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OZET

Lawsonia inermis (KINA)’ IN FARKLI BAKTERI SUSLARI UZERINE
ANTIBAKTERIYEL VE CAPAN-1 PANKREAS KANSERI HUCRELERI
UZERINE ANTIKARSINOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hiisamettin EKICI
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN
Temmuz 2022, 85 sayfa

Kanser, diinyanin birgok bolgesinde basta gelen 6liim sebeplerinden biri olmasinin
yaninda yasam siiresinin artmasimin 6niinde biiyiik bir engel olarak yer almaktadir.
Cagimizda kanserinde dahil oldugu bir¢ok hastaliga kars1 yeni ilaglar gelistirebilmek
amaciyla gesitli bitkisel driinler ile ilgili arastirmalar katlanarak artmaya devam
etmektedir. Son yillarda, gesitli bitkisel triinlerin farkli kanser tiirlerine kars1 umut
verici antikanser etkinligi belirlenmistir. Bu baglamda tez calismasinda, farkli
cografyalarda halk arasinda yaygin kullanimi olan, Lawsonia inermis (kina)
bitkisinden elde edilen metanol, kloroform, su, aseton ekstraktlarmin lawsone (2-
hidroksi-1,4-naftokinon) naftokinon standartinin antikanser ve antibakteriyel
potansiyellerinin arastirillmasi amacglanmistir. Bu amaca yonelik olarak, pankreas
kanseri hiicre hatti olan CAPAN-1 ve L929 fibroblast hiicrelerinde sitotoksisitenin
belirlenebilmesi i¢in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT)
testi, hiicre 6lim modunun belirlenebilmesi i¢in ikili boyama testi (double staining)
uygulandi. Ayrica bitkinin barindirdigi  biyoaktif bilesen igeriginden dolay1
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslarina karsi agar disk difiizyon ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) testi yapildi. MTT testi sonucunda
CAPAN-1 pankreas kanseri hiicrelerinde en giiglii antiproliferatif etki kloroform
ekstrakti ve lawsone standartin da goriildii. Bu ekstraktlarda en yiiksek konsantrasyon
olan 100 pg/mL konsantrasyonda % canlilik sirastyla 28,24+0,21 ve 32,3425 olarak
belirlendi. Bitkinin metanol ekstrakti, su ekstrakti ve aseton ekstraktinda
antiproliferatif etki artan konsantrasyonla baglantili olarak yiiksek bulundu. L929
fibroblast hiicrelerinde ise 4 ekstrakt ve lawsone standarti i¢in azalan doza bagli hiicre
canliligt arttr. Hiicre 6liim modunun belirlenmesi i¢in yapilan ikili boyama testinde
Hoechst (33342) ve Propidium iyodiir (PI) fluoresan boyalari1 kullanilarak CAPAN-1
pankreas kanseri ve L929 fibroblast hiicrelerindeki apoptotik ve nekrotik hiicre %
indeksleri incelendi. Sonugta sadece L. inermis’in kloroform ekstraktinda denenen 3
konsantrasyonda da (100 pg/mL, 25 pg/mL, 6,25 ng/mL) CAPAN-1 icin apoptotik
hiicre % indeksi, nekrotik hiicre % indeksine gore yiiksek bulundu. L929 fibroblast
hiicresi i¢in ise 25 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicre % indeksi nekrotik hiicre
% indeksine gore yiliksek bulundu. Bu sonu¢ MTT testi sonucunu ile uyumlu bulundu.
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Diger ekstraktlar i¢in degisen dozlarda degisen % indeksler hesaplandi. Agar disk
difiizyon ve MIK testlerinden elde edilen sonuglara gére S. aureus ve E. coli
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etki gézlemlendi. Disk difiizyon testinde
S. aureus i¢in en etkili sonu¢ 8+3,46’lik zon ¢api ile aseton ekstraktinda goriiliirken,
E.coli icin en etkli sonug 7+1°lik zon cap ile su ekstraktinda goriildii. Yapilan MIK
testi sonucunda en etkili sonu¢ lawsone standartinda goriildii. Lawsone standarti igin
S.aureus ve E.coli suslarina karst sirasiyla 0,125 mg/mL ve 0,5 mg/mL
konsantrasyonlar1 MIK olarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, antimikrobiyal etki, antikarsinojenite, CAPAN-1,
Lawsonia inermis, sitotoksisite.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL EFFECTS ON DIFFERENT
BACTERIAL STRAINS AND ANTICARCINOGENIC EFFECTS ON CAPAN-1
PANCREAS CANCER CELLS OF Lawsonia inermis (HENNA)

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology and Toxicology, Master's Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiisamettin EKICI
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN
July 2022, 85 pages

Cancer is one of the leading causes of death in many parts of the world, as well as a
major obstacle to increasing life expectancy. In our age, research on various herbal
products continues to increase exponentially in order to develop new drugs against
many diseases, including cancer. In recent years, promising anti-cancer efficacy of
various herbal products against different types of cancer has been determined. In this
context, the thesis study, it was aimed to investigate the anticancer and antibacterial
potentials of the lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) naphthoquinone standard
of methanol, chloroform, water, acetone extracts obtained from the Lawsonia inermis
(henna) plant, which is widely used among the people in different geographies. For
this purpose, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
test was used to determine cytotoxicity in pancreatic cancer cell line CAPAN-1 and
L 929 fibroblast cells, and double staining test was applied to determine cell death
mode. In addition, agar disc diffusion and minimum inhibition concentration (MIC)
tests were performed against Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains due
to the bioactive component content of the plant. Chloroform extract and commercial
lawsone had the strongest antiproliferative effect in CAPAN-1 pancreatic cancer cells
as a result of MTT test. In these extracts, at the highest concentration of 100 pg/mL,
the % viability was determined as 28.2+0.21 and 32.3+2.5, respectively. The
antiproliferative effect of the plant's methanol extract, water extract and acetone
extract was found to be higher with increasing concentration. In L929 fibroblast cells,
on the other hand, decreased dose-dependent cell viability increased for 4 extracts and
commercial lawsone. In the double staining test performed to determine the cell death
mode, Hoechst (33342) and Propidium iodide (PI) fluorescent dyes were used to
examine the % indices of apoptotic and necrotic cells in CAPAN-1 pancreatic cancer
and L929 fibroblast cells. As a result, the percentage of apoptotic cells for CAPAN-1
was found to be higher than the % index of necrotic cells in all 3 concentrations (100
ug/mL, 25 pg/mL, 6.25 pg/mL) tested only in the chloroform extract of L. inermis.
For L929 fibroblast cells, the apoptotic cell % index was found to be higher than the
necrotic cell % index at a concentration of 25 pg/mL. This result was found to be
compatible with the MTT test result. For other extracts, varying percentage indices
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were calculated at varying doses. According to the results obtained from agar disc
diffusion and MIC tests, antimicrobial effect was observed against S. aureus and E.
coli microorganisms. In the disk diffusion test, the most effective result for S. aureus
was seen in acetone extract with a zone diameter of 8+3.46, while the most effective
result for E.coli was seen in water extract with a zone diameter of 7+1. As a result of
the MIC test, the most effective result was seen in the lawsone standard. For lawsone
standard, 0.125 mg/mL and 0.5 mg/mL concentrations against S. aureus and E. coli
strains, respectively, were determined as MICs.

Key Words: Lawsonia inermis, CAPAN-1, cytotoxicity, apoptosis,
anticarcinogenicity, antimicrobial.
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1. GIRIS

Tibbi o6zelliklerinden dolay1 bitkiler hastaliklara karst 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bitkilerden elde edilen primer ve sekonder metabolitler dogrudan veya dolayli sekilde
ila¢ endiistrisinin temelini olusturmaktadir. Tarih boyunca insanlar bir¢ok hastaligi
bitkileri kullanarak tedavi etmeye c¢alismistir. Giiniimiizdeki Kkullanilan regeteli
ilaglarin biiyiik bir kismi (aspirin, kinin, vimbilastin, rezerpin vb.) bitki kaynakli etken

maddelerden meydana gelmektedir (Malas ve Ekici, 2022).

Monotipik bir cins olan Lawsonia inermis L. (Lythraceae), saglik ve kozmetik gibi
birgok alanda kullanilmakta ve halk arasinda mehndi, henna veya kina olarak
bilinmektedir. Gergeklestirilmis ¢alismalar sonucunda L. inermis’in ozlerinin ve
saflastirilmis  bilesenlerinin; antipiretik, analjezik, antifungal, antibakteriyel,
antioksidan, antienflamatuar, antikanserojenik, antimikrobiyal, immiinomodiilatér,
hepatoprotektif gibi gesitli aktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira
alerjenik veya kanserojenik herhangi bir etkiye sahip olmadigi ¢alismalar da vardr.
Lawsone naftokinonunu molekiillerinin ve tiirevlerinin bazi kanser tiplerine karsi etkili
oldugu ve antioksidan ve antienflamatuar aktiviteye sahip olarak ¢ok sayida antikanser
fitokimyasalinin ana 6zelligini tasidigi yapilan 6nemli ¢aligmalar ile kanitlanmistir

(Malas ve Ekici, 2022).

Pankreas, onikiparmak bagirsagi, mide ve kalin bagirsakla komsu olup karin
bolgesinin arka kisminda yer alan, viicuttaki 6nemli gorevleri yerine getiren, tiikketilen
besinlerin sindirimini ve bunlardan saglanan glukozun kanda gereken seviyelerde
bulunmasini saglayan, yaklasitk 15 cm uzunlugundaki bir organdir. Pankreasta
meydana gelen en kiiciik bir hasar bile, tim viicudu etkileyecek sonuglar
dogurabilmektedir. Pankreasin herhangi bir kisminda ¢ogalmaya egilimli kotii huylu
kitleler pankreas kanseri olarak isimlendirilmektedir. Pankreasta meydana gelen
kanserler, genellikle organin bas boliimiinde yayilim gostermektedir. Pankreas
kanserleri arasinda en sik rastlanan tiir adenokanserdir. Adenokanser, hizli sekilde

ilerleyebilen ve ¢evre dokularda metastaz yapabilen bir kanser ¢esididir.



1.1. Kanser

Kanser, mutasyonlar sonucu olusan, ¢esitli doku, organ ve hiicre tipinde gelisebilen
oliimciil bir hastaliktir. Hiicre biiylimesi ve farklilasmasini etkileyen mutasyonlar
sonucu kontrol edilemeyen hiicre gogalmasi ile meydana gelmektedir. Genlerde olusan
mutasyonlar ile primer tiimor hiicreleri farkli fenotipik 6zellikler kazanir. Bu nedenle
timor hiicreleri kontrolsiiz ve smursiz olarak g¢ogalir (Keleg, Biichler, Ludwig,
Biichler ve Friesss, 2003; Hanahan ve Weinberg, 2000). Timor hiicreleri
¢evrelerinden bagimsiz olarak yasar ve metastaz gostererek baska organ ve dokularin
da islevlerini etkiler (Hanahan ve Weinberg, 2000). Normal hiicreler, ortamdaki
biiytime faktorlerinin miktarina gore belirli bir yogunluga erisinceye kadar gogalirlar
ve ardindan hiicre dongiisiiniin GO evresine girerler. Kanser hiicreleri ise normal
hiicrelerin aksine hiicre dongiisiiniin GO evresinde durmazlar ve kontrolsiiz ¢cogalmaya

devam ederler (Kouzarides, 2007).
Hiicrede kanserlesme basladiginda 3 biiyiik degisiklik meydana gelir:

e Oliimsiizlesme: Kanser hiicresi, sinirsiz bilyiime ve béliinme yetenegi kazanir.

e Transformasyon: Kanser hiicresi, normal biiyiime kisitlamalarini algilamada
basarisiz olur. Tiimér, biiyiimesi i¢in gerekli olan kani anjiyogenez adi verilen
stirecle temin eder.

e Metastaz: Kanser hiicreleri cogunlukla olustuklar1 yerden ayrilip viicudun bagka
yerlerine dogru gocer ve gogtiikleri yerde ¢ogalarak normal dokunun yerini alir.
Metastaz adi verilen bu siireg, kanser hiicrelerinin kan dolasimina, lenf
damarlarina ya da diger dokulara girme yetenegi kazanmasiyla gerceklesir.
Kanserin yayilim gosterecegi bolge tiimor tipine gore degisiklik gdstermektedir
(Allison, 2012).

Kanserlesen hiicreler yeni o6zellikler kazanir. Bu 6zellikler kalitsal olarak yavru

hiicrelere aktarilir.

v' Kanserlesen hiicreler tireme kontrollerini kaybederler. Gereksiz ¢ogalmay1
engelleyen inhibisyon mekanizmas etkisiz kalmaktadir.

v Kanserlesen hiicrelerde, hiicrenin antijenik 6zellikleri degisir.

v" Hiicrelerin morfolojisi degismektedir. Kanser hiicrelerinde ¢ekirdek biiyiiktiir
ve sekli bozuktur. Sitoplazmalar ise normal hiicreye gore daha az

bulunmaktadir.



v' Hiicrelerde DNA ve RNA sentezi artig gostermektedir.

v' Kanserlesen hiicre dokuya oOzgiilligiinii kaybeder. Hiicre kokeni
farketmeksizin 6zgiilliigi tamamen degisir ve kan ya da lenf yoluyla herhangi
bir dokuya yerlesebilme yetenegi kazanir.

v' Hiicrede pirimidin katabolizmas1 ve riboniikleotid rediiktaz aktivitesi artis
gosterir.

v' Bazi1 Kkanserlerde hiicreler parathormona benzer bir biiyiime faktori
sentezlerler ve bunun sonucunda hiperkalsemiye, dolayisiyla 6liime sebep
olurlar.

v Kanserlesen hiicrelerde, hiicrelerin izozim profillerinde fotal yapiya benzeyen
degisiklikler meydana gelir.

v Kanserlesen hiicrede diferansiyasyon (farklilasma) gerilemektedir.

v Kanserlesen hiicrelerde, dzel fonksiyonlu bazi proteinler sentezlenememeye
baslar.

v Kanserlesen hiicrelerin metabolizmasi degisir. Anaerobik solunum orani ve
seker alimmi artig gosterir. Hiicreler oksijenli ortamda anaerobik glikoliz
yaparlar. Bu durum ‘‘warburg etkisi’” olarak adlandirilir. Glukoneogenez artar.
Glukoneogenezde harcanan enerji glikolizde iiretilen enerjiden fazla oldugu
icin kanser hiicresi normal hiicrelerin irettigi enerjiyi de kullanirlar. Bu
nedenle kanser hiicreleri asalak olarak tanimlanirlar (Dilsiz 2009, Y6ntem ve
Unaldi, 2011).

Kanserler, meydana geldigi hiicre tipine gore genellikle doért grupta
smiflandirilmaktadir. Lenfomalar ve losemiler, beyaz kan hiicrelerinin (lenfosit,
16kosit) gerekenden yiiksek miktarda tiremesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Kanserlerin %
85’ini olusturan karsinomalar; meme deri, irogenital ve bez dokulardan koken
almaktadir. Kas, kemik ve kikirdak gibi embriyolojik mezodermden gelisen doku
tiimorleri ise sarkoma olarak adlandirilmaktadir (Dilsiz, 2009).

1.2. Pankreas

Pankreas; duedonum ile dalak arasinda bulunan, sekli kabaca cekice benzeyen,
sarmmtrak renkli, retroperitoneal bir salg1 bezidir. Ortalama 15-20 cm uzunlugunda
olup 70-150 gr agirhigindadir. Pankreas bas, boyun, govde ve kuyruk olmak iizere 4

kisimdan meydana gelmektedir. Pankreasin siskin sag ucu bas, dar olan orta kismi



govde, govde ile bas birlesiminin bulundugu bolge boyun, ince ve uzun son bolimii
ise kuyruk olarak adlandirilmaktadir (Mentes, 1975; Slack, 1995; Oztiirk, 2015).

Pankreasin anatomik yapisi ve pankreatik hiicreler Sekil 1.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Pankreasin anatomik yapisi ve pankreatik hiicreler (Avci, 2015).

Pankreas onemli hormonlarin ve sindirim enzimlerinin, sentezlenip, depolanip,
salgilandigi bir organdir. Pankreasin endokrin ve ekzokrin olmak {izere iki ayr salgi
fonksiyonu vardir. Ekzokrin kisim; protein ve yag sindirimi igin gereken, giinde
yaklagik olarak 1200 mL pankreatik siv1 salgilayan kisimdir. Pankreasin %98-99’luk
bir bolimiinii kaplayan ekzokrin kisim asiner ve kanal hiicrelerinden olusur. Asiner
hiicreler, baslica amilazlar, niikleazlar, proteazlar, amilazlar ve lipazlar olmak tizere
en az 22 sindirim enziminin tiretimden sorumludur. Ekzokrin kismin enzim salgilayan
tinitesini olusturan asiniler; asiner hiicrelerin dallanmis kanal sisteminin uglarinda
tiziim salkimina benzer sekilde kiimelesmesiyle meydana gelmektedir. Enzimler burda
genellikle aktif olmayan onciiller halinde sentezlenir ve duodenuma girdikten sonra
aktiflesir. Ekzokrin pankreasin kanal hiicreleri ise su ve elektrolit salinimindan
sorumlu kisimdir. Endokrin kisim ise; karbonhidrat metabolizmasimi kontrol eden
hormonlar1 salgilamaktadir. Pankreasin %1-2’sini olusturan endokrin kismi ise
Langerhans adacik hiicrelerinden meydana gelmektedir. Langerhans adaciklari, siki

bir sekilde ekzokrin dokuya gomiilmiis sekildedir. Baslica; Pankreatik polipeptit (PP),




Alfa (a)), Beta (B) ve Delta (3) hiicreleri olmak tizere 4 gesit endokrin hiicre vardir. PP
hiicreleri pankreatik polipeptit, a hiicreleri glukagon, B hiicreleri insiilin ve amilin, &
hiicreleri somatostatin salgilar (Rovasio, 2010; Simsek 1993; Slack 1995).

1.3. Pankreas Kanseri Gelisimi ve Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri; hem endokrin hem de ekzokrin hiicrelerden gelisebilmektedir.
Pankreas kanserlerinin %95’ ekzokrin hiicrelerden, %51 endokrin hiicrelerden koken
almaktadir. Ekzokrin kanserlerin en yaygin tipi duktal epitel hiicrelerden gelisen
adenokarsinomlardir (Singh, Upadhyay, Srivastavas ve Shankar, 2015; DiMaio,
2015). Ekzokrin parankimden koken alan duktal adenokarsinom, malign pankreatik
neoplazilerin %90 kadarlik kismini olusturmaktadir (Braunwald vd., 2004). Endokrin
pankreas kanserleri genellikle adacik hiicre tiimorleri veya néroendokrin tiimor olarak;
daha az yaygin sekilde ise somatostatinomalar, insiilinomalar, VIPoma’lar, PPoma’lar,
gastrinomalar, glukagonomalar seklinde siiflandirilabilir (Singh vd., 2015). Pankreas
kanserlerinin; %57’si pankreasin bas kisminda, %9’u govdede, %81 kuyrukta, %6’s1
birden ¢ok kisimda olusurken; %20’lik bir boliimiin anatomik yeri saptanamamaktadir
(Alberts ve Grothey, 2004).

Invaziv o6zellikteki pankreatik duktal adenokarsinomlar, invaziv olmayan oncii
lezyonlardan gelismektedir. Pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal
papiler musindz neoplazi (IPMN) ve musindz Kistik neoplazi (MCN) ii¢ oncii

lezyondur (Yonezava, Higashi, Yamada ve Goto, 2008).

Pankreas kanserinin en 6nemli lezyonu olan PanIN’ler, kiigiik pankreatik kanallarda
yerlesmis, 5 mm’den kiigiik ¢aplara sahip olan, mikroskobik epitelyal lezyonlardir.
PanIN’lerin, ¢ap1 1 cm’den biiyiik olan IPMN’ler ile farki; makroskobik lezyon
olmayislaridir (Hruban, Maitra, Kern ve Goggins, 2007). Epitelyal atipi derecesine
gore; minimal atipi (PanIN-1A/B), orta atipi (PanIN-2) ve yiiksek atipi (PanIN-3)
olmak {izere ii¢ alt gruba ayrilirlar. PanIN-1 lezyonlari, PanIN-1A (diiz tip) ve
PanIN1B (papiller tip) olarak ikiye ayrilir (Distler, Aust, Weitz, Pilarsky ve
Griitzmann, 2014). PanIN-2 lezyonlar1 papiller yapidadir. PanIN-2 lezyonlar1 yalanci
cok katli epitel epitel hiicreler bulundurmaktadir. PanIN-3 lezyonlar sitolojik atipi
gosterirler. PanIN-3’de kribriform ve papiller yapilar bulunmaktadir (Wilde, Hruban
ve Maitra, 2012; Hruban, Maitra, Goggins ve 2008). PanIN-1 ve PanIN-2 normal



pankreatik yapida bulunmanin yami sira, %60’tan fazla karsinomlu yapida da
bulundugu i¢in klinik agidan 6nemsiz sayilmaktadir. PanIN-3 lezyonlar1 yaygin olarak
invaziv karsinom durumunda goézlemlenmesi sebebiyle biiyiik bir Kklinik 6neme
sahiptir (Reid, Bagci ve Adsay, 2013). PanIN lezyonlarindaki genetik anomaliler;
lezyonlardaki histolojik ilerlemeyi anlamak i¢in 6nemlidir. PanIN-1 lezyonlarinin
%36’sinda, PanIN-1B lezyonlarinin %44’iinde, PanIN-2 ve PanIN-3 lezyonlarinin
%87’sinde K-ras geni mutasyonu tespit edilmis ve mutasyon artisinin neoplazi
gelisimini etkiledigi belirlenmistir (Hruban, Goggins, Parsons ve Kern, 2000; Lohr,
Kloppel, Maisonneuve, Lowenfels ve Liittges, 2005). CDK2NA/p16 gen mutasyonlari
PanIN-2 lezyonlar ile; SMAD4/DPC4, BRCA2 ve TP53 gen mutasyonlar1 PanIN-3
ile bagdastiriimaktadir (Wilentz vd., 2000; Hruban vd., 2008).

Miisin tireten epitel hiicrelerin papiller gogalmasi sonucu meydana gelen; asirt miisin
tiretimi ve pankreatik kanallarin Kistik genislemesiyle IPMN ad1 verilen makroskobik
epitelyal neoplaziler ortaya ¢ikmaktadir. IPMN’ler Kistik lezyonlarin heterojen
gruplar1 i¢inde yer alir ve Kistik pankreatik neoplazilerin %:20’sini, ekzokrin
pankreatik neoplazilerin %3’iinii, olustururlar (Hruban vd., 2007; Distler vd., 2014;
Kosmahl vd., 2004).

IPMN” ler, pankreasin ana ya da yan kanallarindan gelisen lezyonlardir. Ana kanal tip
IPMN (IPMN-MD) ve yan kanal tip IPMN (IPMN-BD) seklinde klinik olarak iki
grupta siniflandirilirlar. Ana kanal tip IPMN’lerin %60°lik bir kismi yiiksek derece
displazi gosterirken, %45°lik kismi invaziv karsinomla iliskilendirilmektedir (Salvia
vd., 2004). IPMN’ler, immiinohistokimyasal boyanma ozellikleri ve histolojik
yapilarina gore ise; ana kanaldan koken alan gastrik, yan kanallardan koken alan
intestinal, pankreatobiliyer ve onkositik tip olarak alt gruplara ayrilir (Distler vd.,
2014; Kloppel, Kosmahl ve Luttges, 2005). Intestinal tip, en sik gériilen alt grup
olmakla beraber genelde pankreasin bas kisminda olusurken, pankreatobiliyer tip,
genelikle pankreas basi ana kanalinda olusmaktadir (Ban, Naitoh ve Mino-Kenudson,
2006).

Duktal sistem ile iletisimi olmayan ve ayirt edici over-tip stromaya sahip olan
MCN’ler; septasyonlu Kkist olusturan, miisin iireten epitelyal neoplaziler olarak
tanimlanir. Cogunlukla pankreasin govde ve kuyruk kisimlarinda yerlesim gosteren
lezyonlardir. Ortalama biiyiikliikleri 6-10 cm olan MCN’ler tek, multilokiiler ya da

unilokiiler olarak gozlemlenebilirler (Fukushima ve Fukayama, 2007). MCN’ler



kadinlarda erkeklere oranla ¢ok daha fazla goriilen tiimérlerdir (Hruban vd., 2007).
MCN’ler; diisiik MCN, orta MCN ve ileri MCN olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir
(Zamboni, Scarpa ve Bogina, 1999). K-ras ve TP53 mutasyonlart MCN lezyonlarinda
yaygin olarak gozlenmektedir (Avci, 2015).

Insan solid kanserlerinin en &liimciillerinden biri olan pankreas kanseri,
gastrointestinal kanserler arasinda ikinci en sik goriilen kanser ¢esididir (Sereide ve
Sund, 2015). Pankreas kanseri; kotii seyir ozelligi gostermesiyle sebebiyle, diinya
genelinde yilda 331 bin kisinin 6liimiinden sorumludur. Diinyada, goriilme sikligi
acisindan 12. sirada yer alan pankreas kanseri, kansere bagl 6lim nedeni olmasi
acisindan ise 7. sirada yer almaktadir (Ferlay vd., 2015). Erkeklerde daha ¢ok goriilen
pankreas kanseri genellikle 40-85 yaslarinda ortaya ¢ikmaktadir. Mortalitesi yiiksek
bir malignite olan pankreas kanserinin Tiirkiye’de erkeklerde goriilme sikligi 2002
yilinda yiiz binde 3.1 iken, 2016 yilinda 5.7’ye yiikselmis, kadinlar da 2016 y1l1 igin
3.6 olarak belirlenmistir. Tiirkiye’de erkeklerde en gok goriilen 10 kanserden biridir
(Kogatakan ve Ataseven, 2021).

1.3.1. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Etiyolojisi heniiz tam anlagilamamig olan pankreas kanserinin olusumunda bircok
faktoriin etkili olabilecegi belirtilmektedir (Muniraj, Jamidar ve Aslanian, 2013). Risk
faktorleri dogrudan hastaliga sebep olmasa da, bu faktorlere uzun siire maruz kalmak
kanser gelisimini etkilemektedir. Pankreas kanserinin tedavisinde karsilagilan
zorluklar sebebiyle risk altinda bulunan bireylerin bu faktérler ciddi bir 6neme sahiptir
(Decker vd., 2010).

1.3.1.1. Yas

Artan yas ile birlikte pankreas kanserindeki 6lim oram1 ve goriilme sikligida
artmaktadir (Muniraj vd., 2013). Yasamin ilk 30-40 yili pankreas kanseri riski
acisindan diistik olsa da; hasta bireylerin ¢ogunda 60-80 yaslarinda hastalik gelisim
gosterirken, tan1 koyma yas1 ortalama 72’dir. Daha geng hasta gruplarinin pankreas
kanserine yaklanmasmin sebebinin genetik faktorlerden dolay1 olabilecegi
belirtilmistir (Pandol vd., 2012).



1.3.1.2. Etnik Koken, Genetik Faktorler ve Kalitsal Hastaliklar

Pankreas kanseri i¢in 1rksal farkliliklar arastirildiginda; Afro-Amerikalilar, Yeni
Zelanda yerlileri, Kuzey Avrupa halk: gibi baz1 gruplarda insidansinin yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir (Zavoral, Minarikova, Zavada, Salek ve Minarik, 2011; Silverman
vd., 2003).

Pankreas kanserinin %10’luk bir kismi aile ile iligkilendirilmekte ve genetik bir temele
dayandirilmaktadir (W6rmann ve Algiil, 2013). BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari
ailesel pankreas kanserlerinde en ¢ok tanimlanan mutasyonlardir. Pankreas kanseri
riski BRCAL mutasyonu varliginda 2,26 kat artarken, BRCA2 mutasyonu varliginda
3,5-8 Kkat artis gostermektedir (Ferrone vd., 2009).

Genetik mutasyonlar ve aile temelli aktarimlarin yani sira, bazi kalitsal hastaliklarin
da pankreas kanseri olusumunu arttirdigi gézlemlenmistir. Peutz-Jeghers sendromu,
otozomal dominant olarak kalitilan genetik bir hastaliktir. Hastalarin %50’den fazlasi
timor baskilayict islevi olan STK11/LKB1 geninde mutasyon tasimaktadir.
Etkilenmis bireylerde pankreas kanseri gelisim riski normal popiilasyona goére 132 kat
daha fazladir (Seicean ve Seicean, 2012; Poruk, Firpo, Adler ve Mulvihill, 2013;
Latchford vd., 2006). Pankreas kanseri ayrica; ailesel atipik multiple mole-melanom,
Li fraumeni sendromu, ailesel adenomat6z polipozis sendromu, ataksitelanjiyektazi
sendromu, kalitsal non-polipozis kolorektal kanser, multipl endokrin neoplazi tip |
sendromu, Von Hippel-Lindau sendromu gibi hastaliklarla da iligskilendirilmektedir
(Avci, 2015; Asik, 2015).

1.3.1.3. Kronik Pankreatit

Pankreas kanserine 6n tani da olabilen kronik pankreatitin pankreas kanseri geligimi
ile igili bir risk faktorii oldugu ve zamana baglh olarak risk artisina sebep oldugu
yapilan ¢aligmalar sonucu dogrulanmigtir. Calismalarda kronik pankreatit tanisi ile
ortaya ¢ikan pankreas kanseri riskinin orantili oldugu gézlemlenmistir (Wormann ve
Algiil, 2013). 5 yillik kronik pankreatit 6ykiiye sahip olan hastalar ile gerceklestirilen
bir ¢aligmada pankreas kanseri gelisimi agisindan insidans oraninin 14,4 oldugu
belirlenmistir (Ulubasoglu, 2011).



1.3.1.4. Diyabet

Pankeas kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii olan diyabet, ayrica pankreas kanserinin
erken bir bulgusu olarakta kabul edilmektedir. Hastalarda uzun siireli diyabet
durumunun, olmayan hastalara oranla pankreas kanseri oranimi 2 kat arttirma riski
tasidigi belirtilmistir (Yadav ve Lowenfels, 2013). Diyabetin, Tip 1 diabetus mellitus
ve tip 2 diabetus mellitus cesitleri incelendiginde pankreas kanserinde sirasiyla 2 ve
1,8 kat risk artisina sebep olduklar1 belirtilmistir (Becker, Hernandez, Frucht ve Lucas,
2014).

1.3.1.5. Alkol

Bazi organlarda kanser igin kesin risk fakotiirii olma 6zelligine sahip olan alkol,
pankreas kanseri i¢in bu kesinlige sahip olmayip siiphesini devam ettirmektedir. Alkol
ile pankreas kanseri iliskisini belirlemek amaciyla yapilan epidemiyolojik
calismalarda ikisi arasindaki iliski dogrulanamamis olsada alkol tiiketim diizeyine gore
kanser olusum riski degiskenlik gostermektedir. Diisiik ve orta seviyedeki alkol
tiketiminin risk artisina sebep olmadigi ancak; giinlik 30 g veya fazlasinin
tilketilmesinin %22°lik bir risk artisina sebep olabilecegi belirtilmistir (Dusek vd.,
2010, Maisonneuve ve Lowenfels, 2010).

1.3.1.6. Sigara

Sigara kullanim1 pankreas kanserinde, akciger kanserinde oldugu gibi dogrudan bir
etken olmamakla beraber, yine de 6nemli bir g¢evresel faktordiir (Maisonneuve ve
Lowenfels, 2010). Sigara yapiminda kullanilan tiitiin malzemesinde bulunan
karsinojen ozellikteki N-nitrozaminlerin ve metabolitlerinin, pankreas iizerindeki
karsinojenik etkisi, bu maddenin duodenumdan pankreas kanali i¢ine geri akisi ile
iligskilendirilmistir (Harnack vd., 1997). Sigara kullaniminin yaklasik %25’inde etkili
bir risk faktorli olmasinin yani sira, pasif igicilikte 6nemsiz bir risk artisina sebep

olmaktadir (Wolfgang vd., 2013, Lowenfels ve Maisonneuve, 2006)

1.3.1.7. Beslenme Bi¢imi ve Obezite

Taze meyve ve sebze tiiketiminin kanser olusum riskini azalttigi, doymus yaglardan
olusan beslenme bigiminin ise kanser olusumunu tetikledigi ve omega-3 yag asidi
iceren besinlerinde kansere karsi koruyucu olabilecegi bildirilmistir (Krejs, 2010;

Zavoral vd., 2011). Hem kadinlarda hem de erkeklerde obezite kanser olusumu igin



risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Obeziteli bireyler normal viicut agirligina sahip
bireylere gore %20 daha fazla risk altindadir (Zavoral vd., 2011, Muniraj vd., 2013).

1.4. Lawsonia inermis L.

1.4.1. Lawsonia inermis L. Botanik Ozellikleri

Kina (L. inermis), kinagiller (Lythraceae) familyasindan ¢igekli bir bitkidir. Kina
agaci, tliysiiz, cok dall1 ve orta boylu bir gal1 olarak tasvir edilir. Boyu 1,8 ile 7,6 metre
arasindadir, yapraklar eliptiktir ve ortalama yaprak boyutlari 1,5-5 cm x 0,5-2 cm’ dir.
Kina agaci meyveleri 4-8 mm ¢apinda, kii¢iik ve kahverengi kapsiillerdir (Sekil 1.3.
ve Sekil 1.4.). L. inermis; kinonlar, fenilpropanoidler, flavonoidler, terpenoidler,
fenolikler, yag asitleri, karbonhidratlar, proteinler, tanenler, alkaloitler, ksantanlar,
kumarin, glukozitler, naftokinon, saponinler, triterpenoidler, steroller ve dioksin
tiirevlerini igeren bir bitkidir. L. inermis yapraklarinda lawsone (hennotannik asit (2-
hidroksi-1, 4-naftokinon)) adi verilen kirmizi-turuncu renklere sahip bir pigment
bulundurmaktadir (Malas ve EKici, 2022). L. inermis’in ana etken maddesi olan
(hennotannik asit (2-hidroksi-l, 4-naftokinon))’nun kimyasal yapist Sekil 1.2’deki

gosterilmistir.

Kina yapraklari, ¢igekleri, tohumlari, kokleri ve kok kabugu geleneksel tipta romatoid
artrit, diyabet, bas agrisi, clizzam, iilser, ates, ishal, 1okori, kalp hastaligi,
hepatoprotektif gibi bircok rahatsizligi tedavi etmek igin kullanilir (Chetty, 2008;
Chauadhary, Goyal ve Poonia 2010). Yapraginin yapisinda yer alan turuncu-kirmizi
pigment; eller, tirnaklar ve ayaklar icin siisleme amaciyla ve ayrica sa¢ boyasi olarak
kullanilir. Cigekleri hos bir kokuya sahip oldugu i¢in parfim yapiminda
kullanilmaktadir. Morluklar igin ¢igeklerin infiizyonu Onerilirken, ¢igeklerin
kaynatilmas1 emmenagog olarak tanimlanmaktadir. Aritilmis tereyagi ile gliglendirilen
tohumlar dizanteriye kars1 etki gostermektedir. Giiglii formdaki tohumlar ise karaciger
bozukluklar1 ve ilgili problemler icin iyi bir ilag olma &zelligine sahiptir. Kok
kismmin, bel soguklugu ve uguk enfeksiyonu igin giiglii bir ilag oldugu kabul
edilmektedir (Chauadhary vd., 2010).

Cesitli siniflar1 temsil eden yaklasik yiiz bitki bileseni, L. inermis’in tim
boliimlerinden tanimlanmistir . Kumarinler, flavonoidler ve naftokinonlar dahil olmak

tizere fenolik bilesikler 6zellikle kina ekstraktlarinda yaygindir (Semwal, 2014).
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Sekil 1.2. Lawsoneun yapisal formiilii (Garg, Tripathi, Batav ve Singh (2017)).

Sekil 1.3. L. inermis’in kurutulmus hali.
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Sekil 1.4. L. inermis’in yas hali.

1.4.2. Lawsonia inermis L.’in Antikarsinojenik Etkisi

Kanser olusumunu engelleyen veya tiimoriin biiylimesini onleyen maddeler
antikarsinojenik maddelerdir. Kanserin molekiiler ve genetik temelinin anlasilmaya
baslamasi, kanser ilaci i¢in yeni ilaglarin segiciligini saglamis ve antikanser ilag kesif
programi i¢in 6nemli bir hedef haline gelmistir (Pierotti, Schichman, Sozzi ve Croce,
2000). Endrini, Rahmat, Ismail, Taufig-yap (2011) insan karaciger kanseri hiicre
hattinda (HepG2) yaptiklari calisma ile apoptotik olaylarin ugucu yag ile
indiiklendigini kanitlamiglardir. Priya, llanevil, Kaleeswaran, Srigopalram ve
Ravikumar (2011), L. inermis ekstrelerinin, farelerde DLA (Dalton's lymphoma
ascites) kaynakli tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurdugunu ortaya koymuslardir.
Bir baska ¢alismada kina tozunun kanserli hiicreler {izerindeki etkisi arastirilmis ve
hiicre i¢i serbest radikallerin, hidrojen peroksit seviyesinin yiikseldigini, apoptozun
uyarilmasina yol a¢an hidrojen iyonu konsantrasyonunun azaldigini gézlemlemislerdir
(Ozaslan, Zumrutdal, Daglioglu, Kilic ve Karagéz, 2009). 2-hidroksi-1,4-naftokinon
ve kloroasetaldehitten sentezlenen Furano-1, 2-naftokinon, G (2) / M hiicre dongiisii
durmasinin durdurulmasi ve apoptozun tesvik edilmesiyle A549°un (akciger kanseri
hiicreleri) biiytimesini durdurdugu bulunmustur (Kamei, Koide, Kojima, Hashimoto

ve Hasegawa, 1998).

Bagka bir antikarsinojenik 6zelligini belirleme ¢alismasinda, L. inermis’in ekstraktinin

(¢Oziicti olarak kloroform kullanilarak) insan gogiis (bagimli hormon, MCF-7; bagimli
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olmayan hormon, MDA-MB-231), kolon (Caco-2), karaciger (HepG2) karsinoma
hiicre hatlart1 ve normal insan karaciger hiicre hatlar1 (Chang Liver) iizerinde
mikrokiltiir tetrazolyum tuzu (MTT) tahlili ile incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuglarda, kina ekstraktinin HepG2 ve MCF-7’ye kars: sitotoksik etki gosterdigini ve
sirastyla 1Cso degerinin 0.3 ve 24.85 pg/mL oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte,
incelenen konsantrasyonda Caco-2 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarindan 1Cso
degerlerinin elde edilmedigi ve bu ekstraktin normal insan karaciger hiicre hatlarina
kars1 1Cso degerini gostermedigi sonucuna ulasilmistir (Singh ve Lugman, 2014). L.
inermis ve bazi lawsone tiirevlerinden rapor edilen antikanser molekiiller Sekil 1.5.°te

gosterilmistir.
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Sekil 1.5. L. inermis ve bazi lawsone tiirevi antikanser molekiiller (Singh ve Lugman, 2014).
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1.4.2.1. Lawsonia inermis L.’in Antimikrobiyal Etkisi

Bitki tiirlerinin antimikrobiyal taramalarindan bazisi i¢in igin gram pozitif ve gram
negatif bakteriler kullanilir. Yapilan bir galismada test edilen bitkiler i¢inde test edilen
biitiin bitki tiirleri arasinda, L. inermis etil asetat ekstresinin bakterilere karsi en yiiksek
antibakteriyel aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir (Ali, Julich, Kusnick ve Lindequist,
2001). Dama, Poul ve Jadhav (1999) L. inermis’in antimikrobiyal &zelliklerini
anlayabilmek adina in-vitro kinonik bilesikler {izerinde c¢alismiglardir. Lawsone
tizerinde yapilan genotoksik bir ¢alismada ise bunun Salmonella typhimurium susu
TA98 i¢in zayif bir bakteriyel mutajen oldugunu ve TA2637 susu i¢in daha agik bir
sekilde mutajen oldugunu ileri stirmiislerdir (Kirkland ve Marzin, 2003). L inermis’in
tiiketici igin, alerjen, kanserojen, genotoksik risk barindirmadigi yapraklarinin sulu
oziti ile rapor edilmistir (Baba-Moussa vd., 1997). L. inermis yapraklarinin, sulu,
metanol ve kloroform ham oziitlerinin farkli patojenik bakteri suslarinin biiyiimesini
inhibe ettigi ve in vitro antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Saadabi,
2007; Malekzadeh, 1968; Habbal, Ai-Jabri, ElI-Hag, Al-Mahrooqgi ve Al-Hashmi,
2005). L. inermis’in tiiberkiilostatik aktivitesini belirlemek igin in vitro ve in vivo
calismalar yapilmistir. /n vitro calismalarda, 6 pg/mL bitkinin, Lowenstein Jensen
besiyerinde balgamdan Mycobacterium tuberculosis H37Rv ve Tuberkiiloz basillerin
biiyiimesini engelledigi ve tiiberkiilostatik aktivite gosterdigi bildirilmistir. /n Vvivo
caligmalarda ise, kobaylarda ve farelerde 5 mg/kg viicut agirh@ dozunun,
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ile enfeksiyonun ardindan deneysel tiiberkiilozun
belirgin bir ¢oziintirliigiine sebep oldugu bildirilmistir (Sharma, 1990).

1.5. Apoptoz

Programli hiicre 6liimii olan apoptoz; hiicrelerin yasami ve 6liimii arasinda kurdugu
denge ile homeostatik bir mekanizma olmasmin yani sira, zararli ajanlara ve
hastaliklara kars1 hiicrelerin gelistirdigi bir savunma mekanizmasidir (Ouyang vd.,
2012; Norbury ve Hickson, 2001). Apoptotik hiicrelerde hiicre morfolojisindeki
degisikliklerin ardindan, DNA fragmantasyonu ve protein ¢apraz baglanmasi gibi
olaylar go6zlemlenmektedir. Apoptotik hiicredeki degisiklikler sirasiyla; hiicre
kiiglilmesi ve kromatin yogunlasmasi, membran kabarciklagmasi, niikleer ¢okme,
apoptotik cisimciklerin olusumu ve apoptotik cisimciklerin fagositozu seklindedir
(Giiltekin, Karaoglu ve Kiigiikates, 2008).
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Apoptoz 4 asamadan olusur (Sekil 1.6.). Tlk olarak ¢ekirdekte meydana gelen ve geri
doniistimsiiz olup hiicre 6liimiinii saglayan DNA fragmantasyonu gergeklesir. Bununla
birlikte sitoplazma biiziilmesi sonucu hiicrenin hacmi azalir. Hiicre yiizeyine paralel
demetler olacak sekilde, hiicre iskeleti elemanlar1 tekrar diizenlenir. Mitokondriyal
membran kanallarinda gecirgenligin degisime ugramasi sonucu mitokondriyal
fonksiyon kaybi meydana gelir. Mitokondrinin biitiinliigiiniin bozulmas1 nedeniyle
mitokondriyal transmembran potansiyeli diiser ve elektron transport zinciri bozulur.
Kaspaz ad1 verilen proteolitik enzimlerin aktive olmasi, Sitokrom-c gibi proteinlerin
sitoplazmaya salinimi ile baglar. Boylece Sitokrom-c, Bcl-2 proteinlerinin etkisi
altinda apoptozu bagslatir. Bu asamanin ardindan fosfotidilserin gibi belirli
molekiillerin plazma zariin sitoplazmik i¢ yiizeyinden dis yiizeyine ge¢mesi sonucu
membranin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir ve membran kabarciklagsmasi
gerceklesir. Son asamada apoptotik cisimcikler olustuktan sonra hiicre pargalanmasi

gerceklesir ve cisimcikler fagositik hiicrelerce ortadan kaldirilir (Ross, 2014).

Hicre kiiglilmesi ve
kromatin yogunla§maS|

Membran kabarciklagmasi
Normal hiicre .
*y e
\ _/
Apopitotik cisimciklerin Apopitotik cisimciklerin
fagositozu olu§umu
Nukleer ¢okme
\.x / 0

Sekil 1.6. Apoptoz asamalar1 (Asik, 2015).

Apoptoz mekanizmasi, intrinsik (igsel veya mitokondriyal yolak), ekstrinsik (dissal
veya oliim reseptor yolagi) ve sitotoksik T hiicrelerinden salinan granzim A ve granzim
B ile wuyarilan perforin/granzim yolagi olmak iizere ii¢ farkli yolak ile
gerceklesmektedir (Sun ve Peng, 2009). Oldiiriicii fazda kaspaz-3 aktivasyonuyla

digsal, i¢sel ve granzim B uyarili perforin/granzim yolaklar1 6ldiiriicti fazda kaspaz-3

15



aktivasyonuyla gerceklesmektedir. Granzim A uyarili perforin/granzim yolag: ise
kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiinii aktive etmektedir (ElImore, 2007).

1.6. Calismanin Amaci

L. inermis tibbi ac¢idan 6nemli etkilere sahip molekiiller iceren bir bitkidir. Bu bitki
kullanilarak kozmetik ve saglik alanlarinda bir¢ok gelisme yasanmustir. Cesitli
kanserler flizerine yapilan c¢alismalarda farkli hiicre hatlar1 kullanilmis, deney
hayvanlari tizerinde ¢alismalar yapilmig ve umut verici sonuglara ulagilmistir. Ancak
bu bitkinin CAPAN-1 hiicre hattindaki antikanser etkinligi ile ilgili kesin bir bilgi elde
edilmemistir. Bu ¢alismanin amaci; L. inermis’in CAPAN-1 hiicrelerinde MTT testi
ile sitotoksisite tayini yaparak antiproliferatif etkisini ve ikili boyama testi ile %
apoptotik, nekrotik indeksi hesaplayarak hiicre 6liim modunu belirlemektir. Buna ek
olarak bitkide bulunan biyoaktif bilesenlerden kaynakli olabilecek antimikrobiyal
aktivitenin, agar disk difiizyon ve MIK deneyleriyle belirlenmesi amaclanmustir.
Calisma sonucunun, bitkinin antikanser ve antimikrobiyal etkinlik potansiyeli ile ilgili
bir fikir vermesi ve bu konuda ileride yapilabilecek ¢aligmalara alt yap1 olusturmasi

hedeflenmistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Bitki Materyali

Bu calismada Tirkiye’nin Mersin ili Anamur ilgesinde 36.1196 enlem 32.7687
boylam konumundan L. inermis L. bitkisi toplanmistir (Sekil 2.1.). Hatay Mustafa
Kemal Universitesi Herbaryumunda L. inermis L. oldugu onaylanarak bitkiye
MKUBK-H-0016 numarasi verilmistir.

Hadim
o

Taskent
©

Erdemli
o

Silifke
°
Giilnar
o

36.1196 enlem 32.7687 boylam [D-400)

@ Ovabasi Mah. Aydincik
°

0o {0-400]

o
Anamur- " 2Bozvaz!

Sekil 2.1. L.inermis’in toplandigi konum.
2.2. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalar siiresince kullanilan ekipmanlar; Soxhlet cihaz1 (BUCHI B-811, Isvigre) ,
Rotary evaporatér (BUCHIR-210, isvicre) Inverted mikroskop (Leica DM6000B,
Almanya), Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet, Labor
[ldam, Tiirkiye), CO2 inkiibatér (Binder CB150, Almanya), Hiicre sayim cihaz
(Invitrogen, USA), Elisa okuyucu (BIOTEK, USA), Sogutmali Santrifiij (Rotina 380R
Hettich, Almanya) , Otoklav (Niive OT 23B- Tirkiye), Hassas terazi (Precisa
XB220A- Isvigre), Mikropipet (20 pm, 100 pm, 1000 pm) (Corning, USA) , Floresan
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Atagmanli Arastirma Mikroskobu (Leica, Almanya), Saf su cihaz1 (Purelab
OptionR15, Almanya), Ultrosonic Banyo (WiseClean WUC-D06H, Kore),Vortex
(Heidolph- Reax top, Almanya) .

2.2.2. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Bitki ekstraksiyon asamasinda kullanilan; metanol (Sigma-Aldrich, Almanya), aseton
(Sigma-Aldrich, Almanya), kloroform (Sigma-Aldrich, Almanya), lawsone standarti

(Sigma-Aldrich, Japonya )firmasindan temin edilmistir.

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan L929 fibroblast hiicresi Tiirkiye Sap
Enstitiisii’nden, CAPAN-1 pankreas kanseri hiicresi ve antimikrobiyal ¢alismalarinda
kullanilan; Staphylococcus aureus, Escherichia coli mikroorganizmalari ATCC

firmasindan temin edilmistir.

In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan; DMEM (Biological industries, USA),
IMDM (Biological industries, USA), Fotal bovine serum (Biological industries, USA),
Penicillin streptomisin (Biological industries, USA), Dimetil Siilfoksit (DMSO)
(Isolab, Almanya), Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Sigma, Almanya), Tripsin
EDTA (Biological industries, USA), MTT (Serva, Almanya), Tripan blue (Invitrogen,
USA), Propodium iyodiir (Serva, Israil), Hoechst 33342 (Serva, Israil), RibonukleazA
(Serva, Israil), Izopropanol (Sigma,ABD), 48 Kuyucuklu plate (Corning, ABD), 96
Kuyucuklu plate (Corning, ABD), 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flaski (Corning, ABD),
firmalarindan temin edilmistir. /n vitro antimikrobiyal deneylerde kullanilan Mueller-

Hinton broth (Merck) firmasindan temin edilmistir.

2.3. Bitki Materyali Ekstraksiyon Asamasi

L. inermis bitki materyali ekstraksiyonu Bozkaya vd. (2022)’nin belirttigi yontem ile
yapilmustir. L. inermis bitkisinin tohumundan, yapraklarindan ve dallarindan homojen
olmasina dikkat edilerek; 10 g hassas terazide tartilmistir. Havan yardimu ile ezilerek
daha kiigiik pargalara ayrilmasi saglanmistir. Soxhlet cihazinda ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 2.2.). Tartilarak havan igerisinde doviilen tohum, yaprak ve
dallar siizge¢ kagidi ile hazirlanan kartusun igerisine koyularak Soxhlet cihazina
yerlestirilmistir. 250 mL’lik bir balon joje icerisine 140 mL metanol ilave edilmistir.
Isitict tlizerinde 18 °C’de, 20 kademe ayarinda, 20 dongiilii olacak sekilde ekstrakte

edilmistir. Metanol ekstresi rotary evaporatorde 50 °C sicaklikta ugurulmustur. Ayni
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soxhlet cihazinda, 10 g daha tartilarak havan yardimiyla ezilen bitki pargalari, 250
mL’lik bir balon joje igerisine, bu kez 140 mL distile su ilave edilerek, isitic1 iizerinde
18 °C’ de, 20 kademe, 7 dongiilii olacak bigimde ekstrakte edilmistir. Su ekstresi rotary
evaporatorde 66 °C sicaklikta ugurulmustur. Aymi sekilde soxhlet cihazinda 250
mL’lik bir balon joje igerisine bu kez 140 mL kloroform eklenerek sitici tizerinde 20
°C’de 20 kademe ayarinda 14 dongiilii olacak bigimde ekstraksiyon
gerceklestirilmistir.  Kloroform ekstresi rotary evaporatorde 60 °C sicaklikta
ucurulmustur. Ayn1 soxhlet cihazinda 250 mL’lik balon joje igerisine 140 mL aseton
eklenerek sitict lizerinde 50 °C sicaklikta 20 kademede 10 dongiilii olacak bigiminde
ekstrakte edilmistir. Daha sonra aseton ekstresi rotary evaporatorde 60 °C sicaklikta

ugurulmustur. Hazirlanan tiim ekstraktlar kullanilincaya kadar +4 °C’ye kaldirilmistir.

L g
r

Sekil 2.2. Soxhlet cihazi (BUCHI B-811, Isvigre).
2.4. Antimikrobiyal Aktivite Testi

2.4.1. Agar Disk Difiizyon Testi

L. inermis’in antimikrobiyal aktivitesinin agar disk diflizyon yontemi ile tayini Cergi
(2011)’ nin belirttigi yontem ile yapilmigtir. L. inermis bitkisine ait su ekstrakti,
metanol ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti ve bitkiye ait lawsone

standartinin mikroorganizmalara kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite, agar
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disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Oncelikle kullanacagimiz tiim malzemeler
steril edilmistir. Kullanacagimiz besiyeri Mueller Hinton Agar iiretici firmanin
onerdigi sekilde uygun miktarda tartilmistir. Distile su igerisinde ¢6zdiirtilmustiir.
Hazirladigimiz besiyeri otoklav igerisinde 121 °C’de 1,5 atm basingta 15 dakika steril
edilmistir. Sogutularak steril petri kaplarina 20-25 mL dokilmistir, +4 °C’ye
kaldirilmigtir. Besiyeri katilastiktan sonra 1 gece etiivde bekletilip sterilite kontrolii
yapildiktan sonra kullamlmustir. Oncelikle bos diskler igerisine %10 DMSO’da
¢ozdiiriilerek ¢ozeltileri hazirlanan lawsone standarti, su ekstrakti, Kloroform ekstrakti,
aseton ekstrakti ve metanol ekstraktt 20 pL olacak bi¢imde emdirilmistir. Bir siire
kurumasi beklenilmistir. Uygulamada son DMSO konsantrasyonu %1°i gegmemistir.
Deneyin gergeklestirilmesi igin Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia
coli ATCC 25922 stok kiiltiirlerinden, Tryptic Soy Agar (TSA)’da 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilarak c¢ogaltilmistir. S. aureus ve E.coli 24 saatlik taze
kiiltirlerinden alinarak steril serum fizyolojige aktarilmistir. 0.5 Macfarland bulaniklik
standartina esdeger bulaniklikta mikroorganizma siispansiyonu hazirlanmistir. 0.5
Macfarland bulanikligi OD600’de 0,08-0,1 araliginda tespit edildi. Hazirlanan
mikroorganizma siispansiyonundan ekiivyon ¢ubugu ile icerisinde Mueller Hinton
Agar bulunan petrilere ekim yapilmistir. Ekiivyon g¢ubugu siispansiyon igine
daldirilmistir, stviyt emmesi saglanmistir. Ekiivyon gubugunu ¢ikartirken fazla sivinin
tiip i¢ duvarina hafifce bastirilarak atilmasi saglanmistir. Petrinin tiim yilizeyine ekim
yapildigindan emin olmak i¢in siispansiyondan ¢ikarilan ekiivyon ¢ubugu ile; petri
ortasindan + seklinde 2 ¢izgi ve toplamda 3 ¢akisan ¢izgi ¢izilerek 60 ©’lik doniislerle
slispansiyondan alinan sivinin tiim yiizeye dagitilmasi saglanilmistir. EKim yapildiktan
sonra antimikrobiyal aktivitesi denenecek olan L.inermis’e ait toplam 5 6rnegin (su
ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti, metanol ekstrakti, lawsone
standartinin) emdirildigi diskler ve mikroorganizmalar igin kontrol olarak se¢ilmis
kloramfenikol antibiyotigi igeren hazir diskler, aralarinda en az 22 mm bosluk olacak
sekilde agar lizerine yerlestirilmistir. Diskler petri ¢ceperinden en az 14 mm uzaga
yerlestirilmistir. Calismamiz S. aureus ve E. coli i¢in 3 tekrar olacak bigimde
yapilmistir. Daha sonra ekim yapilmis ve disk yerlestirilmis petriler 37 °C’de 24 saat
streyle  inkibasyona  birakilmistir. 24  saatlik  inkiibasyon  sonrasinda
mikroorganizmalarin iremedigi bir zon olusumu gézlemlenmistir. Olusan her zonun

cap1 Olciilerek kaydedilmistir. Ortalamalar1 alinarak sonuglar degerlendirilmistir.
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2.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Testi

L. inermis’e ait su ekstrakti, metanol ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti ve
bitkiye ait lawsone standartintn minimum inhibitér konsantrasyon (MiK), minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir.
Antibakteriyel aktivite tayini igin stoklanmis olan kiiltiirler S. aureus ve E.coli Trpytic
Soy Agar (TSA) besiyerinde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilarak
cogaltilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra g¢ogalan her mikroorganizmadan 6ze
yardimi ile yaklastk 5 koloni alimip, 5 mL steril serum fizyolojik igerisine
daldinlmistir. Oze birkag kez dondiiriilmiistiir. Vorteks yaparak tam anlamiyla
karismasi saglanmustir. Daha sonra ELISA okuyucuda 600 nm’de absorbans degeri
okutulmustur. 0.5 McFarland degerinde (10° CFU/mL) okumasini istedigimiz
absorbans degerleri 0,08-0,10 arasinda olacak sekilde ayarlanmigtir. Okutulan

absorbans degerlerine gore koloni veya serum fizyolojik ilavesi yapilmistir.

Bu asamalarin ardindan mikrodiliisyon yonteminde kullanilan steril, U tabanli, 96
kuyucuklu plakalara 100 uL. Mueller Hinton Agar (500 mL distile su igerisine 17 ¢
Mueller Hinton Agar eklenmistir, otoklavda steril edilerek hazirlanmigtir.) besiyeri
eklenmistir. %10 DMSQO’da ¢6zdiiriilerek ¢ozeltileri hazirlanan lawsone standarti, su
ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti, metanol ekstrakti ve kloramfenikol
antibiyotigi ilk kuyucuklara 100 pL olacak sekilde ilave edilmistir. 6 konsantrasyon (
%100, %50, %25, %12,5, %6,25, %3,12) boyunca gift katli diliisyon yapilmistir.
Uygulamada son DMSO konsanstrasyonu %]1°1 ge¢memistir. MacFarland 0.5
bulanikliligina ayarlanan mikroorganizmalar, serum fizyolojik ile 1/10 oraninda
seyreltilip 5 uL alinarak kuyucuklara inoliike edilmistir ve inkiibasyona birakilmistir.
Mikroorganizmalarin degerleri ayarlandiktan sonra hiicre sayisinda degisiklik
yasanmamasi i¢in 30 dakika i¢inde kullanilmistir. Kullandigimiz plakanin 6
kuyucuguna sadece MHA besiyeri eklenerek sterilite kontrolii yapilmigtir. Farkli 6
kuyucuguna MHA besiyeri ve mikroorganizmalar eklenerek iireme kontrolii
yapilmistir.  Yapilan uygulamalardan sonra plakalar 24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. Ancak 96 kuyucuklu plaka igerisinden sivinin inkiibasyon sirasinda
buharlasmadigindan emin olmak i¢in plakalar agz kilitli posetler i¢inde saklanmustir.
Kilitli posetlerin igine nemli bir kagit havlu koyulmustur. Inkiibasyon sonrasinda
mikroorganizma tiremesine bakilmistir. Mikroorganizma iireme kontrol kuyucugunda

tireme oldugu, sterilite kontrol kuyucugunda iireme olmadig: tespit edildikten sonra,
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MIK degerleri saptanmistir (Cerci, 2011). Mikroorganizma iiremesinin olmadig1 en
diisiik konsantrasyon bakteriler icin MBK, inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin

iiremesinin yavasladig ilk konsantrasyon MiK degeri olarak degerlendirilmistir.

2.5. Hiicre Kiiltiiri

2.5.1. CAPAN-1 Pankreas Kanseri Hiicresinin Jn Vitro Kiiltiirlerinin

Hazirlanmasi

Donmus sekilde -195°C’de siv1 azot igerisinde bulunan kriyotiiplerdeki CAPAN-1
pankreas kanseri hiicreleri (24. Pasaj), sivi azot tankindan alinarak inkiibatore
koyulmustur. Inkiibatorde ¢oziinmesi saglanmistir. %89 IMDM, %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin karisimindan olusan besiyeri ortami1 hazirlanmistir. Inkiibatorde
¢ozdiiriilen CAPAN-1 pankreas kanseri hiicreleri falkon tiipe aktarilmistir. Uzerine
hazirladigimiz besiyerinden 2 mL ekleyerek, 2 dakika 2000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra tstte kalan sivi kisim dikkatli bir sekilde atilmistir.
Kalan pellet 18 mL besiyeri ile karistirilip 3 adet 75cm?’lik flaska transfer edilmistir.
Hiicre ¢ogalmasina yardimci olmak igin her bir flask igerisine 60’ar pL olacak bigimde
L-Glutamin eklenmistir. Flasklar 37°C’de %5 CO: barindiran inkiibatére
koyulmustur. Flasklar kontaminasyon ve hiicre ¢gogalmalarinin gozlemlenmesi igin 24
saatte bir, mikroskobik inceleme yapilarak kontrol edilmistir. Iki giinde bir
flasklardaki besiyeri degistirilmistir. 75 cm?’lik flasklarda ¢ogaltilan hiicreler, flasklari
tamamen kapladiklarinda ve flask yiizeyi yetersiz gelmeye basladiginda,
Tripsin/EDTA kullanilarak flask yiizeyinden enzimatik yolla kaldirilmistir. Bunun igin
flasklardaki vasatlar atilarak 2,5’er mL PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile
yikanmistir. PBS flasklardan atildiktan sonra 2°ser mL Tripsin/EDTA ilavesiyle (% 5
CO2 , 37°C, >% 90 nem) 3-4 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin flask yiizeyine tutunup tutunmadigi, inverted mikroskop ile kontrol
edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak i¢in flasklara 4’er mL IMDM ekleyerek
olusturdugumuz karisim 15 mL’lik falkon tiiplere aktarilmistir. 2 dakika 2000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant kismi atilmistir. Falkon tiipiin
dibinde kalan hiicrelerin {izerine 1 mL besiyeri eklenmistir. Elde edilen bu hiicre
stispansiyonundan 10 pL alinarak, 10 uL tripan blue ile eppendorf icerisinde pipetle
karistirilarak homojen hale getirilmistir. Bu homojen karisimdan 10 puL alinarak hiicre

sayim kasetine koyulmustur. Otomatik sayim cihazinda hiicre sayimi yapilmistir.
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2.5.2. L929 Fibroblast Hiicresinin 7n Vitro Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Donmus sekilde -195°C’de sivi azot igerisinde bulunan kriyotiiplerdeki L929
fibroblast hiicreleri (27. Pasaj), sivi azot tankindan alinarak inkiibatore koyulmustur.
Inkiibatorde  ¢oziinmesi saglanmistir. %89 DMEM, %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin karisimindan olusan besiyeri ortam1 hazirlanmstir. Inkiibatdrde
¢ozdiiriilen L929 fibroblast hiicreleri falkon tiipe aktarilmistir. Uzerine hazirladigimiz
besiyerinden 2 mL ekleyerek, 2 dakika 2000 rpm’da santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra ustte kalan sivi kisim dikkatli bir sekilde atilmistir. Kalan pellet 18 mL besiyeri
ile karistirtlip 3 adet 75¢cm?’lik flaska transfer edilmistir. Hiicre cogalmasina yardimci
olmak igin her bir flask igerisine 60’ar uL olacak bigimde L-Glutamin eklenmistir.
Flasklar 37°C’de %5 CO2 barindiran inkiibatore koyulmustur. Flasklar kontaminasyon
ve hiicre ¢ogalmalarinin gozlemlenmesi igin 24 saatte bir, mikroskobik inceleme
yapilarak kontrol edilmistir. Tki giinde bir flasklardaki besiyeri degistirilmistir. 75
cm?’lik flasklarda cogaltilan hiicreler, flasklari tamamen kapladiklarinda ve flask
yiizeyi yetersiz gelmeye basladiginda, Tripsin/EDTA kullanilarak flask yiizeyinden
enzimatik yolla kaldirilmistir. Bunun igin flasklardaki vasatlar atilarak 2,5’er mL PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanmistir. PBS flasklardan atildiktan sonra 2’ser
mL Tripsin/EDTA ilavesiyle (% 5 COz , 37°C, >% 90 nem) 3-4 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin flask yiizeyine tutunup tutunmadigi,
inverted mikroskop ile kontrol edilmistir. Enzim aktivitesini durdurmak igin flasklara
4’er mL IMDM ekleyerek olusturdugumuz karisim 15 mL’lik falkon tiiplere
aktarilmigtir. 2 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant
kismi atilmigtir. Falkon tiipiin dibinde kalan hiicrelerin {izerine 1 mL besiyeri
eklenmistir. Elde edilen bu hiicre siispansiyonundan 10 pL almarak, 10 pL tripan blue
ile ependorff igerisinde pipetle karistirilarak homojen hale getirilmistir. Bu homojen
karisimdan 10 pL alinarak hiicre sayim kasetine koyulmustur. Otomatik sayim

cithazinda hiicre sayimi1 yapilmistir.

2.6. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

L. inermis bitkisinden elde edilen kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti, metanol

ekstrakti, Su ekstrakti ve lawsone standartinin tam ¢dzlinmesini saglamak amaciyla
%10 DMSO eklenerek, 1 mg/mL olacak sekilde DMEM ile ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Bitkiye ait her bir ekstrakttan ve lawsone standartindan 1 mg tartilmasinin ardindan
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tizerlerine 100 uL. DMSO, 900 uL besiyeri eklenmistir. Sonikatér ile tamamen
ekstraktlarin ¢6ziinmesi saglandiktan sonra, UV 1sik altinda 15 dakika boyunca

sterilizasyonlar1 saglanmastir.

2.7. MTT Metodu ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Sitotoksisiteyi belirlemek i¢cin MTT, XTT, MTS ve WST-1 testleri yapilmaktadir.
Pozitif yiiklii bir bilesik olan MTT, O6karyot hiicrelerin membranini kolaylikla geger.
Ancak diger testler negatif yiiklii bilesiktir ve hiicre membranin1 gecemezler.
Dolayistyla hiicre membranini gecebilmek icin fenazin metil siilfat vb. ara elektron

alict molekiillerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle ¢calismada MTT testi tercih

edilmistir (Tokur ve Aksoy, 2017).

MTT metodu, hiicre proliferasyon testlerinde metabolik aktivitenin olgiimii i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Metodun calisma ilkesi temelde; proliferasyona
ugrayan hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim aktivitesiyle, tetrazolyumu (sar1)
kullanarak formozan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin ELISA

okuyucuda absorbans olarak dl¢iilmesine dayanmaktadir (Fotakis ve Timbrell, 2006).

Hiicre sayis1 yeterli duruma geldiginde CAPAN-1 pankreas kanseri hiicreleri, 2 adet
96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Aym
sekilde galismada kontrol amaciyla kullanilan L929 fibroblast hiicreleri de 2 adet 96
kuyucuklu plakaya, plate diizeninin tasarlanmasimin ardindan her bir kuyucukta 10*
hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyon (%5 CO2, 37°C, >%90 nem)
stiresiyle hiicrelerin yiizeye tutunmalart saglanmistir. 24 saatin sonunda besiyeri
ortamdan uzaklastirilmistir (Sekil 2.3.). Uygulamaya baslamadan 6nce %10 DMSO
ile hazirladigimiz su ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti, metanol ekstrakti
ve lawsone standart1 7 farkli konsantrasyon (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 pg/mL)
seklinde ilave edilmistir. Her bir 6rnek igin anlamli sonuglar elde edebilmek amaciyla
4 tekrarli calisilmistir. Ektigimiz plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Her bir
plaka igin plaka diizeni ayni sekilde olusturulmustur. Negatif kontrol olarak yalnizca
besiyeri, pozitif kontrol olarak %20 DMSO kullanilmigtir. DMSO’nun tek basina
etkisini gormek iginde, %10’luk DMSO ayrica kuyucuklara eklenmistir.

Her plaka igin 24 saat inkiibasyondan sonra vasat atilmistir. Kuyucuklara 50 uL MTT
soliisyonu (1 mg/1 mL fenol redsiz besiyeri ile seyreltilir, 0,2 um filtreden gegirilir ve
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soliisyon kullanilana kadar +4°C’de saklanir.) ilave edilmistir. Hig¢ 151k almayacak
sekilde aliminyum folyo ile kaplanan plakalar 2 saat boyunca karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki MTT ¢ozeltisi ¢ekilmis, 100 pL
izopropanol eklenmistir. 570 nm’de ELISA okuyucuda okuma gerceklestirilmistir
(Melekoglu, Ekici, Arat ve Karahan, 2011). Negatif kontrol kuyucuklarindan alinan
absorbanslarin ortalamasi %100 olarak kabul edilmistir ve kontrol absorbans degerleri
arasinda %15°ten fazla fark olmamasi gereklidir. Test kuyucuklarindan alinan
absorbanslarin ortalamalar1 ile karsilastirma yapilmistir ve karisimlarin sitotoksisitesi

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Fotakis ve Timbrell, 2006):

Hiicre canliligr (%) = ((OD570(numune)) / (OD570(negatif kontrol))) x 100
MTT sonuglarina gore ICso hesaplanmasinda GraphPad Prism (Software ver. 6)

kullanilmistir.

Sekil 2.3. MTT testi uygulamasinda plakalardan vasatin ¢ekilmesi iglemi.
2.8. Ikili Boyama Yéntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Gosterilmesi

Ikili boyama metodunda hiicre ¢ekirdegi boyanarak gériiniir hale gelir, bu sayede
apoptoz ve nekroz tayini yapilabilmektedir. Sitoplazmik RNA’y1 yok eden ve boylece
sitoplazmanin boyanmasini engelleyen Riboniikleaz A -20 °C’de saklanmistir. Canli
hiicreleri soniikk mavi renkte, apoptotik hiicreleri ise parlak beyaz renkte boyayan ve

boylece gerg¢ek apopototik hiicrelerin belirlenmesini saglayan Hoechst (33342) boyasi
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+4 °C’de saklanmigtir. Canli hiicre zarindan gegemeyen, ancak olii hiicre zarindan
gecerek DNA ve RNA’y1 kirmiziya boyayan ve bu sayede sekonder nekrozu gésteren
Propidium iyodiir boyasi ise +4 °C’de saklanmistir. Ikili boyama yéntemi ile apoptoz
ve nekrozun tayini i¢in 6ncelikle ikili boyama ¢6zeltisi hazirlanmistir. 1 mL PBS’ de
10 mg RNA igeren Riboniikleaz A, 1 mL PBS’de 200 pg igeren Hoechst (33342) ve 1
mL PBS’de 100 pg Propidium iyodiir iceren stok cozeltileri hazirlanmistir. Stok
¢ozeltileri kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir. Hazirlanan stok ¢6zeltilerinden, 10
mL PBS igerisine; 100 uL. RNAaz, 500 uL Hoechst ve 100 uL propidium iyodiir

¢ozeltilerinden ilave edilerek galisma ¢6zeltisi hazirlanmistir.

ikili boyama yéntemi ile apoptoz ve nekroz varliginin degerlendirilebilmesi igin 48
kuyucuklu plaka kullanilmistir. Rutin  hiicre agma Ve c¢ogaltma prosediirii
uygulanmistir. Hiicre sayimi1 gerceklestirildikten sonra L929 ve CAPAN-1 hiicreleri
2’ser adet olacak sekilde toplamda 4 adet 48 kuyucuklu plakaya, kuyucuk basina
2x10* hiicre gelecek sekilde ekilmistir. Hiicreler 37°C°de %5 CO; ortaminda, 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Plakadaki hiicrelerin yilizeye tutunup tutunmadiklarinin
gozlemlenmesinin ardindan, kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirilmistir.
Hazirlanan ekstraktlar 3 tekrar ve 3 farkli konsantrasyon (100 pg/mL, 25 pg/mL ve
6,25 pg/mL) olacak sekilde uygulanmistir. Negatif kontrol grubuna besiyeri, pozitif
kontrol grubuna ise %20 DMSO eklenmistir. Plakalar 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki besiyeri ortami uzaklastilarak her kuyucuga
70 upL ikili boyama c¢ozeltisi eklenmistir (Sekil 2.4.). Isiga duyarli boyalar
kullandigimiz i¢in 48 kuyucuklu plakalar, aliminyum folyo ile sarilip hig 1g1k almayan
karanlik bir ortamda 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
floresan atagmanli inverted mikroskop ile DAPI filtresi altinda her kuyucuktan
goriintiileme yapilarak, tiim hiicreler igerisinde apoptoza ugrayan hiicrelerin tespiti
saglanmistir. Nekroza ugrayan hiicrelerin belirlenmesi iginse, FITC filtresi (480-520
nm dalga boyunda) altinda her kuyucuktan goriintii alinmistir. Nekrotik hiicre ve
apoptotik hiicre sayilari, uyguladigimiz her bir 6rnegin farkli konsantrasyonlarinda
sayllmigtir. Biitiin hiicreler i¢inde apoptoz ve nekroza ugrayan hiicrelerin yiizdesi ve

standart sapmasi hesaplanmistir (Melekoglu vd. 2011), sonuglar degerlendirilmistir.
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Sekil 2.4. ikili boyama testi uygulamasinda kullanilan ikili boyama ¢ozeltisinin plakalara eklenmesi.
2.9. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda L. inermis’e ait kloroform, su, metanol, aseton ekstraktlarinin ve
lawsone standartinin CAPAN-1 pankreas kanseri hiicresi ve 1929 fibroblast hiicreleri
izerine i¢in % canlilik hesaplanmistir. % canliliklarin karsilastirilmasinda OneWay
ANOVA, gruplar arasi farkin 6nemlilik kontrolii i¢in Duncan testi (post hoc)
uygulanmistir.Yapilan  analizlerde IBM SPSS 20.0 paket programindan

faydalanilmistir. P<0.05 degeri 6nemli olarak kabul edilmistir.

Apoptoz ve nekroza ugramis hiicreler ikili boyama yontemi ile belirlenmistir. Bu
verilerin degerlendirilmesinde inverted mikroskopta, DAPI filtresi kullanilarak
apoptoza ugramis hiicreler ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda) kullanilarak
nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapilmigtir. Oncelikle tiim hiicreler
sayilmistir. Apoptoza ugramis ve nekroza ugramis hiicrelerde sayilarak bu sayilarin %
degerleri hesaplanmstir. Ikili boyama metodu iki tekrarli, MTT testi en az ii¢c kez

tekrarlanarak yapilmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Orneklerin Disk Difiizyon Yéntemi ile Antimikrobiyal Etkisi

L. inermis bitkisine ait 4 farkli ekstrakt; metanol ekstrakti, su ekstrakti, kloroform
ekstrakti, aseton ekstrakti, lawsone standarti ve pozitif kontrol olarak kullanilan
antibakteriyel (kloramfenikol) ilacin test mikroorganizmalari olan S. aureus ve E.
coli tizerine antimikrobiyal etkileri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden Sl¢iilmiistiir ve Cizelge 3.1°de ve
Sekil 3.1-3.10°da gosterilmistir. Calismada kullanilan S. aureus ATCC 25923 gram
pozitif bakteri iken; E. coli ATCC 25922 gram negatif bakteridir.

L. inermis bitkisin metanol ekstrakti, aseton ekstrakti, kloroform ekstrakti, su ekstrakti
ve lawsone standartt kullanilan her iki test mikroorganizmasi iizerinde de
antimikrobiyal etki gostermistir.

Cizelge 3.1. L. inermis’in 4 farkli ekstrakti ve lawsone standartinin test mikroorganizmalar1 {izerine
gosterdigi antimikrobiyal aktivite inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

- . Metanol Kloroform
Mikroorganizmalar Su Ekstrakti FEkstrakts Aseton Ekstrakt Ekstrakt: Lawsone
E. coli 7+1 6,16+0,28 6,60+1,15 6,33+0,57 6+0
S. aureus 6,16+0,28 71 843,46 7,33+2,30 6,83+1,04

L. inermis bitkisine ait su ekstrakti S. aureus susuna kars1 6,16+0,28 mm’lik zon ¢ap1
olusturmustur. Yine bitkiye ait su ekstrakti’nin E. coli susuna kars1 7+1 mm’lik bir

zon ¢ap1 olusturdugu goézlenlenmistir.
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Sekil 3.1. L. inermis’e ait su ekstraktinin S. aureus iizerinde olusturdugu zon ¢ap (a: kloramfenikol,
b: L. inermis su ekstrakti).

Sekil 3.2. L. inermis’e ait su ekstraktinin E. coli iizerinde olusturdugu zon ¢ap1 (a: kloramfenikol, b: L.
inermis su ekstraktr).

L. inermis bitkisinin metanol ekstrakt1 S. aureus susuna karsi 71 mm’lik bir zon ¢ap1

olusturmustur. E. coli susuna kars1 ise 6,16+0,28 mm’lik bir zon ¢ap1 olusturmustur.
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Sekil 3.3. L. inermis’e ait metanol ekstraktinin S. aureus iizerinde olusturdugu zon ¢ap1
(a: kloramfenikol, b: L. inermis metanol ekstrakt).

Sekil 3.4. L. inermis‘e ait metanol ekstraktinin E. coli tizerinde olusturdugu zon ¢ap1
(a: kloramfenikol, b: L. inermis metanol ekstrakti).

L. inermis bitkisinin kloroform ekstrakt1 S. aureus susuna kars1 7,33+2,30 mm’lik bir
zon ¢ap1 olusturmustur. E. coli susuna kars1 ise 6,33+0,57 mm’lik bir zon cap1

olusturmustur.
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Sekil 3.5. L. inermis’e ait kloroform ekstraktinin S. aureus tizerinde olusturdugu zon ¢ap1
(a: kloroamfenikol, b: L. inermis metanol ekstrakti).

Sekil 3.6. L. inermis’e ait kloroform ekstraktinin E. coli iizerinde olusturdugu zon ¢ap1
(a: kloroamfenikol, b: L. inermis metanol ekstrakt).

L. inermis bitkisinin aseton ekstrakti S. aureus susuna kars: 8+3,46 mm’lik bir zon
cap1 olusturmustur. Bu duyarlilik tiim ekstraktlar igerisinde goriilen en giiglii duyarlilik

olmustur. E. coli susuna kars1 6,66+1,15 mm’lik zon ¢ap1 6lgtilmiistiir.
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Sekil 3.7. L. inermis’e ait aseton ekstraktinin S. aureus tizerinde olusturdugu zon ¢api
(a: kloramfenikol, b: L. inermis aseton ekstrakt).

Sekil 3.8. L. inermis’e ait aseton ekstraktinin E. coli izerinde olusturdugu zon ¢ap1 (a: kloramfenikol,
b: L. inermis aseton ekstrakti).

Lawsone standarti S. aureus susuna karst 6,83+1,04 mm’lik bir zon ¢api

olusturmustur. E. coli susuna kars1 ise 60 mm’lik bir zon ¢ap1 gézlemlenmistir.
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Sekil 3.9. Lawsone standartinin S. aureus iizerinde olusturdugu zon ¢ap (a: kloramfenikol b: lawsone
standartt).

Sekil 3.10. Lawsone standartinin E. coli tizerinde olusturdugu zon ¢api (a: kloramfenikol b: lawsone
standarti).

3.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerleri

Yapilan antibiyogram testine ek olarak bitkiye ait aseton ekstrakti, kloroform ekstrakt,
metanol ekstrakti, su ekstrakti, lawsone standart1 ve pozitif kontrol olarak kullanilan
antibakteriyel (kloramfenikol) ilag icin MIK calismas: yapilmustir. Bakteriler
iizerindeki MIK degerleri Cizelge 3.7°de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2. L. inermis’ in 4 farkl ekstrakti ve lawsone standartinin test mikroorganizmalarina karsi

MiK degerleri (mg/mL).
MiK Degerleri (mg/mL)
MIiKROORGANIZMALAR
Su ekstrakt1 Aseton Kloroform Metanol ekstrakti Lawsone
ekstrakti ekstrakti
S. aureus 0,5 1 1 1 0,125
E. coli 1 1 1 1 0,5

L. inermis bitkisinin su ekstrakti icin yapilan MiK calismasinda, bulaniklik tayininin
farkli goézler sahitliginde Kkarsilastirilmas:1 sonucunda S. aureus, i¢in 1 mg/mL
konsantrasyonu ~ MBC (minimum bakterisidal konsantrasyon) degeri olarak
belirlenmis olup 0,5 mg/mL konsantrasyonu MiK degeri olarak belirlenmistir. E. coli
icin 1 mg/mL konsantrasyonun degeri oldugu tespit edilmistir. Yine L. inermis
bitkisinin aseton ekstrakt1 i¢in yapilan MIK c¢alismasinda S. aureus, i¢in 1 mg/mL
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir. Ayni sekilde E. coli i¢in de 1 mg/mL
konsantrasyonunun MiK degeri oldugu tespit edilmistir. L. inermis bitkisinin metanol
ekstrakt1 ile yapilan MiK calismasinda bulaniklik tayinin farkli gozler sahitliginde
yapilmas1 sonucu S. aureus icin 1 mg/mL konsantrasyonu MIK degeri olarak
belirlenmistir. E. coli icinde 1 mg/mL konsantrasyonu MIK degeri olarak
belirlenmistir. L. inermis bitkisinin lawsone standart1 i¢in yapilan MiK calismasinda
S. aureus igin 0,25 mg/mL konsantrasyonu MBC degeri olarak belirlenmis olup 0,125
mg/mL konsantrasyonu MIiK degeri olarak belirlenmistir. E. coli i¢in ise 1 mg/mL
konsantrasyonu MBC degeri olarak belirlenmis ve 0,5 mg/mL konsantrasyonu da
MIK degeri olarak belirlenmistir. L. inermis bitkisinin kloroform ekstrakti i¢in yapilan
MIK ¢alismasinda bulaniklik tayinin farkli gézler sahitliginde karsilastirilmasi sonucu
S. aureus icin 1 mg/mL konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmis olup, E. coli

icin de 1 mg/mL konsantrasyonu MiK degeri olarak belirlenmistir.

3.3. Sitotoksisite Testi Sonuclar:

Calismada L. inermis bitkisine ait aseton ekstrakti, kloroform ekstrakti, metanol
ekstrakti, su ekstrakti ve bitkinin onemli bir naftokinonu olan lawsonea ait standartin
CAPAN-1 pankreas kanser hiicre hatt1 ve L929 fibroblast hiicre hatti tizerindeki
toksisitesi MTT testi ile belirlenmistir. Kontrol olarak hiicreler iizerine sadece besiyeri
eklenmistir. 570 nm’deki spektroskopik 6lgiimden sonra, orneklerden elde edilen
absorbans degerleri ile kontrol grubundan elde edilen absorbans degeri kullanilarak %

canlilik degerler elde edilmistir .
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L. inermis’e ait lawsone standarti, su ekstrakti, metanol ekstrakti, aseton ekstrakti ve
kloroform ekstraktinin uygulandigimiz CAPAN-1 pankreas kanseri hiicreleri lizerine
etkisine ait toksisite sonuglar1 Cizelge 3.3 ve Grafik 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.3. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e ait kloroform, su, metanol, aseton ekstraktlarinin

ve lawsone standartinin CAPAN-1 pankreas kanseri hiicresi {izerine yiizde canlilik degeri
(ortalama+Standart hata).

CAPAN-1 PANKREAS KANSER HUCRESI
Konsantrasyon Kloroform Metanol
(ug/mL) Lawsone Ekstraktn Su Ekstrakti Ekstrakia Aseton Ekstrakti
100 32,342,5° 28,240,212 47,5+3,1° 32,5+3,12 33,5+4,22
50 40,6+3,12 28,6+1,532 68,2+7,5" 29,7+4,82 52,443,6°
25 47,6+3,32 47,0+7,72 72,1+7,3% 65,4+4,8" 78,4+6,6°
12,5 62,9+2,3° 77,9+£3,2% 79,0+4,1° 97,3+10,8¢ 106,7+5,5°
6,25 66,1+8,8? 93,5+7,1% 75,0£3,72 86,5+3,8° 104,3£11,7°
3,12 74,8+6,7° 97,3+8,9° 73,9+3,32 99,6+7,3" 103,5+5,15°
1,56 73,4+11,0 92,942.4 88,1+4,8 119,447 4 105,4+5,6
Negatif kontrol 1001 4
(Besiyeri) :
Pozitif kontrol
(%620 DMSO) S

ab.c; Ayni satirda farkl harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir. (P< 0,05).
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Sekil 3.11. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e ait, su, metanol, aseton, kloroform ekstraktlarinin
ve lawsone standartinin CAPAN-1 pankreas kanseri hiicreleri iizerine etkisine ait % canlilik grafigi.

Bitkiye ait su ekstrakti igin Cizelge 3.3. ve Sekil 3.11°de goriildiigi gibi CAPAN-1
pankreas kanseri hiicrelerinde 100 pg/mL konsantrasyonda canlilik %47,5+3,1 olarak

hesaplanmis olup bu konsantrasyonda antiproliferatif etki gostermistir. 50 pg/mL
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konsantrasyondan itibaren canliligin artis gosterdigi belirlenmistir ve bu
konsantrasyonda canlilik %68,2+7,5 olarak hesaplanmistir. Bitkinin aseton
ekstraktinda ise CAPAN-1 pankreas kanseri hiicrelerinde 100 pg/mL konsantrasyonda
canlilik %33,5+4,2 olarak hesaplanmig ve bu konsantrasyonda antiproliferatif etki
gostermistir. 50 mg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre canliligininn artis gosterdigi
belirlenmistir.Ve canlilik 52,4+3,6 olarak hesaplanmistir. En diisiikk konsantrasyon
olan 1,56 pg/mL konsantrasyonda canlilik %105,4+5,6 olarak hesaplanmis olup
konsantrasyona bagl hiicre canliliginin arttigi goériilmiistiir. Metanol ekstrakti igin
CAPAN-1 pankreas kanseri hiicrelerinde 100 pg/mL ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda
canlilik swrasiyla  %32,5£3,1 ve %29,7+4,8 olarak hesaplanmistir ve bu
konsantrasyonlarda antiproliferatif etki gostermistir. 25 pg/mL konsantrasyondan
itibaren canlilikta artig goriilmiistiir ve canlilik %65,4+4,8 olarak hesaplanmistir. En
diisiik konsantrasyon olan 1,56 pg/mL’de canlilik %119,4+7,4 olarak hesaplanmistir
ve konsantrasyona bagli hiicre canliligin arttigi goriilmiistiir. Bitkiye ait kloroform
ekstrakt1 i¢in Sekil 2.’de goriildiigii gibi CAPAN-1 hiicrelerinde 100 pg/mL, 50
ug/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda canlilik sirastyla %28,2+0,21, %28,6+1,53
ve 47,04+7,7 olarak hesaplanmis ve hiicreler i¢in antiproliferatif etki gostermistir. 12,5
mg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre canliliginin artis gosterdigi belirlenmistir.
Canlilik %77,943,2 olarak hesaplanmigtir. Lawsone standarti i¢in ise 100 pg/mL, 50
ug/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda canlilik sirasiyla %32,3+2,5 , %40,6+3,1 ve
%47,6+3,3 olarak hesaplanmig ve hiicrenin bu 3 konsantrasyonda antiproliferatif etki
gostermistir. 12,5 mg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre canliliginin artig gosterdigi
belirlenmistir ve canlilik %62,942,3 olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.3’e gore
CAPAN-1 pankreas kanseri hiicresi iizerine yiizde canlilik degeri karsilastirildiginda
100 pg/mL dozda su ekstrakti diger ekstraktlardan istatistiki olarak farkli bulundu
(P<0.05). 50 pg/mL dozda su ve aseton ekstraklarinda 6nemli bir artig goriildii. 25
ug/mL dozda lawsone standarti ile kKloroform ekstraktinda ve aseton ile su ekstraktlari
arasinda (P<0,05) benzerlik goriiliirken, aseton ekstraktinda diger ekstraklara gore
onemli bir artis (P<0.05) goriildi. 12,5 ng/mL dozda lawsone standart: ile kloroform
ekstraktlar1 arasinda (P<0,05) benzerlik goriildii. 6,25 pg/mL dozda lawsone standarti
ile su ekstrakti arasinda (P<0,05) benzerlik goriiliirken; kloroform ekstrakti hem
metanol hem de aseton ekstraklariyla (P<0,05) benzerlik gosterdi. 3,12 pg/mL dozda
lawsone ve su ekstraktlari ile kloroform, metanol ve aseton ekstraklari arasinda
(P<0,05) benzerlik goriildii.
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L. inermis’in 6nemli bir naftakinonu olan lawsonea ait standart, su ekstrakti, metanol

ekstarkti, aseton ekstrakti ve kloroform ekstraktinin uygulandigimiz L929 fibroblast

hiicreleri ilizerine etkisine ait toksisite sonuglart Cizelge 3.4. ve Sekil 3.12.’de

verilmistir. Yapilan MTT testi sonucunda CAPAN-1 pankreas kanseri hiicre hattinda

su ekstrakti, metanol ekstrakti, aseton ekstrakti, kloroform ekstrakt1 ve ticari lawsone

standart1 i¢in ICso degerleri yaklasik olarak sirasiyla; 100.1 pg/mL, 36.03 pg/mL,

58.23 pg/mL, 31.81 pg/mL ve 21.27 pg/mL olarak bulunmustur.

Cizelge 3.4. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e ait kloroform, su, metanol, aseton ekstraktlarinin
ve lawsone standartinin L929 fibroblast hiicreleri tizerine ylizde canlilik degeri (ortalama+Standart

hata).
L929 FIBROBLAST HUCRESI
Konsantrasyon Kloroform Metanol Aseton
(ug/mL) Lawsone Ekstrakt Su Ekstrakt1 Ekstrakt Ekstrakt
100 29,0+2,8% 28,8+ 0,6% 38,7+ 5,5° 31,6+5,2% 37,9+1,1%®
50 36,6+4,9° 31,7+ 0,8% 78,9+ 3,8° 46,149,12 56,8+2,5°
25 56,1£9,6® 57,0+ 1,0 93,0+ 8,8° 49,8+13,12 71,443,11°
12,5 72,6£5,4% 77,3+ 4,9° 95,4+ 8,8° 72,8+3,0° 90,2+4,6°
6,25 69,2+2,0% 92,2+ 2,8° 94,2+ 7,3° 80,8+4,5% 92,7+3,6°
3,12 87,3+6,5% 94,6+ 6,5% 102,3+ 8,5 88,4+3,17 97,3+6,9%®
1,56 88,6+6,1 99,1+ 6,5 113,5+12,8 125,946,5 100,0+6,9
Negatif Kontrol
(Besiyeri) 1007,0
Pozitif kontrol
(%20 DMSO ) 29,8+6,3

ab.c: Ayny satirda farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir. (P< 0,05)
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Sekil 3.12. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e ait su, metanol, aseton, kloroform ekstraktlarinin ve
lawsone standartinin L929 fibroblast hiicreleri iizerine etkisine ait % canlilik grafigi.
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Cizelge 3.4. ve Sekil 3.12.°de gosterildigi gibi, bitkiye ait su ekstrakti i¢in L929
fibroblast hiicrelerinde 100 pg/mL konsantrasyonda canlilik %38,7+5,5 olarak
hesaplanmis ve toksik etki gosterdigi gorilmistiir. 50 pg/mL konsantrasyondan
itibaren canliigin artis gosterdigi belirlenmistir. Bu konsantrasyonda  canlilik
%68,29+7,56 olarak hesaplanmistir. Bitkinin aseton ekstraktinda ise L929 fibroblast
hiicrelerinde 100 pg/mL konsantrasyonda canlilik %37,9+1,1 olarak hesaplanmis ve
toksik etki gosterdigi gorilmistir. 25 mg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre
canliigmin artig gosterdigi  belirlenmis olup, canliik %56,842,5 olarak
hesaplanmistir. En diisiik konsantrasyon olan 1,56 pg/mL konsantrasyonda canlilik
%100,0+£6,9 olarak hesaplanmistir. Konsantrasyona bagli hiicre canliliginin arttigi
goriilmustiir. Metanol ekstrakti igin L929 hiicrelerinde en yiiksek konsantrasyon olan
100 pg/mL konsantrasyonda canlilik %31,6+5,2 olarak hesaplanmistir ve toksik etki
gosterdigi  gorilmustir. 50 pg/mL  konsantrasyondan itibaren canlilikta artis
goriilmistiir. Canlilik %46,1+9,1 olarak hesaplanmistir. En diisiik konsantrasyon olan
1,56 ug/mL’ de canlilik %125,946,5 olarak hesaplanmistir ve konsantrasyona bagli
hiicre canliligin arttig1 goriilmustiir. Bitkiye ait kloroform ekstrakti igin Cizelge 3.4.’te
gorildigii gibi L929 fibroblast hiicrelerinde 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda canlilik sirasiyla %28,8+0,6 ve %31,7+0,8 olarak hesaplanmis
olup toksik etki gosterdigi goriilmistir. 25 mg/mL konsantrasyondan itibaren hiicre
canliliginin artis gosterdigi belirlenmistir ve canlilik %57,0+1,0 olarak hesaplanmustir.
En diisiik konsantrasyon olan 1,56 pg/mL’de canlilik %99,1+ 6,5 olarak hesaplanmis
olup konsantrasyona bagl hiicre canliliginin arttigi gorilmiistiir. Lawsone standarti
icin ise 100 pg/mL ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda canlilik sirasiyla %29,0+2,8 ve
%36,6+4,9 olarak hesaplanmig ve toksik etki gosterdigi goriilmistiir. 25 mg/mL
konsantrasyondan itibaren hiicre canliliginin artis gosterdigi belirlenmistir ve canlilik
%56,1+£9,6 olarak hesaplanmistir. En diisiik konsantrasyon olan 1,56 pg/mL’de
canlilik %88,6+6,1 olarak hesaplanmis olup konsantrasyona bagli hiicre canliliginin
arttig1 goriilmiistiir. Yapilan MTT testi sonucunda L929 fibroblast hiicre hattinda su
ekstrakti, metanol ekstrakti, aseton ekstrakti, kloroform ekstrakti ve ticari lawsone
standart1 icin ICso degerleri yaklasik olarak sirastyla; 83.51 pg/mL, 36.07 pg/mL,
63.44 ng/mL, 32.74 pg/mL ve 30.95 pg/mL olarak bulunmustur. Cizelge 3.4’e gore
L.929 fibroblast hiicreleri iizerine yiizde canlilik degeri karsilastirildiginda 100 pg/mL
dozda lawsone standart1 ve kloroform ekstrakti, metanol ve aseton ekstraktlar: arasinda

(P<0,05) benzerlik goriiliirken; su eksrakti sadece metanol ve aseton ekstraktlar ile
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benzerlik (P<0,05) gosterdi. 50 pg/mL ve 25 pg/mL dozlarda su ekstraktinda diger
ekstraklara gore onemli bir artis (P<0.05) goriildi. 12,5 pg/mL ve 6,25 pg/mL
dozlarda su ve aseton ekstraktlar1 arasinda arasinda (P<0,05) benzerlik goriiliirken,
aynm1 zamanda diger ekstraktlara gore 6nemli bir artis (P<0.05) goriildi. 3,12 ug/mL
dozda aseton ekstrakti hem lawsone standarti, kloroform ve metanol ekstraktlar: ile

hem de su ekstrakti ile benzerlik (P<0,05) gosterdi.

3.4. ikili Boyama Metodu ile Apoptotik ve Nekrotik Etkilerinin

Belirlenmesi

Ikili boyama yénteminde kullamlan Hoechst 33342 ve Propodium iyodiir
boyalarindan; Hoechst 33342 boyasi canli hiicre zarindan gegip hiicrelerin
cekirdeklerini maviye boyamaktadir. Apoptotik hiicreleri, diger ¢cekirdegi acik maviye
boyanmis hiicrelerden ayirt eden en onemli belirteg; ¢ekirdeklerinin par¢alanmasi,
daha parlak mavi olmasi ve gekirdek sinirlarinin bozulmasidir. Bu yontem de
kullanilan ikinci boya olan Pl ise, sadece hiicre zar1 hasar gormiis veya Olmiis
hiicrelerin zarlarindan gegip, nekroza ugramis hiicrelerin g¢ekirdeklerini kirmiziya

boyar.

CAPAN-1 pankreas kanseri ve L929 fibroblast hiicreleri {izerine L. inermis bitkisine
ait su ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti, metanol ekstrakti ve lawsone
standartinin  apoptotik ve nekrotik etkileri ikili boyama yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu yontem ile 100 pg/mL, 25 pg/mL farkli ve 6,25 pg/mL
konsantrasyonlarda su ekstrakti, metanol ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton
ekstrakt1 ve ticari lawsone standartinin CAPAN-1 pankreas kanser hiicresine ait %
apoptotik ve nekrotik indeks sonuglar1 Cizelge 3.5.’te verilmis, floresan mikroskop

goriintiileri Sekil 3.13.’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e 4 farkli ekstraktin ve lawsone standartinin CAPAN-1 pankreas kanser hiicresine ait % apoptotik ve nekrotik

indeksi.
Capan-1 Hiicre Hatt1
Lawsone Su Metanol Aseton Kloroform
Konsantrasyon
% Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz
100 pg/mL 31,03£3,1 27,44+4.8 NA* NA* 33,33+£2,3 26,3943.3 27,13+4,1 23,42+1,8 26,27+3,8 23,3445,2
25 pg/mL 21,12+2,7 26,17+2.4 9,54+0,7 14,32+1,3 18,71+0,7 15,86+2,9 14,5722 6,29+0,5 21,97£3,6 16,99+4.8
6,25 pg/mL 16,11+£2,3 18,27+1,0 1,85+0,2 1,01+£0,2 3,60+0,4 5,41+0,6 0,73+0,5 1,830 1,98+1,0 1,57+1,1
Negatif Kontrol Pozitif Kontrol (%20 DMSO) Kontrol (%10 DMSO)
% Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz
2,06+0,3 1,20+0,1 14,19+0,5 35,16+1,1 6,22+0,7 19,15+1,7

(*) Fotograflarda hiicre morfolojisi goriilemediginden indeks yapilamamstir.




200 um D

Sekil 3.13. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen CAPAN-1 pankreas kanseri hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflari; A) CAPAN-
1 Pankreas kanseri hiicrelerinde Kloroform ekstraktina ait 25 pg/mL konsantrasyonda apoptotik
hiicrelerin fotograf, B) Kloroform ekstraktina ait 25 pg/mL konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin
fotografi, C) negatif kontrol grubuna ait apoptotik hiicrelerin fotografi, D) negatif kontrol grubuna ait
nekrotik hiicrelerin fotografi, E)pozitif kontrol grubuna ait apoptotik hiicrelerin fotografi, F) pozitif
kontrol grubuna ait nekrotik hiicrelerin fotografi (Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile
20X biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek, 200 um mesafeyi gdstermektedir).

Su ekstrakti, metanol ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakt: ve lawsone
standarti i¢in yiiksek konsantrasyona dogru CAPAN-1 hiicre hattinda apoptotik ve
nekrotik hiicre % indeksi konsantrasyona ve hiicre canliligina bagl artmigtir. CAPAN-
1 pankreas kanser hiicresinde lawsone standarti, aseton ekstrakti ve metanol
ekstraktinin 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik indeksin nekrotik indekse gore
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Su ekstraktinda ise 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik
ve nekrotik indeks sirasiyla %1,85+0,2 ve %1,01+0,2 olarak goriilmistiir. Kloroform
ekstraktinda ise 100 pg/mL, 25 pg/mL ve 6,25 ug/mL konsantrasyonlarda apoptotoik
indeks nekrotik indekse gore yiiksek goriilmiistiir. CAPAN-1 hiicre hatt1 i¢in elde
edilen sonuglar, MTT testi sonuglarini1 destekledigi tespit edilmistir.
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100 pg/mL, 25 pg/mL farkli ve 6,25 pg/mL konsantrasyonlarda su ekstrakti, metanol
ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakti ve lawsone standartinin L929 Fibroblast
hiicresine ait % apoptotik ve nekrotik indeks sonuglar1 Cizelge 3.6.’da verilmis,

floresan mikroskop goriintiileri Sekil 3.14.’te gosterilmistir.
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19%

Cizelge 3.6. Farkli konsantrasyonlarda L. inermis’e ait 4 farkli ekstraktin ve lawsone standartinin L929 pankreas kanser hiicresine ait % apoptotik ve nekrotik indeksi

L929 Fibroblast Hiicre Hatti
Lawsone Su Metanol Aseton Kloroform
Konsantrasyon
% Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz
100 pg/mL 21,74+4,5 54,49+3.7 37,4743 3 20,54+4,2 29,14+2,7 24,82+1,8 27,75+1,7 24,7142,2 29,19+2.8 26,96+2,2
25 ng/mL 16,11+1,4 25,06+1,8 6,59+1,1 5,69+1,6 3,81£1,0 5,71+1,4 16,79+£2,3 12,18+2,1 20,52+3,6 16,7543,3
6,25 png/mL 6,77+1,0 14,59+1,5 5,76+0,5 6,61+0,2 5,25+0,7 7,13+0,7 5,49+1,0 434+1,0 1,00+0,2 3,65+0,2
Negatif Kontrol Pozitif Kontrol (%20 DMSO) Kontrol (%10 DMSO)
% Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz % Apoptoz % Nekroz
2,07+0,5 3,95+0,7 10,45+1,5 38,00+1,7 4,64+0,6 17,98+1,9




200 pm

Sekil 3.14. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen L929 Fibroblast hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflari; A) L929 Fibroblast
hiicrelerinde Kloroform ekstraktina ait 25 ug/mL konsantrasyona ait apoptotik hiicrelerin fotografi, B)
Kloroform ekstraktina ait 25 ug/mL konsantrasyona ait nekrotik hiicrelerin fotografi, C) negatif
kontrol grubuna ait apoptotik hiicrelerin fotografi, D) negatif kontrol grubuna ait nekrotik hiicrelerin
fotografi, E) pozitif kontrol grubuna ait apoptotik hiicrelerin fotografi, F) pozitif kontrol grubuna ait
nekrotik hiicrelerin fotografi (Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 20X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek, 200 pm mesafeyi gdstermektedir).

Su ekstrakti, metanol ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakt: ve lawsone
standarti i¢in yiiksek konsantrasyona dogru L929 fibroblast hiicre hattinda apoptotik
ve nekrotik hiicre % indeksi konsantrasyona ve hiicre canliligina bagh artmistir. L929
fibroblast hiicrelerinde lawsone standarti i¢in 100 pg/mL, 25 pg/mL ve 6,25 ug/mL
konsantrasyonlarda nekrotik indeks apoptotik indekse gore yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Su ve aseton ekstraktlari i¢in 100 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarda
% apoptotik indeksin nekrotik indeksten yiiksek oldugu tespit edilmistir. Metanol
ekstraktinda 100 ug/ml’de apoptotik indeks nekrotik indeksten yiiksek goriiliirken, 25
ug/mL ve 6,25 pg/mL konsantrasyonlarda nekrotik indeks artis gostermistir.
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Kloroform ekstrakti ise 100 ug/mL, 25 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicre
indeksinin nekrotik hiicre indeksinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu

sonuglar MTT testi sonuglariyla uyumlu bulunmustur.
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4. TARTISMA

Gegmiste, glintimiizdeki kadar yaygin olmayan kanser insidansi, muhtemelen degisen
yasam tarzi, aliskanliklar ve artan yasam beklentileri sebebiyle endise verici bir sekilde
artmaktadir (Roy ve Saikia, 2016). Oyle ki her dért kisiden biri yasam boyu kanser
riski tasimaktadir (Mackay, Jemal, Lee ve Parkin, 2006). Kanser, normal hiicrelerin
homeostatik feed-back mekanizmalarin kontroliinden ¢ikarak; kontrolsiiz ve spontan
olarak ¢ogalabilen ve metastaz gerceklestirebilen hiicre sekillerine doniismesi olayidir
(Bagdatoglu, 2008). Malign hiicre populasyonunun kontrolsiiz yayilim gosterdigi
otonom siire¢ neoplastik biiyiime olarak adlandirilmaktadir. Bir¢ok etkenin rol
oynadig1 neoplazi patogenezinde karmasik molekiiler mekanizmalar tam anlamiyla
tanimlanamamistir. Kanser tipine gore kanser hiicreleri, ¢esitli molekiiler ve
biyokimyasal 6zelliklere sahiptirler. Kanser olusumu genetik yatkinlik, karsinojen
miktari, karsinojen etkisinde kalma siiresi ve uyarici etkenlerin varligi olarak ifade
edilen dort faktore baglidir (Bagdatoglu, 2008; Giirel, 2007; Dogan, 2004). Pankreas
kanseri, genetik ve epigenetik degisikliklerin bir araya gelmesi sonucu ortaya
¢ikmaktadir (Sahin, Tagpinar ve Sungurluoglu, 2007). Hastaligin tanisinda karsilasilan
zorluklar, pankreas kanserinin saldirgan olma &zelligi ve tedavilerin yetersiz kalmasi
sebebiyle hastalarda yasama siiresi, tanidan sonra %5’inde 5 yil kadardir (Giineyi,
2005). Kronik pankreatit, diyabet, insektisitler, sigara ve metaliirjik kokular
mortalitesi yiiksek olan pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK) riskini artirirlar.
PDAK; kotii prognozludur ve retroperitoneal alana, komsu sinirlere, komsu lenf
nodlarina ve karacigere erken donemde metastaz yapmaktadir (Kizmaz, 2011; Perek,
2002). Kanser tedavisinde hormonlar, cerrahi, immiinoterapi, kemoterapi, radyasyon
ana yaklasimlardir. Bitkilerin kanser tedavisinde kullanimi gegmise dayanmaktadir ve
giiniimiizde de 6nemli bir yeni ilag kaynagi olmaya devam etmektedir. Bitkiler, ugucu
yaglar, steroidler, alkaloidler, glikozitler, terpenler, fenoller ve tanenler gibi aktif
ikincil metabolitlerin varlig: sebebiyle tibbi éneme sahiptir. insan yasam kalitesinin
arttirtlmasinda sifal1 bitkiler 6nemli bir rol oynamaktadir (Yang vd., 2013; Kim, Choi

ve Lee, 2013). Lawsonia inermis L. (Lythraceae) yaygin sekilde “kina” olarak bilinir
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ve Asya ile Orta Dogu’da geleneksel bir tibbi bitki olarak kullanilmaktadir
(Jeyaseelan, Jenothiny, Pathmanathan ve Jeyadevan, 2012). Yapilan ¢alismalar, L.
inermis’in antiiilser, antelmintik, antioksidan, antimikrobiyal, antihiperglisemik
aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Philip, Madhumitha ve Mar, 2011; Eguale ve
Giday 2009; Habbal vd., 2011). Bu ¢alismada pankreas kanserine etkisi ile ilgili
oldukga kisith sayida literatiir bulunan L. inermis bitkisine ait 4 farkli ekstrakt ve
lawsone standartinin in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda antikanser etkinligini belirlemek
amaci ile hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin ve sitotoksik etkilerinin; bunun yani
sira gram negatif ve gram pozitif bakteriye karsi antimikrobiyal etkinliginin

incelenmesi amaclanmustir.

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan antimikrobiyal etkinlik testinde L. inermis bitkisine
ait metanol ekstrakti, su ekstrakti, kloroform ekstrakti, aseton ekstrakt: ve lawsone
standartinin test edilen mikroorganizmalar (Staphylococcus aureus, Escherichia coli)
iizerine antimikrobiyal etkileri Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve MIK testi
kullanilarak belirlenmistir. Papageorgiu, Assimopoulou, Couladouros, Hepworth ve
Nicolaou (1999) yaptiklari ¢alismada L. inermis’in fitokimyasal bilesenlerinin sadece
gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve gram negatif
bakteriler icin etkisiz oldugu kanaatine varmiglardir. Ancak bunun aksine bu
caligmada L. inermis, test edilen mikroorganizmalar tizerinde antimikrobiyal etkinlik
gostermigtir.  Calismalar arasindaki bu farkliigin  kullanilan ekstraktlarin
konsantrasyonlarina bagli olabilecegi diistinilmiistiir. Yapilan bu ¢alismaya benzerlik
gosteren bir caligmada ise; L. inermis’e ait yaprak kisimlarimin antimikrobiyal
etkinligi, S. aureus, K.pneumonia, E.coli ve P. aeruginosas suslarina kars1 agar kuyu
difiizyon yontemi kullanarak test edilmis ve tim mikroorganizmalara karst 6nemli
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir (Al-Rubiay, Jaber, AlIMhaawe
ve Alrubaiy, 2008). Benzer sekilde Gull, Sohail ve Aslam (2013) yaptiklar1 ¢alismada
L. inermis’in antimikrobiyal aktivitesini agar disk difiizyon ve MIK deneyleri ile dort
gram negatif ( Escherichia coli, Salmonella typhi , Klebsiella spp. , Shigella sonnei )
ve ii¢ gram pozitif ( Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus , Staphylococcus
epidermidis ) olmak tizere yedi bakterinin Klinik izolatlarina karsi arastirmistir.
Coziicii olarak metanol, kloroform, aseton ve su kullanmis ve L. inermis’in hem gram
pozitif hem de gram negatif bakteri suslarina kars1 kayda deger antimikrobiyal aktivite
sergiledigini belirlemislerdir. E. coli igin aseton, su ve alkol ekstraktlar1 i¢in MIiK
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degerlerini sirastyla 9.27 mg/mL, 8.64 mg/mL, 32-64 mg/mL konsantrasyon olarak
kaydetmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise E. coli igin aseton, su ve metanol ekstrakti
ile yapilan MIK testinde konsantrasyonlar 1 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu
farkliligmmin nedeni yiiksek ihtimalle bitkinin toplandigi iklim kosullarinin farkli
olmasi ve dolayisiyla bitkide yer alan biyoaktif bilesenlerin diizeylerinin degisken

olmasina baglanilabilir.

Yapilan baska bir ¢alismada ise Rabbani, Etemadifar ve Karamifard (2015) Melissa
officinalis ve L. inermis’e ait ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada yanik yarasi enfeksiyonlarina karsi
bitkilere ait ekstraktlar (etanol ve su ekstrakti) kullanarak agar kuyu difiizyon ve MiK
testleri yapmislardir. Calisma sirasinda S. aureus, E. coli, Acinetobacter, K.
pneumoniae ve P. aeruginosa suslarini kullanmislardir. Agar kuyu diflizyon deneyi
sonucunda L. inermis’in  sulu ekstrelerinin test edilen tiim bakterilere karsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu ve sulu ekstreler i¢cin 3 mg/mL dozda S.
aureus’un biiylimesinin engelledigi belirlenmistir. Yapilan bu c¢alismada ise L.
inermis’e ait su ekstrakti i¢in S. aureus susuna kars1 1 mg/mL dozda 6,16+0,28 mm’lik
bir zon ¢ap1 gézlemlenmistir. Bu noktada bu ¢alisma Rabbani vd. (2015) yaptiklari
calisma ile benzerlik gostermektedir. Yine ayni ¢alismada L. inermis’in kurutulmus
yapraklarinin ve kuru toz sulu ekstraktlarinin tiim bakteri suslarina kars1 antibakteriyel
aktivite gosterdigi belirtilmis olup, ¢alismamizda da L. inermis’e ait su ekstrakti; S.
aureus ve E. coli suslarina karsi antibakteriyel aktivite gdstermistir. Rabbani vd.
(2015) calismalarinda L. inermis’in alkollii yaprak ekstraktinin, sulu yaprak
ekstraktindan daha fazla antibakteriyel etki gosterdigini belirtmiglerdir. Fakat yapilan
bu ¢alismada L. inermis’e ait metanol ektsraktinin S. aureus’ a (S. aureus’a kars1 7+1
mm’lik zon cap1 ve E. coli’ye kars1 6,16+0,28 mm’lik zon cap1 ) karst daha fazla
antibakteriyel etki gosterirken, su ekstraktinin E.coli susuna (Staphylococcus aureus’a
6,16£0,28 mm’lik zongap1 Ve E. coli’ye karst 7+1 mm’lik zon ¢ap1 ) kars1 daha fazla
antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. Bunun nedeninin kullanilan alkol
¢oziiciisiiniin farkli olmasindan dolay: oldugu diisiiniilmiistiir. MIK deneyi sonucunda
ise L. inermis yapraklarmin ve tozunun sulu ekstraktlar1 S. aureus i¢in 8 mg/mL’lik
en diisiik MIK degerini verdigi ve L. inermis yapraklarmin sulu ekstresinin higbir
standart sus iizerinde 6ldiirme etkisi gostermedigini belirtmiglerdir. Bunun aksine

yapilan bu ¢alismada L. inermis’in sulu ekstresinin S. aureus icin MIK degeri 0,5
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mg/mL olarak belirlenmistir. Caligmalar arasindaki bu farklilik; ekstraksiyon sirasinda
kullanilan cihaz, kullanilan bitki miktar1, kullanilan ¢oziicii miktari, ekstraksiyon

stiresi gibi faktorlerdeki degisimlerden kaynaklanabilir.

Bir baska ¢alismada ise Arun, Purushotham, Jayarani ve Vasantha (2010) L. inermis’e
ait yaprak kisimlarinin antibakteriyel etkinligini; n-hekzan, kloroform ve metanol
ekstraktlari ile S. aureus, E. coli, K.pneumonia, P. aeruginosa, P. mirablis suslarina
kars1 kuyu difiizyon yéntemi ve MIK testi ile arastirmislardir. Yapilan MiK deneyi
sonucunda metanol ekstraktinin 62,5 pg/mL konsantrasyonunun S. aureus’a karsi
daha aktif oldugu rapor edilmistir. Yapilan bu calismada ise MiK degerleri S. aureus
ve E. coli igin 1 mg/mL konsantrasyon olarak kaydedilmistir. MIK degerindeki bu

farklilik kullanilan bitki kisimlarinin farkli olmasiyla agiklanabilir.

Al-rubiary vd. (2008) calismalarinda g¢esitli cilt hastaliklarindan izole edilen bakteri
kiiltirlerine karst L. inermis yapraklarmin su, alkol ve yagl ekstratlarinin
antibakteriyel etkilerini arastirmiglardir. Calismada 74 farkli hastadan S. aureus, S.
epidermis, Beta hemolitik streptekok ve P. aeruginosa tiirlerinin kiilttirleri alinmis ve
L. inermis yapraklarmin 3 farkli ekstraktini hazirlanmiglardir. Bu ekstraktlar ile
yapilan MIK deneyinde hem alkollii hem de yagli 6zlerin S. aureus iizerinde ayni
MIK degerine (0,5 pg/mL) sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstraktlarin MIK degerleri
karsilastirildiginda, alkollii ekstraktlarin izole edilmis bakterilere karsi belirgin
antibakteriyel etkiler gosterdigi belirtilmistir. Su ekstraktlarinin alkollii ve yagh
ekstraktlara kiyasla herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermedigi belirtilmistir.
Fakat yapilan bu ¢alismanin L. inermis’in su ekstrakti ile yapilan kisminda, S. aureus
icin MIK degerini 0,5 mg/mL olarak belirlenmistir. E. coli igin ise 1 mg/mL

konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir.

Sukanya vd. (2009) aralarinda L. inermis’inde bulundugu bazi sifali hint bitkilerinin
antimikrobiyal etkinligini E. coli, S. aureus ve R. solanaccearum’a karsi agar disk
diftizyon yontemi kullanarak belirlemeyi hedeflemislerdir. Bitkilere ait yapraklar
metanol, etanol, etil asetat ve kloroform gibi farkli ¢o6ziiciiler kullanilarak ekstre
etmigler ve S. aureus i¢in L. inermis’e ait metanol ekstraktinin 6 mm’lik bir zon ¢ap1
olusturdugu sonucuna varmislardir. Bu sonuca benzer olarak yapilan bu ¢alismada L.
inermis’ in metanol ekstraktinin S. aureus’a kars1 71 mm’lik bir zon ¢ap1 olusturdugu

belirlenmistir.

49



Yine baska bir c¢alismada Rahmoun vd. (2010) kimna yapraklarinin in vitro
antimikrobiyal etkinligini dort patojenik bakteri susuna (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) kars1t MIK ve agar
disk difiizyon deneyleri ile degerlendirmislerdir. 6 farkli ¢oziicii ile yaptiklar
ekstraksiyonun ardindan disk difiizyon metodu sonucunda lawsoneun yani sira sadece
DMSO, etanol ve etil asetat ekstraktlarinin iki gram pozitif bakteriye (S.aureus ve
E.faecalis) kars1 aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Fakat sulu, kloroformlu ve dietil
eterle hazirladiklar1 ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite gostermedigini ifade
etmiglerdir. Calismada DMSO ve etanol ekstraktlarinin tiim suslara karsi aktivite
gosterdigini; dietil eter, kloroform, soguk su ve sicak su ekstraktlarinin ise tiim suslara
kars1 herhangi bir aktivite gostermedigini belirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise disk
diftizyon testinde kloroform ve su ekstraktlarinda sirasiyla 7,33+2,30 ve 6,16+0,28
olarak belirlenen antimikrobiyal etki goriilmistiir. Yine L. inermis’e ait kloroform ve
metanol ekstraktlari igin yapilan MiK testinde S. aureus i¢in 1 mg/mL konsantrasyonu
MIK degeri olarak belirlenmistir. Bu farkliligin nedeni her iki ¢alismada da
ekstraksiyon sirasinda sadece bitkiye ait yaprak kisimlari kullanilirken, yapilan bu
calismada ekstraksiyon sirasinda bitkinin tohum, yaprak, c¢i¢ek kisimlarinin

kullanilmasi ile agiklanabilir.

Jeyaseelan vd. (2012) bazi patojenik bakterilere karsi L. inermis’in farkli soguk
organik solvent ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in; meyve,
cicek ve yapraklarmin tozlarini ortam sicakliginda siirekli olarak diklorometan
(DCM), etil asetat ve etanol ile ekstrakte etmislerdir. Ekstrakte edilerek ¢oziiciileri
ugurulan bitki kisimlarini, S. aureus , B. subtilis, E.coli ve P. aeruginosa olmak iizere
toplam 4 bakteri {izerinde agar kuyu difiizyon testi ve MIK testi ile denemislerdir.
Yapilan testler sonucunda test edilen 6zler arasinda meyve, cicek ve yapragin etil
asetat ve etanol 6zlerinin, yine ayni1 bitki parcalarinin diklorometan (DCM) 6zlerine
kiyasla tiim test bakterilerine karsi daha yiiksek inhibisyon sergiledigini
belirtmislerdir. Ayrica ¢igek ve meyvenin etil asetat ekstraktlarmin tim test
bakterilerine karsi verdigi sonuglarin yaprak kisminin etil asetat ekstraktinin
sonuglarindan daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Yaprak oziitleri arasinda ise
yapragin etanol oziitiiniin etil asetat ve DCM (diklorometan) oziitlerine kiyasla tiim
test bakterilerinde daha yiiksek inhibisyona sahip oldugunu gérmiislerdir. Yine yapilan

MIK ¢alismalarinda ise tiim test mikroorganizmalarini inhibitor etkisinin doza bagh
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olarak degisikenlik gosterdigini, bununla Dbirlikte konsantrasyon arttik¢a
antibakteriyel aktiviteninde arttigin1 tespit etmislerdir. Elebeedy vd. (2022) ise
yaptiklar1 ¢aligmalarinda L. plantarum ve L. inermis yapraklarinin etanol
ekstraktlarinin ayri ayr1 ve birlikte kullanildiginda S. aureus i¢in antiinflamatuar ve
antimikrobiyal etkilerini belirlemeyi amaglamislardir. Antibakteriyel aktiviteleri MiK
testi yaparak degerlendirmislerdir. S. aureus’ta L. plantarum ve L. inermis’in MIK
degerlerini sirasiyla 13 mg/mL ve 0,0725 mg/mL olarak bulmuslardir. L. plantarum
ve L. inermis’in birlikte uygulanmasinmn, L. plantarum’un MIK degerini 2 mg/mL’ye
kadar diisiiriirken, L. inermis’in MIK degerinin artmasma sebep oldugunu
saptamiglardir. Sonug olarak L. plantarum ve L. inermis kombinasyonunun, enfekte
yaranin iyilesmesinde sinerjistik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bu
calismada da metanol ekstrakt: ile yapilan MIK ¢alismasinda S. aureus i¢in 1 mg/mL
konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenmistir. Ahmad ve Beg (2001) yaptiklart
calismada L. inermis’in etanol ekstraktinin antimikrobiyal etkinligini agar kuyu
diftizyon yontemi ile belirlemislerdir. Zon ¢aplarini; S. aureus i¢in 31-40 mm ve E.
coli i¢in 10-20 mm arasinda tespit etmislerdir. Bu ¢alismada ise L. inermis’e ait
metanol ekstrakti ile S. aureus i¢in yapilan agar disk difiizyon testinde 71 mm’lik bir
zon cap1 Olcililmiistiir. Yapilan bu ¢alismada gergeklesen zon ¢ap1 degerindeki diisiisiin

test disklerine emdirilen ekstrakt miktarindan kaynaklanabilecegi tahmin edilmistir.

Nigussie, Davey, Legesse, Fekadu ve Makonnen (2021) yaptiklari ¢alismada 3 tibbi
bitkinin (L. inermis , A. indica , A. aspera ) metanol ekstraktlarinin 11 farkli bakteri
susuna kars1 antibakteriyel etkisini belirlemek igin agar kuyu difiizyonu ve MIK
yontemini kullanmislardir. Kullanilan ekstraktlarin ~ antibakteriyel —aktivitesini
belirlemek i¢in Kirby-bauser teknigini kullanmiglardir. Caligma sonucuna gore L.
inermis’in ti¢ konsantrasyonunun tiimiiniin (100 mg/mL, 200 mg/mL ve 400 mg/mL)
test edilen bakteri tiirlerine kars1 standart ilaglarla karsilastirilabilir diizeyde 6nemli
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. L. inermis’in S. aureus ve E.coli izolatlarina kars1
geleneksel ilag sefoksitin ile karsilastirilabilir oranda olaganiistii aktivite gosterdigini
rapor etmislerdir. Nigussie vd. (2021)’nin yaptiklar1 ¢alismada, L. inermis igin
belirlenmis yiiksek antimikrobiyal etkinligin yapilan bu ¢alismadan elde edilen
sonuglarla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Yaptiklart MIK testinde ii¢ bitki
yapragmin metanol ekstraktlarinin test edilen tiim bakterilere kars1 farkli MiK degeri

gdsterdigini saptamislardir. Calismanin sonucunda elde ettikleri MiK degerlerinin, L.
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inermis yapraklarinin metanol ekstraktlarinin E.coli ve S. aureus’a karsi daha giiglii
oldugunu gostermislerdir. Ayrica diisiik konsantrasyonlarda L. inermis oziitlerinde S.
aureus’a karsi da giicli antibakteriyel aktivite gozlemlemislerdir. Yapilan bu
calismada ise bu calismalara benzer sekilde L. inermis’in metanol ekstraktinin S.

aureus ve E.coli i¢in antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu degerlendirilmistir.

Soliman vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Calligonum comosum ve bir kina bitkisi
naftokinonu olan lawsoneu birlikte kullanarak yaptiklar1 MIK deneyi sonucunda E.
coli’ye kars1 giiclii bakterisidal aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Lawsone 200
ug/mL konsantrasyonda E.coli i¢in yaklasik %90 oraninda biiytime inhibisyonuna
neden oldugunu saptamislardir. Bakteri suslar1 igin lawsoneun etkili MIK

konsantrasyonunu 220-240 pg/mL olarak belirlemislerdir.

Rahmoun vd. (2012) bir baska c¢alismalarinda lawsone ve bazi yeni naftokinon
tiirevlerinin Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis suslarina
kars: antibakteriyel aktivitesini agar disk difiizyonu ve MIK testleri ile belirlemislerdir.
Lawsone i¢in yaptiklar1 agar disk difiizyon ¢alismasinda, E.coli ve S. aureus suslarina
kars1 17-25 mm’lik zon gaplar1 olusturduklarii belirlemislerdir. E.coli igin 512
pg/mL ve S.aureus igin 256-512 pg/mL MIK degeri kaydetmislerdir. Calisma
sonucunda lawsone naftokinonunun onemli antimikrobiyal etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise lawsone standart1 S. aureus ve E.coli igin 1
mg/mL konsatrasyonda sirasiyla 6,83+1,04 mm ve 60 mm’lik zon ile antibakteriyel
etki gostermistir. Bununla birlikte, E. coli ve S. aureus suslarina i¢in MIK degerleri
sirastyla 0,5 mg/mL ve 0,125 mg/mL olarak tespit edilmistir. Soliman vd. (2017),
Rahmoun vd. (2012) lawsone galismalarina benzer olarak yaptigimiz deneylerde de
test mikrorganizmalarinda antibakteriyel aktivite goriilmistiir. Yapilan bu caligma ile
birlikte diger 2 calismanin birbirinden farkli MiK degerlerine sahip olmasinin nedeni
uugulama sirasinda lawsoneun ¢ozdiiriildiigii konsantrasyonlarin birbirinden farkli

olmastyla agiklanabilir.

Hiicrelerin, saglikli olup olmadiklari ile ilgili bilgi veren en iyi gostergeler; canlilik
diizeyleri ve/veya proliferasyon oranlaridir. Hiicre saglig1 ve metabolizmasini, fiziksel
veya kimyasal maddelerin konsantrasyonu, uygulama siiresi ve sicakligi gibi unsurlar
etkilemektedir. Bu fiziksel ve kimyasal maddeler ise; hiicre zarlarinin yikimi, protein

sentezinin inhibisyonu ve reseptorlerin geri doniisiimsiiz baglanmasi gibi farkl

52


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/salmonella-enterica-serovar-typhimurium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enterococcus-faecalis

mekanizmalari indiiklerlerse hiicrede toksisite meydana gelir. Bu nedenle, in vitro
hiicre canlilig1 testi veya sitotoksisite testi, ila¢ ve kimyasallarin sitotoksik etkilerini
belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Aslantiirk, 2018).

Kapsamli literatiir taramasinda pankreas kanseri hiicre hatti olan CAPAN-1 i¢in L.

inermis’in etkilerinin arastirildig ¢aligmalarin kisith oldugu goriilmiistiir.

Kumar vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada L. inermis yapraklarinin su ekstraktlarinin
antiradikal, DNA koruyucu ve antiproliferatif aktivitesini degerlendirmeyi
hedeflemislerdir. L. inermis’in sitotoksik etkisini farkli kanser hiicre hatlarina (Hela,
MCF-7, A549, C6 ve COLO-205) karst MTT deneyi kullanarak degerlendirmisler ve
yapilan MTT deneyi sonucunda su ekstraktinin Hela hiicrelerine kars1 1000 pg/mL’
de %61.68’lik orta derecede antiproliferatif etki gosterdigini bildirmislerdir.
Ekstraktin minumum dozda (31,25 pg/mL) hiicre biiylimesinin %28.06’sin1 inhibe
ettigini  belirtmiglerdir. MCF-7 hiicrelerinde en diisiik konsantrasyonda higbir
antiproliferatif etki gézlenmezken, en yiiksek konsantrasyonda %48.63 sitotoksisite
gozlemlemislerdir. Ekstraktin %57.73 sitotoksisite ile A549 hiicrelerine karsi orta
derecede biiyiime Onleyici etki gosterdigini, C6 glioma hiicre hattinda hiicrelerin
biiyiimesini %59.43 oraninda inhibe ettigini bildirmislerdir. COLO-205 hiicre hattinda
aktivitenin en diisiik konsantrasyonda (25 pg/mL) %25.19 ve en yiksek
konsantrasyonda (500 pg/mL) %75.49 oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan bu
caligmada gergeklestirilen MTT deneylerinde su ekstraktinin CAPAN-1 pankreas
kanseri hiicresinde en yiiksek konsantrasyon olan 100 pg/mL konsantasyonda
%47,5+3,1°lik bir antiproliperatif etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu antiproliferatif etki
farkinin ~ caligmalarda  kullanilan ~ kanser  hiicre hatlarimin  farklihgindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kumar, Kaur, Kumar ve Kaur (2015) yaptiklar bir ¢alismada, hekzan ve kloroformu
¢oziicii olarak kullanarak yaptiklar1 ekstraksiyon sonucunda L. inermis’in gesitli
kanser hiicre hatlarinda (Hela, MCF-7, A549, C6 glioma) antiproliferatif potansiyelini
incelemistir. Hekzan ekstrakti ve kloroform ekstraktinin en yiiksek konsantrasyonda
test edilen tiim hiicre hatlarinda %60’tan fazla biiylime inhibisyonu gosterdigini
bildirmislerdir. Yapilan bu c¢alismada da benzer sekilde kloroform ekstrakti tiim
ekstraktlar icerisinde CAPAN-1 pankreas kanseri hiicreleri igin en gigli
antiproliferatif etkiyi gostermistir. En yiiksek konsantrasyonun CAPAN-1 pankreas

kanseri hiicrelerinde %70’in {izerinde biiytime inhibisyonu gosterdigi tespit edilmistir.

53



2-Hidroksi-1,4-naftokinon, yani lawsone, L. inermis yapraklarinda bulunan
karakteristik bir bilesiktir. Lawsone ve glikozitleri sag ve cilt proteinlerine baglanarak
onlar1 boyar (Oda vd., 2018). Bu ¢alismada lawsone standart1 icin CAPAN-1 pankreas
kanseri hiicrelerinde 100 pg/mL, 50 pg/mL ve 25 ug/mL konsantrasyonlarda canlilik
sirastyla  %32,342,5; %40,6+3,1 ve %47,6+3,3 olarak hesaplanmis ve bu 3
konsantrasyonda antiproliferatif etki gozlemlenmistir. Benzer sekilde Sarala,
Madhukara Naik, Rami Reddy ve Sujatha (2020) yaptiklar1 ¢alismada L. inermis
yaprak ekstresi kullanilarak yesil sentez ile nFe2O4 nanopargaciklari sentezlemislerdir.
Hazirladiklari ¢inko ferrit nanopartikiillerin in vitro sitotoksik aktivitesini MTT testi
kullanarak meme kanseri (MCF-7) hiicre hattina kars1 degerlendirmiglerdir. Deney
sonucunda hiicre canliiginin 25, 50, 100, 250 ve 500 pug/mL konsantrasyon igin
stirastyla %60, %53, %44, %32 ve %24 oraninda dnemli Ol¢lide azaldigini rapor
etmiglerdir. Bir baska ¢alismada Ishteyaque vd. (2020) L. inermis’in etanol
ekstraktinin insan akciger kanseri (A549), kolerektal kanser (DLD1) ve hepatoselliiler
karsinom (HepG2) kanser hiicre hatlar1 tizerinde antiproliperatif etkisini MTT testi ile
gozlemlemislerdir. Sonug olarak hiicre hatlarinda; 5, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
600 ve 700 ug/mL konsantrasyonlarda etanol ekstraktinin konsantrasyona bagli
onemli bliylime onleyici aktivite sergiledigini ifade etmislerdir. Hiicrelerin canliliginin
A549, DLD1 ve HepG2’de sirasiyla %43, 45 ve %47’ye kadar distiigiini
belirtmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada ise bitkinin metanol ekstrakti igin CAPAN-1
pankreas kanseri hiicresinde 100 pg/mL ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda canlilik
sirastyla; %32,5+£3,1 ve %29,7+4,8 olarak hesaplanmistir. Kullanilan hiicre hatlari
farkli olsada L. inermis bitkisinin farkli ekstraktlarinin hiicreler iizerinde benzer

antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Insanlik tarihin baslangicindan itibaren bitkilerden gida, yakacak, koku ve tat verici,
ilag gibi bir¢cok alanda faydalanmislardir. Sifali bitkilerden elde ettikleri oziitler ile
hastaliklar1 tedavi etmeye ¢alismislardir. Giiniimiizde alternatif tip adi altinda bitkiler
ile tedavi yontemlerine devam edilmektedir. Bunun yani sira drog adi verilen bitki
oOzitleri sentezi pahali olan ilaglarin tiretiminde kullanilmaktadir. Bitki oziitleri
kullanilarak elde edilen ilaglarin ciddi bir yan etkisi olmamasi ve olumlu etkilerinin
fazla olmasindan dolay1 bitkisel ilag arastirmalari ilgi duyulan bir arastirma alanidir.
George vd. (2010) yaptiklari ¢aligmada Banglades halk tibbinda kanserde dahil olmak

lizere ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan Banglades’e o6zgii bitkilerden
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Shimizu vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada O. sanctum’un yapraklarindan hazirlanan
ucucu yag ve etanol ekstraktinin pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini, hayatta
kalmasimi ve metastaz1 engelleyip engellemedigini arastirmislardir. Ugucu yag ve
etanol ekstraktinin hazirlanmasimin ardindan 3 insan pankreas hiicresi (AsPC-1,
MiaPaCa, Capan-1) iizerinde MTT deneyi yapmislardir. Deney sonucunda O.
sanctum’un etanol ekstraktt ve yapraklarinin ugucu yagnin pankreas kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigini bildirmislerdir. Park vd. (2022) yaptiklari
calismada Ginseng (Panax ginseng C.A. Mey.)’in toksisitesini degerlendirmek igin
farkli insan dokularindan elde edilen 6 kanser hiicre hattinda siyah ginseng
ekstraktlarinin (BGE) sitotoksisitesini MTT testi ile belirlemislerdir. BGE’nin
sitotoksik aktivitesini 6 farkli kanser hiicre hatt1 (A-431, A549, HT-29, NCI-N87,
Capan-1 ve HepG2) kullanarak analiz etmislerdir. Yapilan sitotoksisite testi
sonucunda BGE’nin etkinligini dogrulamislardir. BGE 1250 pg/mL’de doza bagiml
bir sekilde test edilen en kii¢iik dozdan (312,5 pg/mL) hiicre hatlarinin canliliginin
onemli 6lglide azaldigini tespit etmislerdir. CAPAN-1 i¢in bu dozu 2500 pug/mL olarak
belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise CAPAN-1 i¢in en yiiksek antiproliferatif
etki L. inermis’in kloroform ekstraktinda 100 pg/mL ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda
canlilik sirasiyla %28,2+0,21 ve %28,6+1,53 olarak hesaplanmistir. Farkli bitki ve
bitki kaynagindan elde edilen bilesenlerin CAPAN-1 pankreas kanseri hiicre hatt1 i¢in
farkli konsantrasyonlarda, farkli diizeyde antiproliferatif etkiye sahip oldugu

gorilmiistiir.

Bu ¢alismada 6lim modunu belirleyebilmek adina floresan boyalar olan Hoechst
33342 ve Propidyum iyodiir kullanilarak ikili boyama yapilmig ve floresan
mikroskopta goriintiilenmistir. CAPAN-1 ve L929 hiicrelerinin Hoechst 3342 ve
Propidyum iyodiir (PI) ile boyanmas1 sonucu, CAPAN-1 i¢in Kloroform ekstraktinda
ise 100 pg/mL, 25 pg/mL ve 6,25 pg/mL konsantrasyonlarda % apoptotoik indeks
nekrotik indekse gore yiiksek goriilmiistiir. L929 hiicresi ile karsilastirildiginda, L929
hiicrelerinde de 25 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicre indeksinin nekrotik hiicre
indeksinden fazla oldugu gorilmiistir. Bu sonuglar MTT testi sonucunu

desteklemistir.

Kumar vd. (2015) yaptiklar1 calismada L. inermis’in kloroform ve hekzan
ekstraktlarin1 Hela hiicreleri iizerinde apoptoz ve nekroz tayini ile incelemislerdir.

Sonugta, hiicre ¢ekirdeklerinde yogunlasma ve pargalanma gozlemlemislerdir.
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Bununla birlikte kontrol hiicrelerinde herhangi bir yogunlasma ve par¢alanma
olmadan belirgin bir g¢ekirdek formunda kaldigini ifade etmislerdir. Kloroform
ekstraktinin farkli kanser hiicreleri tizerinde apoptotik 6liimii tetiklemesinin nedeninin
anti-apoptotik genlerin asagi regiilasyonuna Yol agmasindan kaynaklanmasiyla

agiklanabilir.

Ishteyaque vd. (2020) yaptiklar1 ¢calismada insan akciger kanseri (A549), kolerektal
kanser (DLD1) ve hepatoselliiler karsinom (HepG2) kanser hiicre hatlar1 tizerinde
calismuslardir. Hiicrelerdeki apoptoz ve nekrozu Hoechst 33528 ve propidium iyodiir
(PI) boyalarin1 kullanarak kromatin yogunlagmasi ve DNA fragmantasyonu seklinde
gozlemlemislerdir. Propidium iyodiir ile boyanmis hiicre hatlarinda 300 pg/mL’de
kina ozitiinlin orta diizeyde floresan 1simasi gosterdigini rapor etmislerdir. Benzer
sekilde yapilan bu ¢alismada da CAPAN-1 pankreas kanseri hiicrelerinde L. inermis’e
ait kloroform ekstraktinin 100 pg/mL, 25 pg/mL ve 6,25 pg/mL konsantrasyonlarda
antiproliferatif etkisini apoptotik yoldan gergeklestirdigi belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Asya ve Orta Asya’da L. inermis, saglar1 ve viicudu boyamak i¢in kozmetik amagla
kullaniliyor olmasma ragmen, cesitli sitotoksik ve kemopreventif ajanlari
igcermektedir. Bu g¢alismada L. inermis bitkisinin in vitro ortamda antimikrobiyal

etkinlik ve pankreas kanseri lizerine yararl etkisi oldugu goriilmiistir.

Antimikrobiyal etkinin incelenmesi icin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
analizi ve agar disk difiizyon deneyleri sonucunda; S. aureus’a kars1 en giigli
antimikrobiyal etki agar disk difiizyon deneyinde aseton ekstraktinda goriiliirken,
E.coli i¢in en giiclii antimikrobiyal etki su ekstraktinda goriilmiistiir. MIK deneyi

sonucunda ise S. aureus ve E.coli igin en giiclii etki lawsone standartinda goriilmiistiir.

Ekstraktlarin sitotoksik etkilerini incelemek i¢in CAPAN-1 ve L929 fibroblast
hiicreleri lizerinde MTT testi verileri dikkate alindiginda; CAPAN-1 pankreas kanseri
hiicrelerinde tiim ekstraktlar antiproliferatif etki gosterirken, en etkili cevap kloroform
ekstraktinda gorillmiistiir. L929 fibroblast hiicreleri i¢in tiim ekstraktlarda ilk iki
konsantrasyonda sitotoksik etki goriiliirken, konsantrasyon azalisina bagli hiicre

canlilifinda artis goriilmiistiir.

Yapilan ikili boyama testi sonuglari incelendiginde; L929 fibroblast ve CAPAN-1
pankreas kanseri hiicrelerinde kloroform ekstraktinda 25 ug/mL konsantrasyonda %
apoptotik indeks, % nekrotik indekse gore daha yiiksek tespit edilmis ve iki hiicre hatti

iginde bu sonuglar MTT testi sonuglartyla uyumlu bulunmustur.

Kmanin g¢esitli kisimlarindan elde edilen ham oziitler tedavi edici uygulamalara
sahiptir ancak; modern ilaglar biyolojik aktivitesi, etki mekanizmasi, farmakoterapotik
etkileri ile toksisitesinin kapsamli bir sekilde arastirllmasindan ve uygun
standardizasyon ile Kklinik denemelerden sonra gelistirilebilir. L. inermis’in
fitokimyasi, farmakolojik 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in daha genis calismalara
ihtiyag duyulmaktadir. Bu c¢aligmanin, L. inermis bitkisinden yeni ajanlarin elde
edilmesi ve etkilerinin belirlenmesine yonelik bir¢ok bilimsel ¢caligmaya 151k tutacagi

diisiiniilmektedir. Yapilan bu ¢calismada GC-MS analizi ile bitkinin kimyasal i¢eriginin
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detayli belirlenmemis olmasi da goz Oniinde bulundurularak, bitkiye ait GC-MS
analizlerinin yapilmasi sonraki ¢alismalar i¢in yararli olacaktir. Bununla birlikte
yapilacak ¢alismalarda in vivo deneylere de yer verilmesi, bitkinin tibbi kullanimi igin

son derece dnemli sonuglar doguracagi kanisina varilmistir.
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