir.

Sonug¢: Alkanna cordifolia bitkisinin kok ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen
baz1 ekstrelerin, uygun dozlarda kullanildiginda fibroblast hiicreleri iizerinde yara
tyilestirici ve antioksidan etki gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte, yiiksek dozlarda
gozlenen sitotoksik ve oksidatif etkiler, biyogiivenlik agisindan doz araliginin dikkatle
belirlenmesi gerektigini ortaya koymustur. Bu baglamda, A. cordifolia’nin fitoterapdtik
iirlin gelistirme siirecinde potansiyel bir aday oldugu; ancak farmasdétik uygulamalarda
kullanilmadan 6nce detayli toksikolojik ve formiilasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ duyuldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkanna cordifolia, fibroblast hiicre kiiltiirii, yara iyi edici
etki



ABSTRACT

Investigation of the Wound Healing Effect of the Root and Aerial Parts of

Alkanna cordifolia Plant with in vitro Methods

Aim: To evaluate the in vitro wound-healing effects of methanol, butter, and olive
oil extracts obtained from the roots and aerial parts of Alkanna cordifolia.

Material and method: The biological effects of the extracts obtained from the
roots and aerial parts of the plant were evaluated using a human fibroblast cell line. Cell
viability and cytotoxicity levels were determined by MTT and LDH assays, respectively.
The effects of the extracts on oxidative balance were analyzed by measuring total
antioxidant status (TAS) and total oxidant status (TOS) levels. The expression levels of
VEGF and TGF-B1 proteins, which are associated with cell regeneration and
proliferation, were examined using immunofluorescence staining. For the genotoxicity
assessment, the mutagenic potential was investigated by the Ames test, while cytogenetic
effects at the chromosomal level were evaluated using the Allium cepa test.

Results: The results revealed that especially the methanolic extracts (AKM and
ATM) increased fibroblast cell viability and proliferation at low concentrations, enhanced
antioxidant capacity, and supported the expression of BEK and TGF-B1 proteins, which
play roles in wound healing. In contrast, certain high-concentration butter and olive oil
extracts exhibited significant cytotoxic and oxidative effects. The LDH assay indicated
compromised cell membrane integrity at specific doses. Genotoxicity analyses using the
Ames and Allium cepa tests showed no mutagenic effects within the tested dose ranges.

Conclusion: Some extracts obtained from the root and aerial parts of Alkanna
cordifolia exhibited wound-healing and antioxidant effects on fibroblast cells at
appropriate doses. However, the cytotoxic and oxidative effects observed at high
concentrations highlight the need for careful dose determination in terms of biosafety.
Therefore, A. cordifolia may be considered a promising candidate for the development of
phytotherapeutic products, but comprehensive toxicological and formulation studies are
necessary prior to its use in pharmaceutical applications.

Key Words: Alkanna cordifolia, fibroblast cell culture, wound healing activity
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

4-NPD 4-nitro-o-fenilendiamin

9-AA 9-aminoakridin

AKM Alkanna cordifolia kok metanol ekstresi

AKT Alkanna cordifolia kok tereyagi ekstresi

AKZ Alkanna cordifolia kok zeytinyagi ekstresi
ATM Alkanna cordifolia toprak tistii metanol ekstresi
ATT Alkanna cordifolia toprak iistii tereyagi ekstresi
ATZ Alkanna cordifolia toprak iistli zeytinyagi ekstresi
BEK Bag doku epitel hiicresi keratini

DAPI 4’,6-diamidino-2-fenilindol

DMSO Dimetil stilfoksit

EMS Etil metan siilfonat

FBS Fetal bovin serumu

LC/MS/MS  Sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi/kiitle spektrometrisi

LDH Laktat dehidrogenaz

MIK Minimum Inhibitér Konsantrasyon

MNNG N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin

MTT 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir testi
NaN; Sodyum azit

PBS Fosfat tamponlu tuzlu su (Phosphate-Buffered Saline)

TAS Total antioksidan seviyesi

TGF1p Dontistiiriicti Biiylime Faktorii Beta-1

TOS Total oksidan seviyesi
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1. GIRIS

Yara, doku biitiinliigliniin bozulmasi, dokularin kesintiye ugramasi veya tahrip
olmasi seklinde tanimlanmaktadir. Yara iyilesmesi ise travma ile baglayan ve yeni doku
olusumuyla sonuglanan sistematik, hiicresel ve biyokimyasal olaylar1 igeren bir siiregtir.
Bu siirecin temel amaci, doku hasarim1 en aza indirerek yeterli doku perfiizyonunu,
oksijenlenmesini, beslenmesini ve nemlenmesini saglamaktir (Ozkorkmaz & Ozay,
2009). Son yillarda hastaliklardan korunma ve tedavide tibbi bitkilere olan ilgi artis
gostermistir. Diinya genelinde niifusun yaklasik %601, gelismekte olan iilkelerde ise
%60-90’1 birinci basamak saglik hizmetlerinde tibbi bitkileri tercih etmektedir. Bu oran,
ozellikle cilt hastaliklar1 ve yara tedavilerinde sentetik ilaclara kiyasla daha yiiksektir. Bu
durum, tibbi bitkilerin yara tedavisinde sentetik ilaclara alternatif olabilecek terapotik
potansiyelini ortaya koymaktadir (Berk ve ark., 2015). Yapilan baz1 caligmalar,
enfeksiyon nedeniyle komplike hale gelen yaralarda bitkilerin antimikrobiyal
aktivitelerinin yara iyilesmesini destekledigini gostermektedir. Bu baglamda, hem
antimikrobiyal hem de yara iyilestirici 6zellige sahip bitki ekstrelerine duyulan ihtiyag
artmaktadir (Aburjai ve ark., 2019). Yara iyilesmesinin proliferatif fazinda gorev alan
fibroblastlar, bu siirecin en kritik hiicreleri arasinda yer almaktadir. Fibroblastlarin
davraniglarini izlemek ve sentezledikleri iirlinleri kalitatif ya da kantitatif olarak tespit
etmek amaciyla in vitro hiicre kiiltiirii caligmalari, diger yontemlere kiyasla onemli
avantajlar sunmaktadir. Yaralarin iyilesmesinde etkili oldugu diisiiniilen bilesiklerin
fibroblast hiicre kiiltlirlerine uygulanmasiyla bu hiicrelerin proliferasyonu, migrasyonu ve
kolajen sentezine etkileri degerlendirilerek, ilgili bilesiklerin etki mekanizmalari
hakkinda bilgi elde edilebilmektedir (Korkmaz, 1996). Anadolu florasinda yer alan ve
tibbi amagli kullanilan bitki familyalarindan biri de Boraginaceae familyasidir (Gliner &

BOT). Bu familyaya ait bitkiler, kozmetolojik ve farmakolojik alanlarda yaygin olarak



kullanilmaktadir. Bu bitkilerin terapotik etkileri, igeriklerinde bulunan naftakinonlar,
flavonoitler, terpenoitler ve fenoller gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerle iliskilidir. S6z
konusu bilesiklerin antimikrobiyal, antitimor, antiviral, antiinflamatuar, kardiyotonik,
kontraseptif ve antiplatelet gibi c¢esitli biyolojik aktiviteler gosterdigi literatiirde
bildirilmektedir (Dresler ve ark., 2017). Ayrica bu bitkiler yanik izlerinin giderilmesinde
de kullanilmaktadir. Ozellikle Alkanna kokii, dogal antiinflamatuar ve serinletici
ozellikleri sayesinde ciltteki 1s1y1 azaltarak gilines yaniklarinin giderilmesinde ve giines
koruyucu olarak fayda saglamaktadir (Abdel-Gelil, 2019).

Bununla birlikte, Alkanna tinctoria bitkisinin yara iyilesmesinin &nemli
sathalarindan biri olan anjiogenezi uyaran fibroblast {iretimini artirdig1 da belirlenmistir
(Glimiig, 2015). Boraginaceae familyasinda yer alan ve tibbi amagh kullanilan énemli
tiirlerden biri de halk arasinda “yiirekli havaciva” olarak bilinen Alkanna cordifolia’dur.
A. cordifolia, terapotik potansiyeli yiiksek bitkiler arasinda yer almaktadir (Eminagaoglu,
2021). Bu ¢alisma kapsaminda, A. cordifolia bitkisinin toprak distii kisimlari ve
koklerinden elde edilen yag ve metanolik ekstrelerin antioksidan ve yara iyilestirici
etkilerinin in vitro kosullarda arastirilmasi amaglandi. Calismada, insan fibroblast hiicre
hatt1 kullanilarak bu etkilerin incelenmesi planlandi. Bitkiden elde edilecek ekstrelerin
fibroblast hiicreleri iizerindeki etkileri; hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve kolajen

sentezi gibi yara iyilesmesi ile iligkili parametreler {izerinden degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Bilgiler
2.1.1. Alkanna Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri

Tiir: Alkanna cordifolia
Alem: Plantae
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliophyta
Takim: Asteridae

Familya: Boraginaceae

Cins: Alkanna (Tubives, 2024).

2.1.2. Boraginaceae Familyasi

Boraginaceae familyasi, The Plant List verilerine gore diinya genelinde yaklasik
195 cinse ve 2750 tiire sahiptir. Cogunlukla otsu bitkilerden olusan bu familya, diinya
capinda yaygin olsa da en fazla tiir ¢esitliligi Akdeniz Havzasi ve Kaliforniya'da
goriilmektedir (WFO, 2024).

2.1.2.1. Boraginaceae Familyasinin Botanik Ozellikleri

Boraginaceae familyasina ait bitkiler genellikle tek yillik, iki yillik veya ¢ok yillik
otsu bitkilerdir. Nadiren de olsa kiiciik calilar veya agacglar da bu familyada bulunur.
Yapraklar1 almaglh dizilmis olup kulakg¢iksiz ve basittir. Genellikle sert tiiylerle kaphdir.
Cicekleri, dallarin u¢ kisimlarinda salkim, sarmal veya halkavi (cincinnus) seklinde
dizilir, bazen de bilesik salkim (thyrsoid) formunda olabilir. Canak yapraklar1 birlesik
olup genellikle bes lopludur, ancak nadiren dokuz loplu veya diizensiz disli olabilir.

Cigeklenme sonrasi ¢anak yapraklari bliylimeye devam edebilir.



Tag yapraklar1 bes loplu olup genellikle radyal simetrilidir (aktinomorf), ancak
bazi tiirlerde tek eksenli simetri (zigomorf) goriilebilir. Tag yapraklar genellikle belirgin
bir tiip seklinde olup ug¢ kismi derin loblara ayrilmistir. Cigegin bogaz kisminda genellikle
bes ek ¢ikint1, kiiclik tliyciikler veya bir tiiy halkas1 bulunur, ancak bazi tiirlerde tamamen
diiz ve tiiysliz olabilir. Ciceklerde bes adet erkek organ (stamen) bulunur. Bunlar tag
yapraklarla birlesik olup ta¢ loplariyla doniisiimlii olarak dizilir. Yumurtalik (ovaryum)
ist durumlu olup genellikle dort bolmelidir, nadiren iki bélmeli olabilir. Disicik borusu
(stilus) genellikle tabandan ¢ikan (gynobazik) bir yapidadir, daha nadiren u¢ kisimdan
cikabilir ve genellikle boliinmemistir. Tepecik (stigma) ise biitiin ya da iki ila dort loblu
olabilir. Meyve genellikle dort kiiclik parcadan (nutlet) olusur. Ancak bazen gelisim
sirasinda bazi pargalar kaybolabilir veya kaynasabilir. Bu durumda meyve, iki pargali
(merikarp) ya da etli bir yap1 (drupa) seklinde olabilir. Kii¢ikk meyveler, diiz veya
piramidal bir yap1 (gynobaz) lizerine yerlesir. Meyvenin baglanma noktas1 dar veya genis
olabilir, bazen kiiciik bir halka ya da sap igerebilir. Meyve yapisi ¢esitlidir; bazi tiirlerde
gaga benzeri ¢ikintilar, dikenler ya da kabarciklar bulunabilir. Meyvenin kenar1 bazen
kanat seklinde genisleyebilir ya da dikenli olabilir. Ayrica meyve yiizeyi tiiyld, tliysiiz
veya farkli siislemelere sahip olabilir (Huber-Morath, 1978).

2.1.3. Alkanna Cinsinin Botanik Ozellikleri

Alkanna cinsi, Hodangiller (Boraginaceae) familyasina ait olup, Akdeniz ve Iran-
Turan bolgelerinde yayilis gosteren yaklagik 50 tiire sahip bir bitki grubudur. Tiirkiye'de
ise 36 tiir ve tiir alt1 taksonlarla birlikte toplam 42 takson bulunmaktadir. Bu taksonlarin
37’s1 endemiktir ve endemizm orani %87°dir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).

Alkanna tiirleri genellikle ¢cok yillik otsu bitkilerdir ve ¢igekleri hos kokuludur.
Yapraklar kisa tiiylii (puberulous), uzun tiiylii (pilose) veya sert tiiylii (setose) olabilir.

Uzerlerindeki ortii tilyleri ise ince salgili ya da salgisiz killardan, sert ve dikenimsi tily



(seta) yapisina kadar cesitlilik gosterebilir. Cigekler, bitkinin u¢ kisimlarinda yer alir ve
bir veya birkag salkimdan olusur. Cigeklerin tabaninda brakte ad1 verilen kiiciik yapraklar
bulunur. Canak yapraklar1 neredeyse tabana kadar boliinmiistiir ve meyve déneminde bir
miktar biiyiir. Ta¢ yapraklar mavi, sar1 veya beyaz renkte olup, genellikle daha koyu renkli
bir tiipe sahiptir ve huni seklindedir. Cigcegin bogaz kisminda bir tiiy halkas1 bulunur ve
bazen kiiciik girintiler i¢erebilir (Huber-Morath, 1978).

2.1.3.1. Alkanna cordifolia Tiiriiniin Botanik Ozellikleri

Bu bitkinin ta¢ yapraklari1 8-13 mm uzunlugunda olup, tag¢ lobunun c¢ap1 10-11
mm’dir. Canak yapraklar1 hafif tiiylerle kaplidir. Meyvesi (nutlet) 4 mm capinda olup,
ucu (gagasi) orta derecede asagi dogru kivrilmistir. Bitkinin boyu 15-30 c¢cm arasinda
degisir. Tiiy yapis1 bakimindan salgisiz veya seyrek, ¢ok kiiciik salgili tiiyler igerebilir.
Daha uzun tiiyler ise salgisiz, zayif ve belirgin olmayan setiform yapidadir. Bu tiiyler
yayilici veya yari yatik olup 0.5-2 (-3) mm uzunlugundadir. Bitkinin taban kisminda ya
hi¢ kabarcik bulunmaz ya da ¢ok az kabarciklidir. Uzerindeki tiiyler, kiiciik tiiylerden
uzun tliylere dogru kademeli bir gecis gosterir. Taban yapraklar diiz, tam kenarli ve
dogrusal-mizraks1 (lineer-lanseolat) sekildedir. Boyutlart 15-25 cm uzunlugunda ve 0.5-
1.5 cm genisligindedir. Govde yapraklari ise mizraksidan yumurtamsiya (lanseolat-ovat)
degisen bir forma sahiptir ve 2-6 cm uzunlugunda, 1-2 cm genisligindedir. Cigek
salkimlar1 (cymes) meyve doneminde 10-20 cm uzunluga ulasir. Brakteler (¢igeklerin
tabaninda bulunan yaprakciklar) mizraksidan yumurtamsiya degisir ve 1-4 cm
uzunlugunda, 0.3-2 cm genisligindedir. Canak yapraklari ¢igeklenme doneminde 6-8 mm,
meyve doneminde ise 12-15 mm uzunlugundadir ve gevsek tiiylerle kaphdir. Tag
yapraklar1 sar1 renklidir ve dis yiizeyi tiiysiizdiir. Uzunlugu 8-13 mm olup, ta¢ lobunun
cap1 10-11 mm’dir. Meyvesi (nutlet) 4 mm capinda olup cukurcuklu ve agsi desenli

(scrobiculate-reticulate) bir yiizeye sahiptir. Meyvenin ucu orta derecede asagi dogru



kivrilmigtir. Bu bitki Temmuz ve Agustos aylarinda ¢igek acar. 500-2000 metre arasindaki
kuru ve taslik alanlarda dogal olarak yetisir (Huber-Morath, 1978)

Yayilhisi:

Alkanna cinsi, Akdeniz ve Iran-Turan bolgelerinde yayilis gdstermektedir. Bu
bolgeler, cinsin biyocografik dagiliminda 6nemli bir yere sahiptir (Yildirnm ve ark.,
2017).

Tiirkiye’de Yayilisi

Bulundugu Bolgeler:

Kuzeydogu Anadolu: A8 Rize: Cimil Vadisi, 1830 m (Bal. 1866:857) Coruh:
Artvin, 500 m (Stainton 8184) A8/9 Erzurum: Oltu, Sakal-Tutal, 24 Mayis 1904 (K6nig)
A9 Coruh: Ardanu¢’un 19 km dogusu, 1020 m (Hub.-Mor. 16076) B10 Agri: Agr1 Dagi

etekleri, Igdir (D.D. C., A. Baytop, ISTE4829) (Huber-Morath, 1978).

T

o
Sekil 2.1. A.cordifolia tiiriintin Tiirkiye’deki yayilist

Alkanna cordifolia, vilayetlere gore Agri, Artvin, Erzurum, Rize bdlgesinde
yayilis gostermektedir (Tubives, 2024).
2.2. Alkanna Tiirlerinin Geleneksel Kullanim
Antik ¢aglardan itibaren A/kanna tinctoria koklerinin yara tedavisinde kullanildig
bilinmektedir. M.O. 3. ve 4. yiizyillarda Yunanli hekim ve filozof Hipokrat, bitkinin
koklerini irinli yaralarin ve iilserlerin tedavisinde kullanmistir. Ayn1 donemlerde botanikgi

ve bilgin Teofrastus da, bitkinin boya 6zelliklerinden ve tibbi uygulamalarindan s6z



etmistir (Abdel-Gelil, 2019; Sarikiirkcii, 2010). Iran halk hekimliginde ise bu bitkinin
yara bandaji, inflamatuar hastaliklar ve agriya baglh rahatsizliklarin tedavisinde
degerlendirildigi belirtilmektedir (Salimikia, 2015).

Modern arastirmalarda, Alkanna tiirlerinin koklerinin kan dolasimini iyilestirerek
bas agrilarini hafiflettigi, ayrica kokten elde edilen yagin iltihapli bolgelere uygulanarak
iltthaba bagli agr1 ve semptomlar1 azalttigi rapor edilmistir (Abdel-Gelil, 2019).
Geleneksel tipta A. bracteosa ve A. tricophila tiirlerinin antiinflamatuar ve yara iyilestirici
ozellikleri nedeniyle romatizma, artrit ve alerji tedavisinde yaygin olarak kullanildig
bildirilmektedir (Sevimli-Giir, 2009). Ayrica kokiin yanik izlerinin giderilmesinde, dogal
antiinflamatuar ve serinletici etkisi sayesinde giines kremi ve giines yanigi tedavisinde de
yararli oldugu ifade edilmektedir (Abdel-Gelil, 2019). Kokten elde edilen yagin cilt
sagligini destekledigi, kirisikliklari azalttig1 ve ishal ile mide tilseri tedavisinde oral olarak
kullaniminin etkili oldugu gosterilmistir (Abdel-Gelil, 2019).

Tiirkiye’de yapilan etnobotanik arastirmalar, A/kanna tiirlerinin halk hekimliginde
yaygin kullanimini ortaya koymaktadir. Ornegin Tokat Resadiye’de A. orientalis
koklerinin yanik tedavisinde kullanildigr rapor edilmistir (Yiizbasioglu, 2020).
Tiirkiye’nin dogusunda farkli illerde yiiriitiilen bir calismada, 4. tinctoria koklerinin tek
basina veya balmumu ile karistirilarak yanik ve yaralarin iyilestirilmesi amaciyla sikca
tercih edildigi belirlenmistir (Glimiis, 2015). Giimiishane Kelkit’te ise ayn1 tiiriin kokleri
tereyagina katilarak yara tedavisinde kullanilmaktadir (Korkmaz ve Karakurt, 2014).
Sanlurfa Yaslica beldesinde yapilan bir etnobotanik aragtirmada A. strigosa’nin meyve
ve sakizinin kat1 yag ile eritilip donduktan sonra merhem seklinde yara ve catlaklara

uygulandigi, ayrica gerez olarak tiiketildigi kaydedilmistir (Aslan ve ark., 2020).



2.3. Alkanna Tiirleri Uzerinde Yapilmis Olan Fitokimyasal Calismalar
Alkanna tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal calismalar sonucu izolasyonu
yapilan maddeler, naftokinonlar, flavonoitler, fenolik bilesikler basliklar1 altinda

sunulmustur.



2.3.1. Naftokinonlar

Tablo 2.1. Alkanna tiirlerinden izole edilen baslica naftokinon tiirevleri

Bilesik R Bulundugu Bitki Literatiir
Alkannin OH A. cappadocica,  Assimopoulou &
A. tinctoria Papageorgiou,
2005;  Sevimli-
Gur ve ark., 2010
Deoksialkannin H A. cappadocica, Assimopoulou &
A. tinctoria Papageorgiou,
2005;  Sevimli-
Gur ve ark., 2010
Asetilalkannin COCH3 A. cappadocica, Assimopoulou &
A. tinctoria Papageorgiou,
2005;  Sevimli-
Gur ve ark., 2010
B,B- A. cappadocica, Assimopoulou &
Dimetilakrilalkannin CH=C(CH3), A. tinctoria Papageorgiou,

2005




Tablo 2.1 (Devam)

Bilesik Bulundugu Bitki Literatiir
5-Metoksi A. tinctoria Assimopoulou & Papageorgiou, 2005
deoksialkannin
Bilesik Bulundugu Bitki Literatiir
8-Metoksi A. tinctoria Assimopoulou &
deoksialkannin Papageorgiou,
2005

10



Tablo 2.1 (Devam)

C

OCHs o) OCHj
Bilesik Bulundugu Literatiir
Bitki
5-Metoksi A. tinctoria  Assimopoulou &
asetilalkannin Papageorgiou,
2005

OCHg o) CH=C(CHa),

Bilesik Bulundugu Literatiir
Bitki
5-Metoksi A. tinctoria  Assimopoulou
P.p- &
dimetilakrilalkannin Papageorgiou,
2005

11



Tablo 2.1. (Devam)

OH 0
/,/
oH O
Bilesik Bulundugu Bitki Literatiir
Assimopoulou &
Sikonin A. tinctoria Papageorgiou, 2005

12



2.3.2. Flavonoitler

Tablo 2.2. Alkanna tiirlerinde bulunan flavonoitler

Bilesik R R1 Bulundugu Bitki Literatiir

Kersetin OH OH A. tinctoria Ganos ve ark.,
2024

Kemferol OH H A. orientalis Ganos ve ark.,
2024

Luteolin H OH A. tinctoria Ganos ve ark.,
2024

13



2.3.3. Fenolik Bilesikler

Tablo 2.3. Alkanna tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler

R3 \
OH
R
R1

Bilesik Ri R2 R3 Bulundugu Bitki Literatiir
Kafeik H OH OH A. tinctoria, Ganos ve ark.,
asit A. orientalis 2024
p- H OH H A. orientalis Ganos ve ark.,
Kumarik 2024
asit
Ferulik OCH; OCHs; H A. orientalis Ganos ve ark.,
asit 2024

14



Tablo 2.3 (Devam)

OH
OH
HO HO O
:@\I O
HO o

Bilesik Bulundugu Bitki Literatiir

Rozmarinik asit A. tinctoria Ganos ve ark., 2024

2.4. Alkanna Tiirleri Uzerinde Yapilan Farmakolojik Calismalar

Alkanna tiirlerinde yapilan calismalar, antioksidan, antimikrobiyal, antitiimor,
antiinflamatuar ve yara iyilestirici etki basliklar1 altinda verilmistir.

2.4.1. Antioksidan Etki

Alkannin ve sikonin bilesikleri gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahiptir. Yapilan bir

calismada, bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri incelenmistir ve domuz yagi, misir
yagi, zeytinyag1 ve ay¢icek yagr gibi farkli sivi ve kat1 yaglar kullanilarak ekstreler elde
edilmistir. Alkanna tinctoria kokleri, 6zellikle domuz yaginda gii¢lii antioksidan aktivite
gostermistir (Assimopoulou ve ark., 2004). Bir diger calismada, A. tinctoria bitkisinin
koklerindeki bilesiklerin antioksidan aktiviteleri DPPH testi ile Ol¢lilmiistiir. Sonuglar,
alkanninin giiclii antioksidan etki sergiledigini gdstermistir. Ozellikle oda sicakliginda
hazirlanan zeytinyagi ekstresi, iyi bir antioksidan etki ortaya koymustur (Assimopoulou

& Papageorgiou, 2005). 4. tinctoriammm ugucu yag antioksidan aktivite agisindan zayif
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bulunmustur. Ancak, su ve metanol ekstreleri yliksek fenolik icerige sahip oldugu i¢in
giiclii antioksidan etki gostermistir (Ozer ve ark., 2010).

2.4.2 Antimikrobiyal EtKi

Alkanna tinctoria kok ekstresi giiglii antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir (Das ve
ark., 2024). Papageorgiou, 1976 yilinda yaptig1 deneylerle A. tinctoria kok ekstrelerinin
yara iyilestirici ve antimikrobiyal 6zelliklerini klinik olarak dogrulamistir (Papageorgiou,
1999). Alkanna tiirlerinin kok kabuklar tizerinde yapilan kimyasal analizler, bu bitkide
bulunan alkannin ve sikonin gibi naftokinon bilesiklerinin antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegini ortaya koymustur (Abdel Gelil, 2019). Ayrica, Alkanna tiirlerinden
elde edilen naftokinon tiirevleri ile gerceklestirilen biyolojik aktivite calismalari, bu
bilesiklerin antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir (Sevimli-Giir,
2009). Bitkisel kokenli kinonlarin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Gram pozitif bakteriler Mycobacterium tuberculosis, parazitik protozoa ve filamentli
mantarlar naftokinonlara en duyarli olanlardir. Maya benzeri mantarlar (Candida
albicans) ve baz1 Gram negatif bakteriler (Escherichia coli) kinonlara nispeten
direnclidir. Bitkisel kokenli kinonlar bir¢ok mikroorganizmanin elektron tasima
sistemlerinin aktivitesini ve ATP iiretimini baskilayabilir: solunum zincirinde elektron
alicilart ve NADPH/H: oksidasyonunun kofaktorleri olarak gérev yapabilirler. Alkanna
orientalis ten elde edilen sarotrinin antimikrobiyal bir ajan olarak Staphylococcus
aureus'un efluks pompalari aktivitesini inhibe edebilecegi ortaya
cikarilmistir. 4.orientalis kallus ekstrerinin ¢esitli mikroorganizmalara kars1 inhibe edici
etkileri acikca tanimlanmistir (Petrosyan ve ark., 2015). Baska bir ¢aligmada, 0,125 ve
0,185 mg/ml'lik MIK degerleri, Alkanna strigosa kokiiniin hekzan ekstresinin bu
caligmada test edilen bakteri suslarina kars1t bakteriyostatik aktivitesi oldugu

gosterilmistir. Bu degerler olagan antibiyotiklerin degerleriyle karsilastirildiginda yiiksek
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olsa da, ham ekstre ile elde edilmis olmalar1 nedeniyle bu sonuglar ilgi cekici
bulunmustur. Alkannin ve sikoninin kiral karisimi ile daha diisiik MiK degerlerinin elde
edilmis olmasi, bu bilesenlerin antibakteriyel aktiviteden sorumlu oldugunu gostermistir
(Aburjai ve ark., 2019).
2.4.3. Antienflamatuar Etki

Yapilan bir calismada, Alkanna tinctoria bitkisinden elde edilen naftokinon
tiirevlerinin belirgin antiinflamatuar etki gosterdigi rapor edilmistir (Abdel-Gelil, 2019).
Benzer sekilde, baska bir calismada Alkanna bracteosa’nin, Alkanna tricophila tiiriine
kiyasla daha gii¢lii analjezik ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
Ozellikle A. bracteosa’min diisiik dozlarda dahi etkili bir sekilde agri kesici ve
inflamasyon giderici etki gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular, s6z konusu bitkilerin
romatizmal hastaliklar ve inflamatuar kokenli agrilarin tedavisinde dogal bir alternatif
olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Mahmoudi ve ark., 2012).

2.4.4. Yara lyi Edici Etki

Alkannin esterlerinin nekrotik dokunun rejenerasyonunu hizlandirarak yara
iyilesme siirecini destekledigi bildirilmektedir (Papageorgiou, 1978). Ozellikle
Staphylococcus aureus’a karsit etkili olmasi, bu bilesigi yara enfeksiyonlarinin
tedavisinde potansiyel bir ajan haline getirmektedir (Khan ve ark., 2015). Alkanna
tinctoria, geleneksel tipta yara iyilesmesini desteklemek amaciyla yaygin sekilde
kullanilan bitkilerden biridir. Glimiis ve Karaman tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada,
balmumu, zeytinyagi ve A. tinctoria igeren bir karisimin ikinci derece yanik yaralari
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bu karisimin epitelizasyon
siiresini kisalttigini, agriy1 azalttiim1 ve hastanede kalig siliresini anlamli diizeyde
kisalttigini ortaya koymustur. Bu nedenle, s6z konusu karisimin ikinci derece yaniklarin

tedavisinde etkili bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir (Glimiis ve Karaman, 2017).
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A. bracteosa ve A. tricophila gibi tiirler ise geleneksel tipta antienflamatuar ve yara
tyilestirici 6zellikleri nedeniyle romatizma, artrit ve alerji tedavisinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Sevimli-Giir, 2009). Alkannin/sikonin bilesikleri; kronik {ilserler,
leprotik tlserler, yanik yaralanmalar1 ve anal fissiirler gibi ¢esitli doku bozulmalarinda
yara iyilestirici etkiler gostermektedir. Kheiri (2017) tarafindan gergeklestirilen baska bir
calismada, A. tinctoria’nin yara iyilestirme etkisi standart pansuman uygulamalariyla
karsilastirilmistir. Calismada, deney grubuna giinliik olarak topikal A. tinctoria merhemi
uygulanirken, kontrol grubuna plasebo i¢eren merhem (petrolatum ve steril gazli bez)
uygulanmistir. Bulgular, A. tinctoria iceren merhemin daha yliksek tam iyilesme
oranlarina ulastigin1 ve yaralarin plaseboya kiyasla daha hizli iyilestigini ortaya
koymustur (Kheiri, 2017).

Papageorgiou (1978) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada, A. tinctoria
koklerinden izole edilen alkannin esterlerinin, u/cus cruris hastalifina sahip 72 hasta
lizerinde yiiriitillen klinik bir calismada oldukca etkili yara iyilestirici ozellikler
sergiledigi rapor edilmistir. Ayrica laboratuvar hayvanlari lizerinde yapilan deneyler, bu
bitkinin koklerinden elde edilen ekstrelerin cilt {ilserlerinde olumlu etkiler gosterdigini
ortaya koymustur (Papageorgiou., 1978).

Gilimiis (2015) tarafindan yapilan bir calismada ise A. tinctoria’nin, yara iyilesme
siirecinin en kritik evrelerinden biri olan anjiogenezi (yeni kan damarlarinin olusumu)
uyararak fibroblast {iretimini artirdig1 belirlenmistir (Glimiis, 2015). Bununla birlikte, 4.
strigosa koklerinden elde edilen hekzan ekstresinin hem yara iyilestirici hem de
antimikrobiyal 6zellikler gostermesi, bu bitkiyi irinli yara tedavisinde kullanilabilir hale
getirmektedir (Aburjai ve ark., 2019).

2.4.5. Antitiimor Etki

Alkanna tiirlerinin ¢esitli insan kanseri tirlerinin tedavisinde umut verici bir
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potansiyele sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Alkanna tinctoria’nin kok
kabugunda bulunan alkannin ve anjelialkannin bilesiklerinin, insan kolon kanseri
hiicrelerinde G1 fazinda hiicre dongiislinii durdurarak ve apoptozu indiikleyerek hiicre
proliferasyonunu engelledigi bildirilmistir (Abdel-Gelil, 2019). Baz1 Alkanna tiirlerinin
sitotoksik etkilerine yonelik yiiriitiilen bir ¢alismada; A. cappadocica, A. pseudotinctoria,
A. cordifolia, A. tinctoria ve A. tubulosa tiirlerinin metanolik ekstrelerinin giiglii
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle A. cordifolia iizerinde gergeklestirilen
biyoaktivite rehberli fraksiyonlama caligmasi, bu bitkinin DNA topoizomeraz | enzimini
inhibe eden yiiksek biyolojik aktiviteye sahip bilesikler igerdigini ortaya koymustur
(Sevimli-Giir, 2009). Bu bilesiklerin antikanser etkileri, Walker karsinosarkomu modeli
tizerinde yapilan in vivo deneylerle de desteklenmistir (Assimopoulou & Papageorgiou,
2005). Ayrica, A. cappadocica koklerinden izole edilen bazi naftokinon bilesiklerinin
cesitli kanser hiicre hatlarina karsi yliksek dilizeyde sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu bulgular, bitkisel kaynakli naftokinonlarin kanser tedavisinde
kullanilabilecek potansiyel ajanlar olabilecegini gdostermektedir (Sevimli-Giir ve ark.,
2010). Alkannin ve tiirevleri, insan kolon kanseri hiicrelerinde G1 fazinda hiicre
dongiistinii durdurarak apoptoz siirecini baglatabilmektedir. A. cappadocica’nin farkli
kanser tiirlerine kars1 da belirgin sitotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Bu tiirden
izole edilen 5-O-Metil-11-O-Asetilalkannin, en gii¢lii antikanser bilesiklerden biri olarak
tanimlanmistir (Abdel-Gelil ve ark., 2019). Benzer sekilde, A. tinctoria’dan izole edilen
alkannin ve anjelialkannin bilesiklerinin, kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii
durdurarak ve apoptozu indiikleyerek tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi
gosterilmistir. Bu bilesiklerin diisiik 1Cso degerleri ile giiglii antiproliferatif etkiler
gosterdigi, dolayisiyla kanser tedavisinde yeni ilag gelistirme caligmalarinda potansiyel

adaylar olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir (Huu Tung ve ark., 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Tiirkiye Florasi’na kayitli, genis yayilis gosteren, Boraginaceae familyasindan
Alkanna cordifolia bitkisinin toprak isti kisimlari Erzurum’un Oltu ilgesi Dutlu
koylinden 21 Haziran 2023 tarihinde Prof. Dr. Ziihal Giivenalp, Siimeyra Yilmaz ve
Orman Miihendisi Dr. Mehmet Onal tarafindan toplanmustir. Bitkinin kokii ise
Erzurum’un Oltu ilgesi Dutlu kdyiinden Mehmet Onal tarafindan ayni yilin Ekim ayinda
toplanmigtir.  Bitkilerin teshisi Dr. Mehmet Onal tarafindan yapilmistir. Saha
caligmalarinda, ayrica herbaryum ornekleri de alinarak, herbaryum 6rnekleri vasitasiyla
bitkinin binominal latince adi tayin edilmistir. Hazirlanan herbaryum 6rnekleri Atatiirk
Universitesi Biyogesitlilik Uygulama ve Arastirma Merkezi Herbaryumu’nda muhafaza

edilmektedir. Herbaryum No: AUEF 1421, AUEF 1422.

Sekil 3.1. Alkanna cordifolia herbaryum fotograflari
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Gerecler

3.2.1. Kimyasal Maddeler

3.2.1.1. Fibroblast Hiicre Kiiltiirii ve Immunofloresan Analiz Cahismalar
RPMI 1640 besi ortami, Fetal Bovine Serum (FBS), penisilin, streptomisin, amfoterisin
B, Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS), Bovine Serum Albumin (BSA), Trypsin-EDTA
¢ozeltisi, MTT, Dimetil Siilfoksit (DMSO), Laktat Dehidrogenaz (LDH), ABTS, TAS
Elisa kiti, TOS Elisa kiti, Monoclonal anti-BEK, Monoclonal anti-TGFp, Goat anti-
mouse FITC, DAPI, %0.1 Triton X-100.

3.2.1.2. Genotoksisite Testleri
9-aminoakridin (9-AA), 4-nitro-o-fenilendiamin (4-NPD), sodyum azit (NaNs), N-metil-
N'-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG), Etil Metan Siilfonat (EMS), %2 aseto-orsein
boyast, %45°lik asetik asit / 1 N HCI (9:1).

3.2.1.3. Fitokimyasal Calismalar
Kimyasal Maddeler: Metanol (%70’lik ¢6zelti)
Diger Maddeler: Zeytinyagi, Tereyagi

3.2.2. Aletler ve Cihazlar

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve markalar

Cihazin Ad1 Markasi

Rotavopor Buchi

Manyetik karistirict Torrey Pines Sci.

Buzdolab1 ve Derin dondurucu Vestel, ESCO Lexicon Il ULT, UUS-
480A-1-SD-SS

Hassas teraziler Mettler Toledo AB104-S

Ultrasonik karigtirici Bandelin Sonorex RK 255 H
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Tablo 3.1. (Devam)

Etiv Memmert Typ. UM500

Elisa okuyucu BT LAB Katalog No: E0530Ra
Santrifiij Hettich UNIVERSAL 32R®, Ingiltere
Floresan mikroskop Zeiss AXio

Tekli ve ¢oklu otomatik pipet Thermo Scientific Finnpipette

pH metre Schott CG 842, Filipinler

Inkiibator NuAire, Amerika

UV Spektroskopisi Thermo Scientific Multiscan Go
Spektrofotometre (Farmakoloji Lab.) uQuant, Bad Friedrichshall, Biotek
Liyafilizator Christ Alpha 1-2 LD Plus

3.3. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Toplanan bitkinin toprak {istii ve kdk kisimlari ayrilip, hava sirkiilasyonu olan,
direkt giines almayan bir ortamda kurutuldu. Kok ve toprak stii kisimlarindan ayri ayri
her ekstre i¢in 100 g tartilip degirmenden gegirildi ve bitki toz hale getirildi. Toz hale
gelen bitki posetlenip etiketlendi.

3.3.1. Zeytinyag1 Ekstresi

100 g toz edilmis kdk iizerine 245 ml zeytinyag: (Eliteks marka) eklendi. Bir
erlende agzi aliiminyum folyo ile kapatilip giinesten uzakta 3-4 giin bekletilmek iizere
saklandi. Ayni sekilde toprak iistii kism1 da hazirlandi. Toprak iistii kismi i¢in 735 ml

zeytinyag1 kullanildi. Bekletilen ekstreler siizgec kagidi yardimiyla siiziildi.
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A B d

Sekil 3.2. Zeytinyagi ekstresine ait fotograflar

A-Kullanilan zeytinyagi B- Ekstraksiyon igslemi C- Toprak iistii ve kok ekstrelerinin son
hali

3.3.2. Tereyag ekstresi

250 gr tereyagi tavada eritilip iizerine 100 gr toz edilmis kok eklendi. Yarim saat
boyunca karistirtlarak 300°C’de pisirildi. Stizge¢ kagidi ile darasi alinmis kavanoza
stiziildii. Kiiciik bir kavanoza ise siiziilmemis hali alindi. Ayni1 sekilde toprak tistii kismi
da hazirlandi. Toprak istii kismu tiilbent ile siiziildii. Kullanilan zeytinyag1 ve tereyagi

kontrol amaciyla etiketlenerek saklandi.

Sekil 3.3. Tereyagi ekstresine ait fotograflar

A- Tereyag1 ve kok karisimi B-Kavurma islemi C-Tereyagi ekstresi
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3.3.3. Metanol Ekstresi

%70’lik metanol elde etmek i¢in 350 ml metanol 150 ml distile su alindi. Toz
edilmis koklerin 100 g’inin tlizerine aktarildi. Geri ¢eviren sogutucu ile ekstre edilmeye
hazir hale geldi. Metanol kaynayana kadar 80 °C civarindaydi. Sonrasinda 60-70 °C’de
birakilip 2 saat geri ¢eviren sogutucu altinda bekletildi. Sonrasinda siizge¢ kagidi ile
stizlildii. Bu islem 3 defa tekrarlandi1 ve metanol rotavapor ile uguruldu. Toprak tistii kismi1
icin de %70 metanol ekstresi hazirlandi. 770 ml metanol, 330 distile su eklenip geri
ceviren sogutucu altinda ekstre edildi. 2 saat bekledikten sonra stizgeg kagidu ile siiziildii.
Ikinci islemde 700 ml metanol 300 ml distile su eklenerek islem tekrarlandi. Ugiincii
islem i¢in 600 ml metanol 400 ml distile su kullanildi. Sonrasinda elde edilen kok (7.686
g) ve toprak tstii (13.226 g) ekstreleri bir miktar distile su ile ¢6ziindiiriildii ve kavanoza

alind1. Daha sonra -80 °C’de bir giin bekletildi. Liyafilizatorde kurutuldu.
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Sekil 3.4. Metanol ekstresinin hazirlanisina ait fotograflar

A-Geri geviren sogutucu ile ekstraksiyon igslemi B- Rotavator ile ugurulma islemi C-
Ekstrenin ugurulmus hali D- Liyofilizasyon isemi i¢in ekstre hazirligi E- Liyafilizasyon
islemi F- Ekstrenin son hali

3.4. Hiicre Kiiltiirii

Calismamiz igin Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar etik
kurulundan B.30.2.ATA.0.01.00/114 say1 numarasi ile etik kural izni alinmis olup tiim
uygulamalar etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.4.1. insan Dermal Fibroblast Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda Atatiirk Universitesi Tibbi Farmakoloji Boliimii'nden temin edilen
insan fibroblast hiicre hatt1 (ATCC, USA) kullanildi. /n vitro sartlarda yapilan hiicre
kiiltiiri caligmalarinda kullanilan besi ortami, hiicrelerin biiylimesi, yasamasi ve
proliferasyonu i¢in Fetal bovine serum (FBS), antibiyotik (penisilin-streptomisin-
amfotrisin B) ve RPMI 1640 besi ortami igermektedir. Hiicreler, %90 nem, 37°C ve %5
CO: ortaminda inkiibe edildi. Cogaltilan hiicreler, planlanan deneyler i¢in platelere alindi

ve farkli dozlarda ekstreler hazirlanip fibroblast hiicreleri ile kaplanan her kuyucuga
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eklendi. Tim deneyler ii¢ tekrar ile gergeklestirildi ve elde edilen veriler istatistiksel
olarak analiz edildi.

3.4.2. immunofloresan Yontem

Hiicreler -20° C’de 5 dakika siireyle metanol ile fikse edilerek PBS ile yikandi.
Daha sonra oda 1s1sinda 0.1% Triton X-100 igeren PBS ile 15 dakika bekletildi. Yikama
isleminden sonra 2%’lik BSA iceren PBS ile 60 dakika oda 1sisinda inkubasyona
birakildi. Tekrar yikama igsleminden sonra monoclonal anti-BEK (Santa cruz, Katalog no.
sc-6930) ve monoklonal anti- TGFpB (Santa cruz, Katalog no. sc-130348) primer
antikorlari ile 1/200 dilusyon oraninda +4°C’de bir gece inkubasyona birakildi. PBS ile
yikanan hiicreler kullanilan primer antikorlarla uyumlu olacak sekilde goat anti-mouse
FITC (Jackson ImmunoResearch, Catalog no. 115-095-003) sekonder antikoru ile 1/50
dilusyon oraninda 1 saat siireyle oda 1s1sinda karanlik ortamda inkubasyona birakildi. Son
olarak yikanan hiicrelerin iizerine 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) damlatilarak
floresans mikroskopta (Zeiss Axio) incelendi. Incelemede hiicrelerdeki floresans
pozitifliklerinin yogunlugu Fiji ImageJ programiile degerlendirildi. Elde edilen veriler
SPSS 20.0 programinda one-way ANOVA, post hoc Tukey testi ile analiz edildi.
Onemlilik derecesi p<0.001 kabul edildi.

3.5. MTT Testi (Sitotoksisite Analizi)

MTT testi, sitotoksisite analizi i¢in kullanilan bir yontemdir ve temelde MTT (3-
(4,5- dimetil tiyazol 2 yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromit) adli PBS’te ¢6ziinebilir bir
maddeye dayanir. Bu test, canli hiicrelerin MTT'y1 isleyerek formazan kristallerine
indirgeyerek hiicre canliligini degerlendirir. MTT ¢6zeltisi, PBS icinde ¢oziinebilen MTT
maddesini igerir. Hiicre kiiltiirii plakalarina eklenen hiicrelere ilgili tedaviler uygulanda.
Canlt hiicreler, MTT cozeltisindeki MTT'yi indirgeyerek formazan kristallerini olusturdu.

Olusan formazan kristallerini ¢Oziiniir hale getirmek ic¢in her kuyucuga 100 pl
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dimetilsiilfoksit (DMSOQ) eklendi. Bu adim, hiicrelerden formazanin ¢6zeltiye transferini
sagladi. DMSO eklenen kuyular, 4 saat boyunca tekrar inkiibasyona birakildi. Bu siireg,
formazanin tam olarak ¢6ziinmesini sagladi ve son olarak, spektrofotometre cihazi
(6rnegin pQuant, Bad Friedrichshall, Biotek) kullanilarak 570 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢limii yapildi. Bu, formazan kristallerinin yogunlugunu 6l¢er. Canlilik orani,
her deney kuyusunun absorbansinin kontrol kuyucugunun absorbansina oranlanmasiyla
hesaplandi. Sonuglar SPSS istatistiksel analiz programi kullanilarak one-way ANOVA
yontemi ile analiz edildi.

3.6. Laktat Dehidrojenaz (LDH) Testi

Laktat dehidrogenaz (LDH), organizmadaki hemen tiim hiicrelerde bulunan
sitoplazmik bir enzimdir. Hiicreler toksik bir ajana maruz kaldiginda, plazma
membraninin biitiinliigli bozulur ve LDH enzimi hiicre disina sizar. Hiicre kiiltiir ortamina
salman LDH diizeyi, hiicre zar biitiinliigiiniin bozulduguna isaret eder. Bu c¢alisma
kapsaminda, kiiltiir siipernatantindaki LDH aktivitesi, spektrofotometrik yontemle nicel
olarak belirlendi ve hiicre hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirildi (Fotakis &
Timbrell, 2006; Kumar, Nagarajan, & Uchil, 2018).

Kiiltiir stipernatantlar1 3000xrpm de 20 dakika santrifiij (Hettich UNIVERSAL
32R®, ingiltere) edildi. Elde edilen siipernatant kisimlarinda serotonin diizeyleri ELISA
kiti (BT LAB Katalog No: E0530Ra) ile 6l¢iildii. Biitiin reaktifler ve 6rnekler deneye
baslamadan 30 dk once oda sicakligina (18-25°C) bekletilerek ¢oziinmeye birakildi.
Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda konsantrasyonlar1 320-20 U/L (320; 160; 80; 40;
20; U/L) arasinda degisen standartlar hazirland1 ve prosediir uygulandi. LDH diizeyleri
standart grafik tlizerinden hesaplandi ve sonuglar saglikli kontrollerden elde edilen

degerlerle kiyaslandi.
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3.7. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Analizi

Total antioksidan kapasitesi (TAS) analizi, Erel tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu yontem, biyolojik 6rneklerde
bulunan antioksidan bilesiklerin, gii¢lii oksidanlara kars1 olusturdugu toplam savunma
kapasitesini degerlendirmeye yoneliktir. Analiz sirasinda, koyu mavi-yesil renkli ABTS
[2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)] radikali, ornekteki antioksidanlar
tarafindan indirgenerek renksiz héle gelir. Bu renk degisimi spektrofotometrik olarak
Olciiliir ve renk yogunlugundaki azalma, drnekteki total antioksidan kapasiteyle dogru
orantilidir (Erel, 2004).

Kiiltiir stipernatantlar1 10000xg de 10 dakika santrifiij (Hettich UNIVERSAL
32R®, Ingiltere) edildi. Elde edilen siipernatant kisimlarinda serotonin diizeyleri ELISA
kiti (Elabscience, Katalog No: E-BC-K801-m) ile dlgiildii. Biitiin reaktifler ve drnekler
deneye baslamadan 30 dk once oda sicakligina (18-25°C) bekletilerek ¢oziinmeye
birakildi. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda konsantrasyonlar1 2-0 mmol/L (2; 1.8;
1.6; 1.4; 1.2; 0.8; 0.4; 0 mmol/L) arasinda degisen standartlar hazirland1 ve prosediir
uygulandi. TAS kapasiteleri standart grafik {izerinden hesapland1 ve sonuglar saglikli
kontrollerden elde edilen degerlerle kiyaslandi.

3.8.Total Oksidan Seviyesi (TOS) Analizi

Toplam Oksidan Kapasitesi (TOS) diizeyi, Erel (2005) tarafindan gelistirilen
kolorimetrik bir yontem kullanilarak analiz edildi. Bu yontemde, numunede bulunan
oksidan bilesikler, ferr6z iyon-selator kompleksini ferrik iyonlara oksitlemektedir. Asidik
ortamda olusan ferrik iyonlar, kromojen bir madde ile etkilesime girerek renkli bir
kompleks olusturur. Bu kompleksin renk yogunlugu, numunedeki toplam oksidan miktar1

ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak olgtliir (Erel, 2005).
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Kiiltiir siipernatantlar1 10000xg de 10 dakika santrifiij (Hettich UNIVERSAL
32R®, Ingiltere) edildi. Elde edilen siipernatant kisimlarinda serotonin diizeyleri ELISA
kiti (Elabscience, Katalog No: E-BC-K802-M) ile 6l¢iildii. Biitiin reaktifler ve drnekler
deneye baglamadan 30 dk once oda sicakligina (18-25°C) bekletilerek ¢oziinmeye
birakildi. Uretici firmanin onerileri dogrultusunda konsantrasyonlar1100-0 pmol/L (100;
80; 60; 40; 20; 10; 0 umol/L) arasinda degisen standartlar hazirlandi ve prosediir
uygulandi. TOS kapasiteleri standart grafik lizerinden hesaplandi ve sonuglar saglikli
kontrollerden elde edilen degerlerle kiyaslandi.

3.9. Genotoksik ve Antigenotoksik Etkinliklerin Belirlenmesi

3.9.1.Test Maddelerinin Uygulama Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Test maddelerinin S. typhimurium suslari tizerinde sitotoksik olmayan en uygun
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan uygulama ¢oézeltileri bu maddelerin
dimetilstilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlandi. Arastirma i¢in 6ngoriilen ideal
uygulama konsantrasyonlari igin iist limit belirlendi ve ona gore caligma yapildi.
Calismalardan anlamli sonuclar alinabilmesi maksadiyla her bir test maddesinin en az 5
farkli konsantrasyonu test edildi.

3.9.2. Ames/Salmonella Test Sistemi ile Genotoksik Aktivite Calismalar:

Hazirlanan  Orneklerin  potansiyel genetik tehlikesini  belirlemek igin
Ames/Salmonella, E. coli WP2 ve Allium cepa deney sistemleri kullanildi. Ortak test
edilen suslar Salmonella typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA1535 ve TA1537,
Ames/Salmonella bakteriyel reversiyon deneyinde kullanildi ve ekstrelerin tek baz
degisimi ve ekleme/silme tipi gen mutasyonlarina yol agma potansiyelini tespit etmek
i¢in kullanildi. Pozitif kontrol ajan1 olarak 9-Aminoakridin (9-AA: 50 ug/plaka) TA97a
ve TA1537 i¢in segildi, TA98 i¢in 4-nitro-o-fenilendiamin (4-NPD: 2.5 ug/plaka) ve

TA100 ile TA1535 igin sodyum azit (NaNs: 5 pg/plaka) belirlendi. Negatif/ara¢ kontrol
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olarak dimetil siilfoksit (DMSO: 100 ul/plaka) kullanildi. Mutajenite testi i¢in, ekstrelerin
100 pl (2-10 mg/plaka) ve test susunun 100 upl'si (A540: 0.1-0.2) sodyum fosfat
tamponuna (pH: 7.4) eklendi. Ardindan, sinirli L-histidinle takviye edilmis erimis agarin
2000 pl'si eklendi, iyice karistirtlip karisim hemen glukoz minimal agar plakalarina
dokiildii. 48 saat boyunca 37°C'de inkiibasyonun ardindan histidin bagimsiz koloniler
sayilacak ve sonuglar plaka inkorporasyon yontemi ile degerlendirildi. Bir test materyali,
test grubunda negatif/ara¢c grubuna gore iki kat artis goriildiiglinde mutajenik olarak
belirlendi. Escherichia coli WP2uvrA test susu, tek baz degisimine neden olan ekstreleri
tespit etmek igin E. coli WP2 bakteriyel reversiyon deneyinde kullanildi. Pozitif kontrol
olarak N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG: 1 pg/plaka) se¢ildi ve negatif/arag
kontrol olarak DMSO (100 pul/plaka) kullanildi. Mutajenite deney prosediirii
Ames/Salmonella deneyiyle tamamen benzerdir. Tek farklilik erimis agarin sinirli L-
histidin yerine siirli L-triptofan ile takviye edilmesidir. Bakteriyel genotoksisite
giivenlik degerlendirmesindeki tiim deneyler {i¢ kez tekrarlandi ve veriler iic 6rnek
ortalamasi ile standart sapma olarak ifade edildi. Allium cepa deneyinde, bireysel
soganciklarin kok oOnciileri suya batirilacak ve 24 saat boyunca karanlikta oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan, 6rneklerin test gruplarina, pozitif kontrol grubuna etil
metan siilfonat (EMS: 25 mM) ve negatif kontrol grubuna su eklendi. Ttiim gruplar, hiicre
boliinmesinin maksimum sayisina ulagsmak i¢in ayni kosullarda 48 saat boyunca korundu.
Daha sonra kok uglari sivri uglu penslerle toplandi, %45 asetik asit - %1 HCI (9:1)
¢ozeltisi ile sabitlendi ve %2 aseto-orsein boyasi ile 2 dakika boyunca boyandi. Lamelalar
mitotik indeksin (MI) hesaplanmas1 ve kromozomal anomalilerin belirlenmesi i¢in
mikroskop altinda incelendi, MI = (B6liinen hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayis1) x 100
Mitotik indeksin ve kromozomal anomalilerin hesaplanmasi i¢in her konsantrasyondaki

en az 5.000 mitotik kok hiicresi gozlemlendi, sonuglar yiizde (%) degerleri olarak ifade
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edildi ve istatistiksel olarak Fisher's kesin testi ve Dogrusal egilim (p < 0.05) ile analiz
edildi (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

3.9.3. Allium Testi ile Ekstrelerin Biyogiivenliginin Arastirilmasi

Calismada kullanilacak sogan yumrular1 yerel marketlerden temin edildi. Deney
asamasinda Oncelikle yumrularin dis kabuklari steril bir pens yardimiyla soyulacak daha
sonra yumrular saf suda 24 saat siireyle oda sicakliginda kéklenmeye birakildi. Bekleme
sliresinin ardindan kokleri saglikli uzama gosteren yumrular se¢ildi ve asagidaki ¢alisma
gruplar1 olusturuldu.
Negatif Kontrol (NK): Saf su ile gelistirilen yumrular
Pozitif Kontrol (PK): Etil metan siilfonat muamelesiyle gelistirilen yumrular
Test 1: 25 pg test maddesi muamelesiyle gelistirilen yumrular
Test 2: 50 pg test maddesi muamelesiyle gelistirilen yumrular
Test 3: 100 pg test maddesi muamelesiyle gelistirilen yumrular

Hazirlanan ¢aligma gruplar ilave 24 saat boyunca oda sicakliginda gelismeye
birakildi. Siire sonunda her bir gruptan kokler toplandi ve %45°lik asetik asit/1 N HCl
(9:1) fiksatifiyle 50 °C’de 6 dk muamele edildi. Fikse edilen koklerin uglarindan 2 mm
boyutundaki pargalar steril bistiiri ile alinarak lam tizerine tasind1 ve burada 3 dk boyunca
aeto-orsein ile boyandi. Daha sonra preparatlarin lamelleri kapatilacak ve hiicrelerin
yayilmasi i¢in hafifce ezildi. Hiicrelerin incelemeleri 1sik mikroskobunda (400 X)
yapilarak her bir grup i¢in en az 1000 hiicre sayildi ve bu hiicrelerin sitogenetik durumlari
kayda alind1 (Feretti ve ark., 2007). Deneylerin istatistiksel degerlendirilmesinde

“Fisher’s exact test” ve “Linear trend” analizleri kullanild.
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4. BULGULAR

Alkanna cordifolia bitkisinin kok (7.686 g) ve toprak iisti (13.226 g)
kisimlarindan elde edilen ekstreler, insan fibroblast hiicre hattinda MTT, LDH TAS, TOS
ve immiinofloresan analizleri ile degerlendirilmistir.

4.1. Alkanna cordifolia Kok ve Toprak Ustii Kismindan Hazirlanan
Ekstrelere ait MTT Analizi Sonuclar:

Alkanna cordifolia kok metanol ekstresi (AKM), A. cordifolia kok tereyagi
ekstresi (AKT), A. cordifolia kok zeytinyagi ekstresi (AKZ), A. cordifolia toprak tistii
metanol ekstresi (ATM), A. cordifolia toprak tistii tereyagi ekstresi (ATT) ve A. cordifolia
toprak iistii zeytinyagi ekstresi (ATZ) nin insan fibroblast hiicre hattinda in vitro yapilan

MTT analizlerine ait bulgular asagida verilmistir.

4.1.1. Alkanna cordifolia Kék ve Toprak Ustii Ekstreleri Uzerinde Yapilan
MTT Testine Ait Bulgular

MTT analizi sonuglarina gore (Sekil 4.1, Sekil 4.2) kontrol grubu ile AKM
ekstresinin dozlar kiyaslandiginda AKM-10 pg/mL (2.511£0.15) dozunun istatistiksel

olarak anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05).
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AKM - MTT Testi

*
120+
T

100- N T

% Canlilik Orani

AKM| 5 npg/mL 160 pg/mL

12 saat

24 saat |

Sekil 4.2. AKM ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre gogii iizerindeki etkisinin
yara kapanma testi ile degerlendirilmesi

MTT analizi sonuglarina gore (Sekli 4.3, Sekil 4.4) kontrol grubu ile AKT
ekstresinin dozlar1 kiyaslandiginda AKT-16 pg/mL (12.745+0.13) dozunun istatistiksel
verilere bakildiginda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli (**p<0.01) oldugu tespit

edildi. Aynmi zamanda kontrol grubu ile AKT ekstresinin dozlar1 kiyaslandiginda AKT-
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0.5 pg/mL (1.795+0.15) ve AKT-1 pg/mL (1.913+0.16) dozlarinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05).

AKT - MTT Testi

140- *%

120+

100- .-r.**l_T_

% Canlilik Orani

AKT 4 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL

12 saat

24 saat

Sekil 4.4. AKT ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre gocii tizerindeki etkisinin
yara kapanma testi ile degerlendirilmesi

Insan fibroblast hiicre hattina uygulanan AKZ ekstresinin MTT analiz
sonuglarina gore (Sekil 4.1, Sekil 4.2), AKZ-0.5 pg/ml (2.547+0.20) dozunun kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli (*p<0.05) oldugu tespit edildi.
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AKZ - MTT Testi
*
120+

1004 T

% Canlilik Orani

Sekil 4.5. AKZ ekstresinin dozlarinin MTT testi sonuglari

AKZ | 05pg/mL | 1 pg/mL 2 ng/mL 4 pg/mL l_s pg/mL 16 pg/mL

12 saat |

24 saat

Sekil 4.6. AKZ ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre gogii iizerindeki etkisinin
yara kapanma testi ile degerlendirilmesi

MTT analizi sonuglarina gore (Sekil 4.11, Sekil 4.12) kontrol grubu ile ATM
ekstresinin dozlar1 kiyaslandiginda ATM-5 pg/ml (2.604+0.13) dozunun istatistiksel

olarak ileri diizeyde anlamli (**p<0.01) oldugu, ayn1 zamanda kontrol grubu ile ATM
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ekstresinin dozlar kiyaslandiginda ise ATM-10 ug/ml (2.457+0.23) dozu istatistiksel

olarak anlamli oldugu sonucuna varilmistir (*p<0.05).

ATM - MTT Testi
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Sekil 4.7. ATM ekstresinin dozlarinin MTT testi sonuglari

ATM| SpgmL | 10 pg/mL 20 pg/mL

40 pg/mL | 80pg/mL | 160 pg/mL

12 saat

Sekil 4.8. ATM ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre gocii tizerindeki etkisinin
yara kapanma testi ile degerlendirilmesi

MTT analizi sonuglarina gore (Sekil 4.9, Sekil 4.10) kontrol grubu ile ATT
ekstresinin dozlar1 kiyaslandiginda ATT-0.5 pg/ml (2.801+0.13) dozunun istatistiksel

olarak ileri diizeyde anlamli (**p<0.01) oldugu, ayn1 zamanda kontrol grubu ile ATT
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ekstresinin dozlar1 kiyaslandiginda ise ATT-1 pg/ml (2.582+0.13) dozu, ATT-8 ug/ml

(1.820+0.27) ve ATT-16 upg/ml (1.767+0.19) dozunun istatistiksel olarak anlamli

(*p<0.05) oldugu tespit edildi.

ATT - MTT Testi
140 .
120
100- * ox

% Canhlilik Orani

Sekil 4.9. ATT ekstresinin dozlarinin MTT testi sonuglari

ATT

4 ng/mL 8 ng/mL 16 pg/mL

12 saat

24 saat |

2 pg/mL

Sekil 4.10. ATT ekstresinin farkli konsantrasyonlariin hiicre gogii izerindeki etkisinin

yara kapanma testi ile degerlendirilmesi
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MTT analizi sonuglarina gore (Sekil 4.7, Sekil 4.8) kontrol grubu ile ATZ
ekstresinin dozlart kiyaslandiginda ATZ-0.5 pg/ml (2.486+0.14), ATZ-8 pg/ml
(1.943+0.06), ATZ-16 pg/ml (1.889+0.08) dozlarmnin istatistiksel olarak anlamli oldugu
sonucuna varilmistir (*p<0.05).

ATZ - MTT Testi

*
120-

100 * *

% Canlilik Orani

ATZ

12 saat :

24 saat

Sekil 4.12. ATZ ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre gégii tizerindeki etkisinin
yara kapanma testi ile degerlendirilmesi
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4.2. Alkanna cordifolia’dan Hazirlanan Ekstrelerin immiinfloresans Analiz
Bulgulan

Alkanna cordifolia k6k metanol ekstresi (AKM), A. cordifolia kok tereyagi
ekstresi (AKT), A. cordifolia kok zeytinyagi ekstresi (AKZ), A. cordifolia toprak tistii
metanol ekstresi (ATM), A. cordifolia toprak iistii tereyagi ekstresi (ATT) ve A. cordifolia
toprak tstii zeytinyagi ekstresi (ATZ) gruplarinda BEK ve TGFIp yoniinden
immunfloresans boyamalar yapildi ve elde veriler SPSS 20.0 programinda one-way
ANOVA, post hoc Tukey testi ile analiz edildi.

AKM grubunda yapilan boyamalarda 40 pug/ml, 80 pg/ml ve 160 ug/ml doz
gruplarinda hafif diizeyde, kontrol, DMSO, 5 pg/ml ve 20 pg/ml doz gruplarindan orta,
10 pg/ml doz grubunda ise siddetli diizeyde BEK ile TGFI1p floresans pozitifliklerine

rastland1 (Tablo 4.1, Sekil 4.13).
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Tablo 4.1. AKM ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu

AKM BEK TGF1p
Kontrol 18.90+5.48% 15.83+3.212
DMSO 20.61+4.832 16.54+2.052
5 pg/ml 19.42+3.05 15.09::3.26°
10 pg/ml 32.40+6.18° 26.92+5.49°
20 pg/ml 21.68+4.01° 17.27+3.032

40 pg/ml 12.39+2.27° 8.24+1.04°

80 pg/ml 13.1142.64° 6.97+1.81¢

160 pg/ml 11.53+4.6° 7.55+2.16°

(p<0.001). a,b,c

gostermektedir.

Ayni  stitundaki

harfler dozlar arasi

farklilig

40



160 pg/ml

—

Sekil 4.13. AKM ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri

10 pg/ml doz grubunda siddetli, Kontrol, DMSO, 5 pg/ml ve 20 pg/ml doz

gruplarinda orta diger gruplarda hafif diizeyde BEK ile TGF1p floresans pozitiflikleri (
—), hafif (+), orta (++), siddetli (+++). IF.

AKT grubunda yapilan boyamalarda siddetli diizeyde BEK ile TGFI1p floresans
pozitiflikleri 16 pg/ml doz grubundaki gézlendi. Diger gruplardan Kontrol, DMSO, 4

ug/ml ve 8 ug/ml doz gruplarinda orta, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2 pg/ml doz gruplarinda

hafif diizeyde pozitifliklere rastlandi (Tablo 4.2, Sekil 4.14)
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Tablo 4.2. AKT ekstresinin BEK ve TGF1 floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu
AKT BEK TGF1p
Kontrol 21.16+4.73% 17.27+4.192
DMSO 19.48+5.062 16.93+3.712
0.5 pg/ml 12.07+3.82° 9.61+2.50°
1 pg/ml 13.51+4.95° 8.97+3.29P
2 ng/ml 12.48+5.24° 10.55+4.36°
4 ng/ml 20.41+6.03 19.94+3.90°
8 pg/ml 18.96+5.49° 20.35+3.61°
16 pg/ml 32.44+7.16° 28.18+5.31°

(p<0.001). a,b,c  Aym siitundaki farklt harfler dozlar arasi
gostermektedir.

farklilig1
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BEK TGF1B

0,5 pg/ml

Sekil 4.14. AKT ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri

16 pg/ml doz grubunda siddetli, Kontrol, DMSO, 4 pg/ml ve 8 pg/ml doz

gruplarinda orta, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml ve 2 pg/ml doz gruplarinda hafif diizeyde BEK ile

TGF1p floresans pozitiflikleri (—), hafif (+), orta (++), siddetli (+++). IF.

AKZ grubunda yapilan boyamalarda siddetli diizeyde BEK ile TGF1p floresans
pozitiflikleri 0.5 pg/ml ve 1 pg/ml doz grubundaki gézlendi. Diger uygulama gruplarinda

ise orta diizeyde pozitifliklere rastlandi (Tablo 4.3, Sekil 4.15).
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Tablo 4.3. AKZ ekstresinin BEK ve TGF1 floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu
AKZ BEK TGF1p
Kontrol 20.81+5.41° 16.72+2.282
DMSO 19.20+4.822 18.06+3.86%
0.5 pg/ml 33.48+5.17° 29.20+6.13°
1 pg/ml 31.95+4.01° 28.39+4.06°
2 ng/ml 21.03+2.892 17.12+5.032
4 ng/ml 22.51+3.642 16.07+2.472
8 ng/ml 20.12+4.67% 18.11+5.602
16 pg/ml 19.97+3.207 18.33+4.032

(p<0.001). a,b,c  Aym siitundaki farklt harfler dozlar arasi
gostermektedir.

farklilig1
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16 pg/ml

Sekil 4.15. AKZ ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri
0.5 pg/ml ve 1 pg/ml doz grub 1 doz grubunda siddetli, diger gruplarda orta
diizeyde BEK ile TGF1p floresans pozitiflikleri (—), orta (++), siddetli (+++). IF.
ATM grubunda yapilan boyamalarda da siddetli diizeyde BEK ile TGF1p

floresans pozitiflikleri 5 pg/ml ve 10 pg/ml doz grubundaki gozlendi. Diger uygulama

gruplarinda ise orta diizeyde pozitifliklere rastlandi (Tablo 4.4, Sekil 4.16).



Tablo 4.4. ATM ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu

ATM BEK TGF1p

Kontrol 22.13+4.16° 18.61+2.64°

DMSO 21.07+3.63? 17.40+3.212

5 ng/ml 34.52+5.92° 29.07+5.34°

10 pg/ml 33.04+2.63° 28.31+1.37°

20 pg/ml 19.33+3.972 16.95+4.80°

40 pg/ml 20.01+5.69? 17.64+4.19

80 pg/ml 22.39+4.30? 18.51+3.112

160 pg/ml 19.07+2.512 18.34+6.28?

(p<0.001). a,b,c

gostermektedir.

Ayni siitundaki

farkli

harfler dozlar arasi

farklilig
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BEK TGF1p

Control : #+% | Control

++ 1160 pg/ml

Sekil 4.16. ATM ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri

5 ng/ml ve 10 pg/ml doz grubunda siddetli, diger gruplarda orta diizeyde BEK ile
TGF1p floresans pozitiflikleri, orta (++), siddetli (+++) IF.

ATT grubunda yapilan boyamalarda BEK ile TGFI1p floresans pozitiflikleri 0.5
ug/ml ile 1 pg/ml doz gruplarinda siddetli diizeyde Kontrol, DMSO ile 2 pug/ml doz
gruplarinda orta diizeyde, 4 pg/ml, 8 ng/ml ve 16 pg/ml doz gruplarinda ise hafif diizeyde

tespit edildi (Tablo 4.5, Sekil 4.17).
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Tablo 4.5. ATT ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu
ATT BEK TGF1p
Kontrol 21.65+4.19° 15.82+1.18%
DMSO 22.74+3.872 17.01+2.322
0.5 pg/ml 35.12+6.69° 28.87+3.41°
1 png/ml 36.51+4.20P 27.01+5.60°
2 ng/ml 20.79+3.41° 16.03+6.182
4 ng/ml 12.31+3.44° 7.39+1.61°
8 ng/ml 13.26+2.03° 8.70+3.40°
16 pg/ml 14.97+2.57° 7.03+£2.28°

(p<0.001). Ayni stitundaki harfler dozlar arasi
gostermektedir.

farklilig
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Sekil 4.17. ATT ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri

0.5 pg/ml ve 1 pg/ml doz grub 1 pg/ml doz grubunda siddetli, kontrol, DMSO ve
2 ug/ml doz gruplarinda orta, 4 pg/ml, 8 pg/ml ve 16 pg/ml doz grubunda hafif diizeyde
BEK ile TGF1p floresans pozitiflikleri. Hafif (+), orta (++), siddetli (+++).

ATZ grubunda yapilan boyamalarda BEK ile TGF1 floresans pozitiflikleri 0.5
ug/ml ile 1 pg/ml doz gruplarinda siddetli diizeyde Kontrol, DMSO, 2 pg/ml ile 4 ng/ml
doz gruplarinda orta diizeyde, 8 pg/ml ve 16 pg/ml doz gruplarinda ise hafif diizeyde

tespit edildi (Tablo 4.6, Sekil 4.18).



Tablo 4.6. ATZ ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitifliklerinin istatistiksel analiz

tablosu
ATZ BEK TGF1p
Kontrol 19.30+2.282 16.42+3.472
DMSO 18.97+2.04% 15.33+2.922
0.5 pg/ml 33.71+4.32° 26.04+5.26°
1 pg/ml 32.86+5.10° 27.18+3.79°
2 ng/ml 18.63+5.422 14.42+6.23%
4 ng/ml 20.04+4.582 16.39+2.06%
8 ng/ml 12.48+1.29° 7.20+1.31°
16 pg/ml 13.54+1.62° 6.96+2.50°

(p<0.001). a,b,c  Ayni siitundaki farkli harfler dozlar arasi
gostermektedir.

farklilig
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Sekil 4.18. ATZ ekstresinin BEK ve TGF1p floresans pozitiflikleri

0.5 pg/ml ve 1 pg/ml doz grub 1 pg/ml doz grubunda siddetli, kontrol, DMSO, 2
png/ml ve 4 pg/ml doz gruplarinda orta, 8 pug/ml ve 16 pg/ml doz grubunda hafif diizeyde
BEK ile TGF1p floresans pozitiflikleri. Hafif (+), orta (++), siddetli (+++).

4.3. Alkanna cordifolia Ekstreleri Uzerinde Yapilan TAS, TOS, LDH
Deneylerine Ait Bulgular

Bu calisma kapsaminda, hiicre kiiltiiriinde oksidatif stres diizeyi ve hiicre zar
biitiinliiglindeki degisiklikleri degerlendirmek amaciyla toplam antioksidan seviyesi

(TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS) ve laktat dehidrogenaz (LDH) analizleri yapildi.
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Yapilan analizler, farkli ekstrelerin uygulandigi gruplar arasindaki biyokimyasal
degisimleri ortaya koymak ve hiicre yanitlarini karsilastirmak amaciyla yapilmistir.
Insan fibroblast hiicre hatt1 (L929)’da LDH, total antioksidan seviyesi (TAS) ve
total oksidan seviyesi (TOS) analizleri yapildi.
4.3.1. Toplam Antioksidan Seviyelerine Ait Bulgular
TAS, hiicrelerin oksidatif strese karsi koyma kapasitesini yansitan énemli bir

biyokimyasal parametredir.

AKM uygulamasinda (Sekil 4.19) 5 pg/ml dozundan itibaren TAS degerinde
anlamli bir artis oldugu (p<0.5), dozun yiikseltilmesiyle birlikte bu artis daha da belirgin
hale geldigi ve 6zellikle 160 pg/ml’de en yiiksek seviyeye ulastigi (p<0.001) tespit edildi.
Bu veriler, AKM’nin doz-bagimli sekilde antioksidan kapasiteyi artirarak hiicreleri

oksidatif strese kars1 koruma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

AKT uygulamasinda (Sekil 4.19), 1 pg/ml dozundan itibaren belirgin bir TAS artisi
oldugu, bu artisin dozla birlikte devam ettigi ve 16 pg/ml’de en yiiksek diizeye ulastigi
tespit edildi (p<0.001). Bu sonuglar, AKT'nin giiglii ve doz-bagimli bir antioksidan etkiye

sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

AKZ uygulamasinda (Sekil 4.19) TAS seviyeleri 0.5 pg/ml dozdan itibaren artis
gostermis ve 4 ug/ml konsantrasyonunda maksimum etki gozlenmistir (p<0.001). Ancak
8 ve 16 pg/ml dozlarinda hafif bir disiis gozlenmistir. Bu durum, AKZ’nin belirli bir
doza kadar antioksidan etki gdosterdigini, ancak yiiksek dozlarda bu etkinin plato

yapabilecegini veya kismen azalabilecegini diistindiirmektedir.

ATM grubunda (Sekil 4.19), 10 ug/ml dozundan itibaren TAS seviyelerinde hizli
bir artis oldugu ve 20 ug/ml’de maksimum diizeye ulastigi, daha yiiksek dozlarda artis

plato yaparak sabitlendigi tespit edildi. Bu bulgular, ATM nin belirli bir konsantrasyona
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kadar giiclii bir antioksidan etki gosterdigini, sonrasinda bu etkinin dengeye ulastigini

gostermektedir.

ATT uygulamasinda (Sekil 4.19), 1 pg/mL dozunda anlaml bir artis (p<0.01, 2
ug/ml dozunda maksimum TAS diizeyine ulastigi, ancak daha yiiksek dozlarda TAS
seviyesi kademeli olarak azaldig1 gozlendi. Bu sonuglar, ATT nin yalnizca diisiik ve orta

dozlarda antioksidan etki gosterdigini, yiiksek dozlarda ise etkinliginin azaldigin1 veya

prooksidan bir etki gosterebilecegini diistindiirmektedir.

ATZ uygulamasinda (Sekil 4.19), TAS diizeyleri 2 pg/ml dozunda artmaya
basladigi, 4 ug/ml’de en yiiksek seviyeye ulastigi, ancak 8—16 ug/ml araliginda belirgin
bir azalma meydana geldigi (p<0.01) tespit edildi. Bu durum, ATZ’nin diisiik dozlarda
antioksidan etki gosterdigini, ancak yiiksek dozlarda bu etkinin zayifladigin1 ve hiicresel

savunma kapasitesinde diisiis yasandigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.19. Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki ekstre uygulamalarinin
hiicrelerde toplam antioksidan seviyesi (TAS) iizerindeki etkileri
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Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak sunulmustur. DMSO:
Dimetilstilfoksit; a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar ap<0.05, aoap
<0.01, aaap <0.001; 6; DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar 6p<0.05,

00p < 0.01, 000 p < 0.001)

AKM, AKT, AKZ ve ATM o6rnekleri, genel olarak doz artisiyla birlikte antioksidan
kapasiteyi ylikselterek olumlu bir hiicresel koruma etkisi gostermektedir. Buna karsilik,
ATT ve ATZ ornekleri ise sadece diisiik ve orta dozlarda anlamli antioksidan aktivite
sergilemis, yliksek dozlarda ise bu etkinlikte diisiis gozlenmistir. Bu durum, bazi
bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan etkilerini kaybedip prooksidan hale
gelebilecegini gdstermektedir.

4.3.2. Toplam Oksidan Seviyelerine Ait Bulgular

TOS analizi, hiicre ortamindaki toplam oksidan yiikii degerlendirilerek oksidatif
stres durumu hakkinda bilgi veren bir gostergedir.

AKM uygulamasinda (Sekil 4.20) 10 pg/ml dozunda en yiiksek TOS seviyesi tespit
edildi. Bu dozda elde edilen deger, hem kontrol grubuna hem de DMSO grubuna gore
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli (p<0.001) oldugu, daha yiiksek dozlarda (40-160
ug/mL) TOS seviyeleri yiiksek kalmaya devam etse de, 10 pg/ml'ye kiyasla bir miktar
azalma gostermektedir (Sekil 4.20). Bu durum, AKM'nin belli bir dozdan sonra
prooksidan etkisinin azalabilecegini ve olast bir doz esigi sonrasi etkinliginin
sinirlanabilecegini diisiindiirmektedir.

AKT i¢in elde edilen veriler, diisiik dozlarda (6zellikle 0.5 ve 1 pg/ml) TOS
seviyesinin yiiksek oldugunu ancak doz arttik¢a (6rnegin 16 pg/ml) bu seviyenin

azaldigin1 gostermektedir (Sekil 4.20). Bu durum, AKT'nin diisiik dozlarda oksidatif stres

54



olusturdugu, ancak yiiksek dozlarda bu etkinin azaldigi, hatta olasilikla antioksidan bir
mekanizmanin aktive oldugu yoniinde yorumlanabilir.

AKZ uygulamasinda doz arttikga TOS seviyesinde belirgin ve diizenli bir artis
gozlendi. En yiiksek degerin 16 ng/ml dozunda oldugu (Sekil 4.20), kontrol ve DMSO
gruplarina gore bu artis yliksek derecede anlamli bulundu (p<0.001). Bu veriler, AKZ'nin
giiclii bir doz-bagimli prooksidan etki gdsterdigini ortaya koymaktadir.

ATM grubunda, TOS diizeylerinde DMSO kontroliinden itibaren siirekli bir artis
oldugu ve en yiiksek degerin 160 ug/ml dozunda oldugu goézlendi (Sekil 4.20). Yiiksek
doz uygulamalarinda elde edilen artislar, istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <0.001).
Bu sonuglar, ATM'nin konsantrasyonla birlikte oksidan tiretimini arttiran doz-bagimli bir
prooksidan ajan oldugunu gostermektedir.

ATT uygulamasinda da TOS seviyelerinde artisin doza bagimli oldugu, 16
ug/ml’de en yiiksek seviyeye ulastigi tespit edildi (Sekil 4.20). Uygulanan tiim dozlar,
hem kontrol hem de DMSO gruplarina kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek TOS degerleri
oldugu (p<0.001) gozlendi. Bu bulgular, ATT nin hiicrelerde belirgin sekilde oksidatif

stres olusturdugunu gostermektedir.

ATZ o6rneginde de benzer sekilde doz artisina paralel olarak TOS seviyelerinde
kademeli bir yiikselis gézlendi (Sekil 4.20). 16 pg/ml’de 6lgiilen en yiiksek TOS seviyesi,
hem kontrol hem de DMSO gruplarina gére anlamli fark gostermektedir (p<0.001). Bu

veriler, ATZ’nin doz-bagimli bir oksidatif stres indiikleyicisi oldugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.20. Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki ekstre uygulamalariin
hiicrelerde toplam oksidan seviyesi (TOS) {izerindeki etkileri

Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak sunulmustur. DMSO:
Dimetilsiilfoksit; a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar ap<0.05, aop
<0.01, aaop <0.001; 6; DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar 6p<0.05,
00p < 0.01, 666 p <0.001)

TOS analizleri, test edilen tiim 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda hiicrelerde
oksidatif stres olusturma kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle AKZ,
ATM, ATT ve ATZ ornekleri, doz artis1 ile birlikte TOS seviyesinde anlamhi artiglar
gostererek giiclii prooksidan ozellikler sergilemistir. AKT 6rneginde ise doz artisiyla
birlikte oksidatif etkinin azaldig1 gozlemlenmis, bu da farkli mekanizmalarin devreye

girdigini diisiindlirmektedir.
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4.3.3. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi Bulgulari

LDH, hiicre zar biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucu ortama salinan bir enzimdir. Bu
nedenle LDH aktivitesindeki artis, hiicresel hasar veya sitotoksisite gostergesi olarak
kabul edilir.

AKM uygulamasinda, 10 pg/ml dozundan itibaren LDH aktivitesinde belirgin bir
artis oldugu, en yiiksek aktivitenin ise 160 ug/ml’de 6l¢iildiigii tespit edildi. Bu artislar,
hem kontrol hem de DMSO gruplarina gore yiiksek derecede anlamli (p<0.001) oldugu,
elde edilen verilerin, AKM'nin doz-bagimli sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.21).

AKT i¢in LDH aktivitesinin en yiiksek oldugu doz 1 pg/mL oldugu belirlendi.
Daha yiiksek konsantrasyonlarda LDH diizeyinin azaldigi, bu durumun, diisiikk dozda
hiicre zar biitiinliiglinlin daha fazla zarar gérdiigiinii, yliksek dozlarda ise hiicre 6liimiiniin
tamamlanmis olabilecegini ve dolayisiyla daha az LDH salinimi gergeklestigini
diisiindiirmektedir. Bu, olas1 bifazik (iki asamali) bir sitotoksik etkiyi isaret edebilir (Sekil
4.21).

AKZ uygulamasinda LDH aktivitesinde doz ile birlikte siirekli ve anlamli bir artig
tespit edildi. LDH aktivitesi, 16 pg/ml dozunda en yiiksek seviyeye ulagmis olup; bu artis,
kontrol ve DMSO gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).
Bu bulgular, AKZ’nin klasik bir doz-bagimli sitotoksik etki profili sergiledigini
gostermektedir (Sekil 4.21).

ATM uygulamasina bagl olarak tiim dozlarda LDH aktivitesinde kademeli bir
artis oldugu, 160 pg/ml dozunda ise maksimum seviyeye ulastigi tespit edildi. Bu
sonuglar, ATM’nin artan konsantrasyonlarla birlikte hiicre zarinda hasara yol agtigini1 ve

belirgin sitotoksik etkiler olusturdugunu gostermektedir (Sekil 4.21).

S7



ATT uygulamasinda LDH aktivitesindeki artis 0.5 ug/ml dozundan itibaren
basladigi ve 16 pg/ml dozunda maksimum diizeye ulastigi tespit edildi. Elde edilen
veriler, ATT'nin diisiik dozlardan itibaren anlamli sitotoksisiteye neden oldugunu ve bu
etkinin dozla birlikte arttigin1 ortaya koymaktadir (Sekil 4.21).

ATZ grubunda da LDH aktivitesinin doz artisina bagli olarak diizenli sekilde
yiikseldigi, en yiiksek aktivitenin 16 ug/ml dozunda o6lgildigii ve bu artislarin hem
kontrol hem de DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. Bu

bulgular, ATZ’nin doz-bagiml giiclii bir sitotoksik etki potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki ekstre uygulamalariin
hiicrelerde laktat dehidrogenaz (LDH) iizerindeki etkileri

Veriler ortalama =+ standart sapma (SS) olarak sunulmustur. DMSO:
Dimetilsiilfoksit; a: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar ap<0.05, aop
<0.01, aaop <0.001; 6; DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklar 6p<0.05,

00p < 0.01, 000 p < 0.001)
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Bu analiz, test edilen tiim bilesiklerin hiicre zar biitiinliigiinii bozarak LDH
salinimini artirdigr ve dolayisiyla farkli derecelerde sitotoksisite olusturdugu sonucunu
desteklemektedir. Ozellikle AKM, AKZ, ATM, ATT ve ATZ érneklerinde doz artisiyla
birlikte anlamli ve siirekli bir LDH aktivitesi artis1, bu bilesiklerin doz-bagimli sitotoksik
Ozelliklere sahip oldugunu ortaya koymaktadir. AKT 6rneginde gbzlenen non-lineer
(bifazik) yanit ise farkli hiicresel mekanizmalarin etkili olabilecegine isaret etmektedir.

4.4. Alkanna cordifolia Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Alkanna cordifolia ekstresine 20-100 pg/petri uygulama konsantrasyonlarinin
genotoksik agidan biyogiivenlikleri histidin oksotrofu mutant Salmonella typhimurium
TA97a, TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve triptofan oksotrofu mutant Escherichia coli
WP2uvrA test suslar1 kullanilarak test edilmistir. Oksotrofiye neden olan bolgelerde geri
mutasyona bagl olarak prototrofiye gecisin gézlenmesi esasina dayanan genotoksisite
denemelerinde test bilesenlerinin hi¢birinin negatif kontrol grubundaki geri donen koloni
sayisina kiyasla anlamli derecede geri mutasyona sebep olmadigi tespit edilmistir (Tablo

4.7).
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Tablo 4.7. Ames/Salmonella ve E. coli WP2 bakteriyel genotoksisite testi sonuglari

Geri Donen Koloni Sayilan

(Mean £ S.D.)
Test Gruplar: s s s
(ng/Petri) S. typhimurium ey LT S. typhimurium T E. coli
TA1535 typhimurium typhimurium TA97a typhimurium WP2
TA100 TA1537 TA98

AKM
50 42.2+3.76 64.2 +9.58 26.5 +4.37 433 +5.39 50.0 £ 6.75 32.0+£2.53
100 39.7+7.53 69.0 + 5.90 29.5+5.01 42.5+4.89 52.8 + 6.05 33.2+3.76
150 42.3+497 67.0+2.83 24.7 + 4.68 46.3 +5.05 55.2 +7.63 35.8+£2.64
200 36.0 +£5.80 62.2 + 6.68 29.0+7.01 46.2 + 4.88 50.3+£6.19 33.8+3.06
250 40.7 + 6.44 63.5 + 8.60 32.5+4.68 44.7 +3.88 55.2 +6.34 30.3 £3.67

AKT
50 42.8+4.17 65.0 + 8.29 28.3+3.50 453 +£3.14 55.2 + 7.57 33.7+£3.72
100 38.7+3.98 60.2 £5.27 24.7 + 4.27 45.8 + 5.04 51.5+9.48 31.2+3.54
150 36.0+4.43 66.2 +7.63 26.3 +4.97 43.5+5.09 53.2+7.63 31.3+3.39
200 40.5 £ 5.86 62.0 £8.10 30.2+4.54 443 +4.80 56.5 + 8.92 31.8+4.54
250 37.7+£5.61 63.8 + 6.65 33.0+3.74 45.7 +3.61 50.8 £9.91 32.0+4.15

AKZ
50 40.5+4.81 66.0 + 7.46 25.5+4.89 44.5 + 4.37 51.0 £ 5.55 29.5+2.88
100 38.3 +£6.56 63.3+£8.12 29.2 +553 44.7 +4.93 52.0 + 8.63 29.7 +3.08
150 40.0 +3.79 67.5+5.36 28.2+7.05 47.7 +£3.08 57.7+5.43 30.8 £5.04
200 39.2+5.23 61.8+9.28 26.2 +4.75 423 +£3.27 49.2 +8.33 30.0+£3.16
250 38.0+4.52 722 +591 30.3 £8.09 448 +5.19 51.3+9.40 34.7+4.03

ATM
50 38.8+4.12 67.2 +8.28 31.7+5.47 448 +4.71 55.0 £ 6.57 33.8 £3.87
100 41.3 +£4.37 62.8 +8.23 248 £6.27 41.8 +4.54 52.7+5.20 29.3+3.78
150 36.0+5.59 65.8 + 8.64 26.2+3.13 442 +5.19 48.7 £ 8.57 27.0+2.53
200 38.8+5.91 63.2 +8.73 273+ 641 45.74+5.20 46.2 +£5.42 31.7+4.50
250 38.3+4.08 62.2 £ 6.55 28.7 £ 4.46 442 +2.48 57.5+7.92 31.7+4.93
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Tablo 4.7. (Devam)

ATT
50 423 +4.37
100 37.3+7.26
150 37.3+6.02
200 39.2+4.79
250 38.5+6.25
ATZ
50 37.8+6.27
100 37.5+4.23
150 36.3+4.32
200 37.3+5.85
250 42.0+5.18
Pozitif 424.0 £ 16.14
Kontroller
NaNs (5 pg)
9-AA (50 ug)
4-NPD (2.5 pug)
MNNG (1 pg)
Negatif
Kontroller 38.5+4.32
DMSO (100 pl)

64.2 + 6.65
68.3 + 6.98
67.0 £ 6.29
70.3 +£6.02
61.2 + 5.64

66.0 + 5.14
65.3 +5.50
63.3+7.81
65.7 + 6.59
68.7 + 4.55

668 = 19.65

62.3 +8.50

27.8+5.78
24.3+3.78
25.0 +4.05
31.5+4.68
29.5+5.86

27.5+5.68
28.3 +6.86
25.2+5.60
31.2+4.62
27.0+2.00

303.7+12.13

25.2+3.92

46.8 £+ 3.66
46.0 £ 4.15
42.7 + 5.47
44,7 + 4.50
44,7 +3.93

41.3+4.03
44.2 +£5.53
44.5 +£3.62
42,3 +£5.82
472+4.12

489.8 + 12.97

442 +3.76

53.0 £ 5.59
57.5+7.79
47.3 +£10.65
56.8 + 5.78
48.2 +6.74

51.3 +3.83
55.3+8.12
57.7+4.13
58.8 + 6.85
54.0 £ 6.75

628.5+ 12.60

51.7 + 5.68

30.0£3.90
30.8 £ 6.24
27.7+2.50
35.2+2.64
29.2 +4.75

32.2+2.64
32.0+3.95
32.0+3.29
30.2 + 3.06
33.5+4.23

398.2 + 8.80

29.0+4.34
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Tablo 4.8. Allium testinde mitotik indeks ve kromozomal aberasyon degisimleri

Test Grubu Mitotik Kromozom Aberasyonu (%) Istatistiksel Analiz
(mg/L) index Fisher’s Linear
(%) Ab P K K M YK T exact test trend
AKM
50 19.0 0.2 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1 0.5 NS
100 19.9 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 NS
150 19.5 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1 0.4 NS NS
200 18.7 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.5 NS
250 19.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.6 NS
AKT
50 19.3 0.2 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 NS
100 19.3 0.1 0.0 0.2 0.1 0.0 0.0 0.4 NS
150 19.4 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1 0.4 NS NS
200 19.3 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.6 NS
250 19.2 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1 0.4 NS
AKZ
50 19.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.2 0.6 NS
100 18.9 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.2 0.5 NS
150 19.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.0 0.1 0.7 NS NS
200 19.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.6 NS
250 19.2 0.1 0.0 0.2 0.1 0.0 0.2 0.6 NS
ATM
50 19.1 0.2 0.1 0.2 0.0 0.0 0.1 0.6 NS
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Tablo 4.8. (Devam)

100

150

200

250
ATT

50

100

150

200

250
ATZ

50

100

150

200

250
Kontroller
Negatif Kontrol: ddH20
Pozitif Kontrol: EMS (25
mM)

19.2
19.2
19.0
18.9

19.3
19.0
19.1
19.1
19.3

19.3
19.1
19.3
19.2
19.4

194
111

0.2
0.1
0.2
0.3

0.2
0.2
0.2

0.2

0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

0.2
2.3

0.1
0.1
0.1
0.0

0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

0.0
0.1
0.1
0.1
0.1

0.1
0.2

0.2
0.0
0.1
0.1

0.2
0.2
0.1
0.0
0.1

0.1
0.3
0.1
0.1
0.1

0.1
11

0.0
0.1
0.1
0.1

0.1
0.0
0.1
0.1
0.1

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

0.0
0.7

0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0

0.0
0.1

0.0
0.4

0.3
0.1
0.0
0.2

0.0
0.1
0.1

0.2

0.1
0.2
0.2
0.1
0.1

0.2
1.4

0.8
0.4
0.5
0.7

0.7
0.6
0.6
0.5
0.7

0.5
0.8
0.6
0.5
0.6

0.6
6.1

NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS

NS

NS

NS

AK: anafaz koprisi, KK: kromozom kirigi, KG: kromozom gecikmesi, KKy: kromozom kaybi, CM: C-metafaz, YK: yapigkan kromozom, T: toplam kromozom

aberasyonu, S: negatif kontrole kiyasla istatistiksel agidan 6nemli ve NS: istatistiksel agidan 6nemsiz (p < 0.05).
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Sekil 4.22. Mitotik A. cepa kok hiicrelerinde normal mitoz bdliinme safhalari (a—d) ve EMS tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyonlar (e—
-
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5. TARTISMA

Calismamizin hipotezi, Alkanna cordifolia bitkisinin toprak tstii kisimlart ve
koklerinden elde edilen yag ve metanolik ekstrelerinin in vitro insan fibroblast hiicre hatti
tizerinde yara iyilestirici etkisini tespit etmektir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen
bulgular; MTT analizlerinde AKZ ekstresinin 0.5 mg/mL dozunda hiicre
proliferasyonunu artirdigi, TAS analizlerinde AKZ ekstresinin 0.5 ug/mL dozlarinda
yiiksek antioksidan kapasite oldugu, TOS ve LDH analizlerine gore, AKZ, ATM, ATT
ve ATZ ekstrelerinde, doz artisi ile birlikte TOS ve LDH seviyesinde anlamli artiglar
oldugu tespit edildi.

MTT testinde elde edilen bulgular, tiim ekstrelerin hiicre canlilig1 iizerinde doz-
bagimli degisimler olusturdugunu ortaya koymustur. Calismada gerceklestirilen MTT
testi sonuglari, A. cordifolia bitkisinin kok kismindan elde edilen zeytinyagi ekstresinin
(AKZ), ozellikle 0.5 ng/mL gibi diisiik bir konsantrasyonda fibroblast hiicre canliligini
en fazla artiran fraksiyon oldugunu ortaya koymustur. Bu sonug, zeytinyagi ekstresinin
yara iyilesme siirecinde etkili bir destekleyici ajan olabilecegini gostermektedir. Ozellikle
diisiik dozda elde edilen yliksek canlilik orani, sitotoksik etki gdstermeden biyolojik
aktivite sagladigim1 diisindiirmektedir. Buna karsin, doz arttikca canlilikta azalma
gozlenmesi, bu fraksiyonun da doz bagimli bir etki profiline sahip oldugunu
gostermektedir. Elde edilen bulgular 1s18inda, AKZ fraksiyonu yara iyilestirici
formiilasyonlarda diisiik dozda kullanim i¢in 6ncelikli aday olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda 4. cordifolia bitkisinden elde edilen c¢esitli ekstrelerin toplam
antioksidan kapasiteleri (TAS) degerlendirilmistir. Sonuglar genel olarak, metanol
ekstrelerinin (6zellikle AKM ve kismen ATM), diger yag bazli ekstre tiirlerine kiyasla
daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. AKM ekstresi,

ozellikle 160 pg/mL dozunda, anlamli ve doz-bagimli bir antioksidan artis saglamstir.
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ATM ekstresi de yiiksek dozlarda belirli bir etki gostermis ancak AKM kadar giiglii bir
sonug elde edilememistir. Bununla birlikte, dikkat ¢eken bir diger bulgu da, baz1 yag bazl
ekstrelerin (6zellikle AKZ ve ATT) diisiik konsantrasyonlarda antioksidan kapasiteyi
artirmalaridir. Ornegin, AKZ ekstresi 0.5-4 pg/mL araliginda belirgin bir TAS artis1
gostermis; benzer sekilde ATT ekstresi de 1-2 pg/mL dozlarinda anlamhi diizeyde
antioksidan etki ortaya koymustur. Bu durum, ekstrelerin biyolojik etkilerinin yalnizca
maksimum etki diizeyine degil, ayn1 zamanda uygulanan doz aralifina bagli olarak
degiskenlik gosterebilecegini diigiindlirmektedir. Dolayisiyla, sadece en yiiksek TAS
degerine ulasan ekstreyi "en etkili" olarak degerlendirmek, potansiyel etkileri tam olarak
yansitmayabilir. Ozellikle farmasdtik veya kozmetik amaglh formiilasyon gelistirme
stireglerinde, diislik dozlarda etkili olan ve daha az toksisite riski tasiyan 6rneklerin de
dikkate alinmas1 6nemlidir. Bu baglamda, diisiik dozlarda antioksidan etki gosteren AKZ
ve ATT ekstrelerinin, alternatif ve giivenli antioksidan kaynaklar1 olarak
degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

TOS analizi sonuglari, farkli ekstrelerin oksidatif stres iizerindeki etkilerinde
belirgin farkliliklar oldugunu gostermistir. Ozellikle AKM (kok metanol ekstresi), TOS
diizeyini diisiik tutarak en az oksidatif stres olusturan fraksiyon olmustur. Buna karsin
AKZ, ATZ, ATT ve ATM ekstrelerinde doz arttikga TOS degerlerinde anlamli yiikselme
gozlenmis, bu da bu fraksiyonlarin prooksidan etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, AKM ekstresinin hiicre ortaminda daha giivenli ve dengeleyici bir etki
sundugunu gdstermekte, yara iyilestirici formiilasyonlar icin tercih edilebilir bir aday
oldugunu desteklemektedir.

LDH analiz bulgulari, ekstrelerin sitotoksik etkilerinin dozla nasil degistigine dair
onemli bilgiler sunmustur. AKM ekstresi, 10 pg/mL dozundan itibaren LDH salinimini

artirmaya baglamis ve 160 pg/mL dozunda en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bu durum,
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AKM’nin yiiksek dozlarda hiicre zar biitiinliiglinii bozarak belirgin sitotoksisite
olusturdugunu gostermektedir. Ancak diislik ve orta dozlarda etkisi sinirl kalmis, bu da
kontrollii kullanimda giivenli bir profil sunabilecegini diisiindiirmektedir. AKT ekstresi
icin LDH diizeyleri 1 pg/mL dozunda zirve yapmis, ancak daha yliksek dozlarda LDH
saliniminda azalma gozlenmistir. Bu durum, disik dozlarda hiicre zar hasarmin
basladigini, yiiksek dozlarda ise hiicre Oliimiiniin gerceklesmis olabilecegini ve bu
nedenle LDH'nin disar1 saliniminin azaldigini diisiindiirmektedir. Bu yanit, potansiyel
olarak bifazik bir toksisite profiline isaret eder. AKZ, ATT ve ATZ ekstrelerinde LDH
aktivitesi, uygulanan dozla birlikte kademeli ve istatistiksel olarak anlamli bigimde
artmistir. Bu artiglar, bu ekstrelerin klasik bir doz-bagimli sitotoksik etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. Hiicre zarinda meydana gelen hasar, bu ekstrelerin yiiksek
konsantrasyonlarda  fibroblastlar iizerinde olumsuz etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. ATM uygulamasinda da benzer sekilde LDH diizeylerinde stirekli bir artig
gbzlenmis ve en yiiksek seviyeye 160 pg/mL’de ulasilmistir. Bu bulgular, ATM'nin
yiiksek konsantrasyonlarda zar biitiinliiglini bozdugunu ve belirgin sitotoksik etki
yarattigin1 gostermektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, LDH analizleri farkli
fraksiyonlarin sitotoksik profillerini ayirt edebilme agisindan 6nemli ipuglar1 sunmustur.
AKT ekstresinde gozlenen bifazik yanit, farkli hiicresel mekanizmalarin etkili
olabilecegini diistindiirmektedir. Buna karsilik AKZ, ATT, ATM ve ATZ ekstrelerinde ise
daha klasik, lineer bir doz-artis iliskisi gozlenmistir. Bu nedenle, s6z konusu ekstrelerin
yara iyilestirici formiilasyonlara dahil edilmesinde doz optimizasyonunun biiyiik 6neme
sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Immiinofloresan analiz sonuglari, 4. cordifolia ekstrelerinin yara iyilesme
siirecine katki saglayabilecek hiicresel diizeydeki etkilerini desteklemektedir. Ozellikle

BEK ve TGF-B1 proteinlerinin floresans pozitiflik dereceleri, bu proteinlerin ilgili
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ekstrelerle uyarilabildigini gostermistir. Bu bulgular, hiicre yenilenmesi, proliferasyon ve
matriks yeniden yapilanmasi gibi yara iyilesmesini destekleyen biyolojik siireglerin
aktive olabilecegini diistindliirmektedir. AKM ve ATM gruplarinda BEK ve TGF-B1
proteinlerine ait floresans sinyalleri 5-10 pg/mL dozlarinda en yiiksek diizeye ulasmus,
daha yiiksek dozlarda ise anlamli azalmalar gériilmiistiir. Bu durum, bu ekstrelerin belirli
doz araliklarinda proliferatif etkiler gosterdigini; ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda
hiicresel stres veya toksisiteye neden olabilecegini gostermektedir. Yag bazli ekstreler
arasinda AKZ, ATT ve ATZ gruplarinda da benzer sekilde diisiik dozlarda (0.5-1 pg/mL)
BEK ve TGF-B1 pozitifliginde belirgin artiglar gdézlenmistir. Ozellikle ATT ve ATZ
gruplarinda 0.5-1 pg/mL dozlarinda yiiksek floresans yogunlugu izlenmis, bu etki daha
yiiksek dozlarda azalmistir. Bu bulgular, s6z konusu ekstrelerin fibroblast aktivasyonu ve
doku yenilenmesinde potansiyel tasidigini, ancak bu etkinin dozla sinirli oldugunu ortaya
koymaktadir. AKT grubunda ise farkli bir desen izlenmis; 16 ng/mL’de BEK ve TGF-f1
floresans pozitifligi en yiiksek diizeyde olup, bu durum diger gruplardan farkli olarak
yiiksek dozda uyarim saglandigini gostermektedir. Bu, AKT'nin diger ekstrelerden farkli
bir etki profiline sahip olabilecegine isaret eder. Sonug olarak, immiinofloresan veriler;
AKM, ATM, AKZ, ATT ve ATZ gibi ekstrelerin diisiik dozlarda fibroblastlarda yara
tyilesmesine katki saglayabilecek proteinleri aktive edebildigini ortaya koymaktadir. Bu
proteinlerin hiicre i¢cinde aktive olmasi, yara bolgesinde doku onarimina aracilik eden
bliylime faktorleri ve yapisal proteinlerin sentezini destekler. Ancak etkili ve giivenli doz
araliginin  belirlenmesi,  sitotoksisite ~ ve  proliferatif — kapasitenin  birlikte
degerlendirilmesiyle miimkiin olacaktir.

Bu veriler bir arada degerlendirildiginde, AKM ekstresi, antioksidan dengeyi
saglamadaki etkinligi ve diislik toksisite profili ile 6n plana ¢ikarken; AKZ ve ATT

ekstreleri, hiicre canliligin artiric1 etkileriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu farkli biyolojik
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etkiler, her bir fraksiyonun yara iyilesmesinin farkli evrelerinde potansiyel olarak fayda
saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak tiim fraksiyonlar i¢in doz optimizasyonunun
bliyiik 6nem tasidigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise olumsuz hiicresel etkilerin ortaya
cikabilecegi belirlenmistir. Elde edilen bulgular, literatiirde yer alan benzer ¢alismalarla
da ortiismektedir. Nitekim bitkisel ekstrelerin antioksidan etkilerinin genellikle doz
araligina bagli oldugu, yiiksek dozlarin hiicrelerde toksik etkiler yaratabilecegi cesitli in
vitro ¢aligmalarla da gosterilmistir (Halliwell & Gutteridge, 2015; Lobo et al., 2010).

Bu c¢alismanin literatiire katkisi, farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan 4. cordifolia
ekstrelerinin hiicre diizeyindeki etkilerinin ilk kez karsilastirmali olarak detayli bigcimde
degerlendirilmis olmasidir. Sonu¢ olarak, ¢alisma hipotezleri dogrulanmis;
A.cordifolia’nin bazi ekstrelerinin uygun doz araliklarinda hiicre koruyucu ve yara
tyilestirici potansiyel tasidigi, ancak yiiksek dozlarda bu etkinin tersine donebilecegi
ortaya konmustur. Bu baglamda, bitkisel kaynakli tedavi yaklagimlarinda hem uygun
dozun hem de ¢oziicii se¢iminin belirlenmesinin biyogiivenlik ve etkinlik agisindan kritik

oneme sahip oldugu vurgulanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Insan fibroblast hiicre hatti kullanilarak gergeklestirilen biyolojik testler
sonucunda, oOzellikle diigsik konsantrasyonlardaki bazi ekstrelerin hiicre canliligini
artirdig1, antioksidan kapasiteyi yiikselttigi ve yara iyilesmesinde onemli rol oynayan

BEK ve TGF-B1 proteinlerinin aktivasyonunu olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.

Metanolik ekstrelerin (AKM ve ATM), antioksidan etkiler acisindan diger ekstre
tirlerine kiyasla daha giiclii biyolojik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, yiiksek doz uygulamalarinda, 6zellikle tereyagi ve zeytinyagi bazli ekstrelerde
belirgin sitotoksik ve oksidatif etkiler gozlenmistir. Bu bulgular, ekstrelerin biyolojik
etkilerinin doza bagimli oldugunu ortaya koymakta ve optimal etkinlik i¢in dikkatli bir

doz ayarlamasinin gerekliligini vurgulamaktadir.

Genotoksisite degerlendirmeleri kapsaminda gerceklestirilen Ames ve Allium
cepa testleri, caligmada kullanilan konsantrasyonlar dahilinde mutajenik bir risk
tasimadigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, uygun doz araliginda kullanilan Alkanna

cordifolia ekstrelerinin giivenli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tiim bu bulgular dogrultusunda, A. cordifolia bitkisi yara iyilestirici potansiyele
sahip dogal bir kaynak olarak on plana ¢ikmaktadir. Ancak bu potansiyelin farmasotik
tirlinlere doniistiiriilebilmesi, yalnizca in vitro sonuglarla smirli kalmayip, in vivo
modellerle de desteklenmesini gerektirmektedir. Bu kapsamda, ileri ¢caligmalarin hayvan
modelleri tlizerinde ekstrelerin yara iyilesmesine etkilerini degerlendirmesi, in vivo
etkinligin dogrulanmasi1 acisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica, bitkisel ekstrelerin
topikal uygulamalara uygunlugunu belirlemek amaciyla krem, merhem ya da jel

formiilasyonlariyla uygulanabilirligini inceleyen aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu c¢alisma, literatiirde sinirli sayida veriye sahip olan A. cordifolia’nin yara
tyilestirici etkilerine dair bilimsel bir temel sunarak, gelecekteki fitoterapdtik tiriin
gelistirme ¢alismalarina katki saglamay1 amaglamaktadir. Geleneksel kullanimi bilimsel
verilerle desteklenen bu bitkinin modern fitoterapi alaninda degerlendirilmesi igin, etken
bilesiklerin izolasyonu, etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve uygun dozaj
caligmalarina dayali ileri diizey farmasotik gelistirme siireclerinin  yiirlitiilmesi

gerekmektedir.
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