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ABSTRACT

MSC THESIS

A COMPARATIVE INVESTIGATION OF THE ANTI-BACTERIAL AND
CYTOTOXIC ACTIVITY OF Heracleum humile PLANT EXTRACTS
OBTAINED FROM DIFFERENT METHODS AND SOLVENTS

MUSTAFA OCAL
KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERING
SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. YASEMIN CELiK ALTUNOGLU

Drug studies from natural sources such as plants have speed up. In this sense, plants are thought
as a source of pharmaceutical raw materials. In studies where the effectiveness of plants is
evaluated with various analyzes, this situation is investigated. In this thesis, the effects of ethyl
acetate, methanol and water extracts obtained from the aerial parts of the Heracleum humile
plant by maceration, infusion and ultrasonication methods were evaluated with biological
activity tests. Within the scope of biological activity tests, DNA protection analysis,
antibacterial testing and cytotoxic activity analysis in breast cancer cell lines MCF-7, MDA-
MB-231 were studied. As a result of DNA protection analysis, weak DNA protection activity
was observed in concentrations of 5 and 10 mg/mL of water extract obtained by infusion
method with ethyl acetate and methanol extracts obtained by maceration method. DNA
protection activity was not observed in ethyl acetate, methanol and water extracts by
ultrasonication method. Antimicrobial activity was performed by microdilution method on 4
Gram (+) and 6 Gram (-) bacteria. Accordingly, minimum inhibition concentration (MIC)
values and minimum bactericidal concentrations (MBC) were determined. The most effective
result was observed on Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens, Pseudomonas
aeruginosa and Salmonella enteritidis ATCC 13076 Gram (-) strains in ethyl acetate extract
by maceration method. Other extracts showed their effects at same concentration with negative
control or in a higher concentration than negative control. Cytotoxic activity analysis was
performed by MTT test. The most effective results were determined on the MDA-MB-231 cell
line at 48th hour by ultrasonication ethyl acetate extract (1Cs0:97.94 ug/mL), followed by the
MCF-7 cell line at the 24th hour by ultrasonication ethyl acetate extract (ICs0:103.9 pg/mL)
and finally on the MDA-MB-231 cell line at 48th hour by maceration ethyl acetate extract
(1Cs0:116.7 pg/mL). Findings may shed light on cancer researches because of extracts that
exhibit cytotoxic activity in low doses. The effects of these extracts can be investigated on the
living systems by in vivo analysis.

KEYWORDS: Heracleum humile, DNA protection, cytotoxicity, antibacterial
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1. GIRIS

Cok eski caglardan bu yana insanlar ¢esitli hastaliklarin tedavisi ve beslenme gibi
temel ihtiyaclarmi karsilamak icin dogadan faydalanmaktadir. Insanlar yiizyillardir
geleneksel olarak tibbi amaclar icin bitkileri kullanmaktadir. M.O. 2600 yilindaki
kayitlara géore Mezopotamya bolgesinde yaklasik olarak 1000 kadar bitkisel {iriiniin
kullanildigi kaydedilmistir. Misir tibbina ait kayitlar ise M.O. 2900 yillarina
dayanmaktadir ancak tibbi bitkiler ile ilgili bilinen en eski kayit M.O. 1500°1i yillara
ait olan Ebers tip papiriisii’diir. Bu papiriiste kaydedilen bilgilere gore o dénem igin
bitkisel kaynakli 700°den fazla ilacin kullanildig1 bilinmektedir (Cragg ve Newman,
2013).

18. yiizyila kadar sifal1 bitkilerin farmakolojik aktiviteleri ve aktif bilegenleri hakkinda
klinik veriler yoktu. Ancak deneme yanilma yolu ile bitkilerin sifa kaynagi olup
olmadig1 anlasilmaktaydi. Aconitum ve colchicum gibi zehirli bitkileri aragtiran Anton
von Storck ve ddem tedavisi i¢in yiiksiik otu (Digitalis) bitkisi lizerinde calisan
William Withering, klinik arastirmalarin temelini atmustir. Bitkilerden klinik
yontemler ile ilag kesfi 19. ylizyil baslarinda afyon bitkisinden morfinin izole edilmesi
ile baslamistir. Bu kesif, diger bir¢cok tibbi bitkinin de arastirilmasii tetikleyerek,
biyolojik olarak aktif kodein, atropin, kinin gibi c¢esitli alkaloid yapilarin izole

edilmesini saglamistir (Atanasov vd. 2015).

Gilinlimiizde ise dogal {irlinler modern ila¢ gelistirme c¢alismalarinda Ozelikle
antibakteriyal ve antitimor ajanlar olarak gittikce daha 6nemli bir rol almaktadir.
Sentetik trtinler, diisiik tiretim maliyeti, kolay kalite kontrolii ve hizli etki gdstermesi
sebepleri ile cazip iiriinler olarak diisiiniilse de giivenlik ve sagladig1 yarar agisindan
her zaman siipheli kalmaktadir. Bu durum gelisen diinyada toplam niifusun % 80'inden
fazlasinin, gilivenligi ve etkinligi sebebiyle dogal iiriinlere ihtiyacinin oldugunu
gostermistir. Acikca bellidir ki gelecek yillarda da dogal iirtinler ilag gelistirme
caligmalarinda ve arastirmalarinda son derece dnemli kaynaklar olarak kullanilacaktir.
Dogal iirlinler tibbi uygulamalarda dogrudan ila¢ olarak kullanilabildigi gibi yeni

ilaglarmn tasarimi ve sentezi i¢in kimyasal bir model de olusturmaktadir. Ilac
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aragtirmalarinda  bilgisayar tabanli molekiiler modelleme ve kombinatoryal
(blitlinlestirici) kimya gibi yeni yontemler uygulanmasina ragmen sentetik ilaglarin
temel yapisinin ve kimyasal modelinin olusturulmasinda tibbi bitkiler kaynak alinir

(Veeresham, 2012).

Diinya capinda geleneksel ve modern tipta tedavi amacl kullanilan 50 000 ile 75 000
kadar bitki tiiriiniin varlig1 bilinmektedir. Ulkemiz, bitki cesitliligi ile diinyada en
zengin floraya sahip iilkelerden biridir. Ulkemiz floras1 on bin kadar damarl bitki tiirii
icermektedir. Bu floranin da yaklasik olarak tigte biri Tiirkiye’ye 6zgii endemik
tirlerden olusmaktadir. Tiirkiye’de 1000 kadar bitki tiiriiniin tibbi amaglar igin
kullanildig1 tahmin edilmektedir. Hem tibbi hem aromatik olarak 200 kadar bitki
tiirlinlin varligr bilinmekte olup ayni zamanda bu bitkilerin 1yi bir ilag potansiyeli

oldugu diisiiniilmektedir (Demirci ve Ozhatay, 2012; Akbulut ve Bayramoglu, 2013).

Bu tez c¢alismasinda, iilkemiz florasinda bulunan Heracleum humile bitkisinin
biyolojik aktivite etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Buna goére Heracleum
humile bitkisinden maserasyon, infiizyon ve ultrasonikasyon gibi farkli yontemler ile
elde edilmis metanol, etilasetat ve su ekstraklarinin pUC19 plazmiti kullanilarak DNA
koruma etkisi, hiicre canlilik testi (MTT) ile sitotoksik aktivitesi ve mikrodiliisyon testi

ile de antibakteriyel etkisi tez kapsaminda c¢aligilmistir.
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1.1 Heracleum humile Tiiriiniin Botanik Bilgileri

1.1.1 Apiaceae Familyas:

Apiaceae, yaklasik olarak 300-450 arasi cins ve 3000-3700 arasindaki tiir sayisi ile
diinya genelinde yayilis gosteren en biiyiik familyalardan biridir. Daha yaygin olarak
iliman bolgelerde bulunmakla birlikte tropik iklimlerde nadir olarak olarak
yetismektedir. Bu familyaya ait 109 cins ve 450 tiir Tiirkiye’de de bulunmaktadir.
Apiaceae ¢igekli bitkilerin en bilinen ailelerinden biri olup, meyve ve yapraklarindaki
ucucu bilesikler sebebiyle kendine 6zgii tatlar1 olan aromatik bitkilerdir. Apiaceae
familyas1 basit veya bilesik umbel seklinde karakteristik bir ¢igeklenme gosterir. Bu
0zelligi en belirgin ve en ayirt edici olanidir. Disa dogru iki tarafli simetrik agan
cicekler ile tek bir biitlin ¢igekmis goriiniimii verirler (Y1lmaz vd. 2009; Ebadollahi,
2013).

Apiaceae familyas1 bir ya da ¢ok yillik otsu ve nadiren ¢alimsi bitkilerden olusur.
Yapraklari genel olarak alternant bazen karsilikli veya halka seklinde dizilmis, palmat
ya da pinnat parcali veya basit stipulasizdir. Brakte ve brakteollerin her ikisi de
bulunabildigi gibi ikisi de eksik olabilir. Cigekleri epigin, hermafrodit veya tek eseyli
olabilecegi gibi bitki bazen dioik olabilir. Sepaller kii¢iik veya bazen eksiktir. Petaller
5 adet genellikle u¢ kisimlar1 geriye dogru kivrilmis olup beyaz, sari, sarimst yesil,
acik mavi veya pembe renklerde olabilir. Stamenler 5 tane, ovaryum 2 lokuslu ve
karpelli, her lokusta birer oviil bulunur. Meyve olgunlukta merikarpa ayrilan
sizokarptir. Merikarplar korpofor olarak adlandirilan bir sapla biribirine baglanir. Her
bir merikarpin sirtinda 5 adet kosta adi verilen ¢ikinti bulunur. Regine gibi salgi

kanallar1 ogunlukla mevcuttur (Iscan, 2002).

Bu familyaya ait bitkiler gida, kozmetik ve saglik gibi alanlar olmak {izere bir¢ok amag
icin kullanilabilir. Terpenoidler, triterpenoid saponinler, flavonoidler, kumarinler,
poliasetilenler ve steroidler gibi fitokimyasallar bu familyaya ait bitkilerin igeriginde
oldukg¢a bol bulunmaktadir. Bu sebeple bu aile iiyeleri potansiyel ilag kaynag: olarak
goriilmektedir. Ayrica, bu ailenin bazi tiirlerinin milkemmel bir ugucu yag kaynagi

oldugu belirtilmistir. Bu familyadaki ugucu yaglarda, farmasotik olarak 6neme sahip
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farkli kimyasal siniflardan 760'dan fazla bilesenin bulundugu sdylenilmistir (Sayed-

Ahmad vd. 2017).

1.1.2 Heracleum L. Cinsi

Heracleum cinsinin bilimsel siniflandirmasi asagidaki gibidir (Cil, 2010):

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Ustboliim: Spermatophyta
Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Altsinif: Rosidae

Takim: Apiales

Aile: Apiaceae (Umbelliferae)
Altaile: Apioideae

Cins: Heracleum L.

Heracleum L. cinsi apiaceae familyasinin en biiyiik cinslerinden biridir. 120'den fazla
tiir igeren bu cins yaygin olarak Kuzey yarimkiirede ¢cogunlukla da Avrasya bolgesinde
yayilim gostermektedir. Iran’da 10, Cin’de 29 ve Kafkas daglarinda 26 tiir Heracleum
L. cinsine ait bitki bulunmaktadir. Ulkemizde ise bu cinsin 17 tiirii yetismektedir. H.
mantegazzianum, H. sosnowskyi ve H. persicum gibi tiirler Avrupa kitasinin genelinde
yayilim gostermistir. Bu ylizden bu tiirler istilaci tiirler olarak da adlandirilir (Bahadori
vd. 2016).

Heracleum L. cinsi bitkileri genel 6zellikleri itibariyle boylar1 uzun ya da kisa olabilen
cok yillik veya monokarpik aromatik bitkilerdir. Yapraklar basit ve loblu veya pinnat
parcali olabilir. Sepaller kii¢ilik olup, petaller beyaz veya soluk yesil renklerde olabilir.
Meyveler dikenli veya kiiciik tiiysiiz olabilir (Davis, 1972).
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1.1.3 Heraclum humile Tiirii Genel Bilgiler

Heracleum humile bitkisinin bilimsel siniflandirmasi asagidaki gibidir (Cil, 2010):

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Ustboliim: Spermatophyta
Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida
Altsiif: Rosidae

Takim: Apiales

Aile: Apiaceae (Umbelliferae)
Cins: Heracleum L.

Tur: Heracleum humile Sm.

.,""

G
\ —* ..' \' S
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Sekil 1.1 Heracleum humile bitkisi (Cil, 2010)
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Heracleum humile ¢ok yillik otsu bir bitki olup 20-60 cm'ye kadar biiyiiyebilir.
Kayalik yamaglar ve kalkerli platolar dogal habitatlaridir. Temmuz ve Agustos aylari
cigeklenme zamanlaridir. H. humile bitkisi, 1600 metreden 3000 metre yiikseklige
kadar yetigebilmekte olup, endemik bir tiir degildir. Diinya’da Liibnan ve gevresi
Suriye, Israil gibi iilkeler ile Tiirkiye’de de yayilim gostermistir. Ulkemizde giiney,
kuzey ve orta bolgelerde bulunmaktadir. Geleneksel tipta, bu tiirlin topraklanmis kokii
yilan 1siriklariin tedavisinde, bagirsak solucanlarinin sebep oldugu karin agrilarinda
ve ates diislirlicii olarak kullanilmaktadir. Ayrica geleneksel olarak sinir hastaliklar
tedavisinde de kullanimi bulunmaktadir. H. humile bitkisi siit verimini arttirdig1 igin
kegiler i¢in iyi bir besin kaynagi olarak diisiiniilmektedir (Davis, 1972; Arnold vd.
2015).

1.2  Kanserin Tanimi, Olusumu ve Kanser Genleri

Hiicreler bolinme mekanizmalarinin kontroliinii ¢esitli etmenler sonucu kaybedebilir.
Hiicrelerin asir1 ve diizensiz ¢ogalmasi ile viicudumuzda iyi ya da kétii huylu tiimorler
olusur. Iyi huylu tiimérler olustugu bélgede kalip, viicuda yayilmayan ve cerrahi
miidahale ile alinip, uzaklastirilabilen tiimdrlerdir. Kotii huylu tiimorler ise olustugu
yerden baska dokulara yayilan, kansere sebep olan, agresif yapili hiicrelerin
olusturdugu tiimérlerdir. Iyi ve kotii huylu tiimérler olustuklart yerdeki hiicre tipine
gore karsinomlar, sarkomlar ve lenfomalar olarak 3 ana grupta siiflandirilir.
Karsinomlar, epitel doku hiicrelerinin sebep oldugu kanser tiirleridir. Sarkomlar kas,
kemik, kikirdak ve lifli yapilarda olusan kanser tipleridir. Lenfomalar ise kirmizi kan

hiicreleri ile bagisiklik sistemi hiicrelerinden kaynakli olusan kanserlerdir (Cooper,
2000).

Timorlesme, tek bir hiicredeki genetik degisikligin kontrolsiiz ¢ogalmaya sebep
olmasi ile baglar ve yeni mutasyonlarin olugmasi ile de biliyiimeye devam eder. Bu
mutasyonlarin bir kismi hiicreye hizli biliyliylip, ¢ogalma ve baska dokulara
yayilabilme (metastaz) gibi iistiin 6zellikler kazandirir. Bu hiicreler timorde baskin
hale gelir ve bu olay klonal seleksiyon olarak adlandirilir. Klonal seleksiyon, timdriin
hizli biiyiiylip, ¢ogalmasina ve daha da agresif olmasina sebep olarak tlimdriin

olusumu, gelisimi boyunca devam eder (da Costa, 2001) .
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Kansere sebep olan maddeler kanserojen olarak adlandirilir. Radyasyon, kimyasallar,
viriisler hepsi DNA hasarina ve mutasyona sebebiyet vererek kanser olusumunu
tetikleyen etmenlerdir. Kanserlesme, bu maddelerin iki gen grubunda genetik
degisikliklere sebep olmasi ile olusur. Bu gen gruplar1 proto-onkogenler ve timor
baskilayict genlerdir. Normalde hiicre biiyiimesini, ¢ogalmasini tesvik eden proto-
onkogenler mutasyonlar ile onkogenlere doniisiir ve bu onkogenler kontrolsiiz sekilde
hiicrelerin ¢ogalmasina sebep olur. Tiimor baskilayici genler ise onkogenlerin tersi
olarak normalde hiicre biiylimesini ve ¢cogalmasini kontrol altinda tutan gen grubudur.
Onkogenler, nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu ve kromozom translokasyonu gibi
aktivasyon mekanizmalar1 ile olusabilir. Ras, c-myc ve erbB-2 genleri onkogenlere
ornek olarak verilebilir. Tiimdr baskilayict genlere 6rnek ise p53, PTEN, ve Rb genleri

gosterilebilir (Cooper, 2000).

1.2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri kiiresel ¢apta, akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser tipi
olmakla birlikte, kadinlarda en yaygin goriilen kanser ¢esididir. Cogunlukla 50 yas
istii kadinlarda ortaya ¢ikan meme kanseri, glinlimiizde gittikce daha erken yaslarda

goriilmeye baglamistir (Kozan ve Tokgdz, 2016; Aydin ve Ercan, 2017).

Meme kanseri, ¢esitli risk faktorleri ve klinik 6zellikleri ile heterojen bir hastalik
olarak degerlendirilir. Menars yasi, menopoz yasi, yapilan ilk dogum yas1 ve ailesel
geemis goriilen meme kanseri vakalarinin yarisinda bilinen risk faktorleridir. Erken
menars ve ge¢ menopoz viicudun uzun siire dstrojen hormonuna maruz kalmasina
sebep verdigi icin hastalik riskini arttirmaktadir. Ilk canli dogum yas1 da risk
faktorlerinden olup, 30 yasindan sonra dogum yapan kadinlarda 20’li yaslarda dogum
yapan kadinlara gére meme kanseri riskinin iki kat daha fazla oldugu bilinmektedir.
Goriilen meme kanseri vakalarinin %5°1 ile %10’u kalitimsaldir. BRCA genleri DNA
onarimi, hiicre dongiisii kontrolii ve transkripsiyon gibi bir hiicre i¢in hayati oneme
sahip islevleri gerceklestiren proteinleri kodlamaktadir. Ureme hiicrelerindeki BRCA
genlerinin mutasyonlari, meme kanserinin kalitimsal aktarimu ile iliskilidir. ilerleyen
yas, alkol kullanim1 ve radyasyona maruz kalma diger meme kanseri risk faktorleridir

(McPherson vd. 2000; islen, 2018).
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1.2.1.1 Meme kanserinin molekiiler diizeyde siniflandirilmasi

Klinik ve epidemiyolojik kanser arastirmalarinin temel amaglari, erken tani, tedavi

yonteminin se¢imi ve kanserden korunma yollarinin belirlenmesinde yeni biyolojik

belirtecler kesfetmektir. Bu amaglarla, gelisen yeni nesil dizileme teknikleri ve

molekiiler analizler sayesinde meme kanseri 5 farkli biyolojik alt tipe ayrilmistir. Bu

alt tipler, luminal A, luminal B, HER2, bazal benzeri meme kanseri ve normal benzeri

meme kanseri olmak tizere 5 molekiiler gruptur (Barnard vd. 2015). Bu alt tiplerin

Ozelliklerini inceledigimizde,

Tablo 1.1 Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirmasi (Feng vd., 2018)

Smiflandirma Molekiiler Profil Ozellikler Tedavi
Yontemleri
Luminal A ER+, PR+, HER2-, diisiik  Iyi prognoz, Endokrin
Ki67 goriilme sikligi tedavi ve hedef
%70 odakl1 tedavi
Luminal B ER+, PR+, HER2+, Prognoz luminal A Endokrin
Yiksek Ki67 kadar iyi degil, tedavi ve hedef
Goriilme siklig1 odakl1 tedavi
%10-%20
HER?2 ER-, PR-, HER2+ 5%—15%, Hedef odakli
genellikle kotii tedavi
prognoz
Bazal Benzeri ER-, PR-, HER2- Goriilme siklig Sinirli hedef

15%—-20%
Kot prognoz

odakl1 tedavi

Normal
Benzeri

ER+, PR+, HER2-, Diisiik

Ki67

Nadir gortiliir

Endokrin
tedavi ve hedef
odakl1 tedavi
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Luminal A tipi meme kanseri: Luminal A tipi tiimdrlerde dstrojen reseptorii (ER) ve
progesteron reseptdrii pozitif (PR), insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER2)
negatiftir. Ki67 seviyesi ise distiktiir. Luminal A tipi meme tlimdrleri tim meme
kanserlerinin yaklasik %40 ile %70’ini kapsar. Luminal A tipi tlimorler yavas
biiyiimesi sebebi ile en iyi prognoza sahip olma egilimindedirler. MCF-7 meme
kanseri hiicre hatti, luminal A tipi meme kanseri hiicre hatlarindan birine 6rnek
verilebilir. Giinlimiizde diinyada meme kanseri ¢alisilan laboratuvarlarda kullanilan,

standart bir modeldir (Islen 2018).

Luminal B tipi meme kanseri: Luminal B tipi tiimdrler, biitiin meme kanserlerinin
yaklasik %20'sini olusturur. Luminal B timéorleri ER-pozitif olma egiliminde olup, PR
pozitif ve negatif olabilir. HER2-negatif veya pozitif, Ki67 seviyeleri yiiksek indekse
sahiptir. Luminal B kanserleri, Luminal A kanserlerinden birazcik daha hizli gelisir ve

prognozlari biraz daha kétii olma egilimindedir (Feng vd. 2018).

HER 2 tip meme kanseri: HER2 tipi timorler, ER ve PR negatiftir. Meme
kanserlerinin yaklasik yiizde %10-15'i HER2 tipi tiimérlerdir. HER2 tipi kanserler,
luminal tipi kanserlerden daha hizli biiylir ve genel olarak daha kétii bir prognoza
sahiptir. HER2 tipi timdrlerin ¢ogu HER2-pozitif olup, bu yiizden HER2 pozitif alt
tipi olarak adlandirilir ancak tiimorlerin yaklasik %30'v HER2 negatiftir (Eliyatkin vd.
2015; islen, 2018) .

Bazal benzeri meme kanseri: Meme kanserlerinin yaklasik %20’sini olusturan bu alt
tipte ER, PR ve HER2 negatiftir. BRCA1 geninde mutasyon olan kadinlarda daha
yaygin goriilmektedir. Tiimoriin hizli biiyiime egilimi, bu alt tipin diger alt tiplere gore
daha agresif 6zellik ve kotii prognoz gostermesine sebep olmaktadir (Eliyatkin vd.

2015).

Normal benzeri meme kanseri: Bu alt tipte ER pozitif, PR negatif ya da pozitif,
HER?2 ise negatiftir. Ki67 proliferasyon indeksi diisiiktiir. Luminal A tipiyle benzerlik
gostermesine ragmen luminal A tipinden biraz daha koétii prognoz sergilemektedir
(Feng vd. 2018).
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1.2.1.2 Meme kanserinin tedavisi

Meme kanseri timorleri, hormon reseptor seviyelerindeki farklilik, ¢esitli onkogen
aktivasyonlar1 ve tiimor baskilayic1 genlerdeki inaktivasyonlarin kombinasyonu
sonucunda heterojen Ozellik gosteren tlimorlerdir. Bu 6zellikler meme kanserinin
tedavisini zor hale getirse de, tan1 ve tedavide gelistirilen yeni yontemler ile 6lim
oranlarinda belirgin bir azalig gdzlenmistir. Radyoterapi, kemoterapi, hormon terapisi
ve son donemlerde calisilan, hedefe yonelik tedavi yontemleri ile meme kanserinin
Onlenmesi, tekrarlamamasi amaclanmaktadir. Tedavi yOntemlerinin secilmesinde,
gelistirilmesinde, timdr ¢api, hasta yasi, hormon reseptorlerinin diizeyi belirleyici rol

oynamaktadir (Glines vd. 2012; Keskin, 2019).

Meme kanseri tedavisinde, hormon sentez inhibitdrleri, hormon reseptdr antagonistleri
kullanilarak hormonal terapiler gelistirilmekte ve bu tedaviler meme kanserinin alt
tiplerine gore etkili olabilmektedir. Hormonal tedaviler kapsaminda Ostrojen
seviyesini diisliren, hormonlarin reseptdrlerine baglanmasini engelleyen molekiiller ve
ilaglar gelistirilmektedir. Hedefe yonelik tedavilerin biiyiik bir cogunlugu da meme
kanseri alt tiplerinin gosterdigi fenotipe gore hiicre i¢i ya da hiicre ylizey reseptorlerine

yonelik gelistirilen tedavilerdir (Cleator vd. 2007; Baykara, 2016).

Tedavide kemoterapi de klasik ve etkili bir yontem olmakla birlikte, hormonal
tedavilere gore yan etkileri daha fazladir. Hastalarin bu yan etkilerden korunabilmesi
icin gida maddesi olarak bazi dogal bilesikleri tiiketmesi, kullanmas1 alternatif bir
secenek olabilir. Ote yandan kemoterapi kadar klasik ve etkili bir yontem olan
radyoterapinin de erken evredeki meme kanserinden dliimleri ve tekrarlama oranlarin
azalttig1 sOylenebilir ancak radyoterapi sonrasinda hastalarda iskemik kalp hastalig

riskinin artabildigi gézlenmistir (Yallapu vd. 2012; Darby vd. 2013).

Immiinoterapi ise yine meme kanseri ve diger kanser tiirlerinin de tedavisinde
kullanilan, bagisiklik sistemini harekete gecirerek kanser hiicrelerinin yok edilmesini
amaglayan diger bir tedavi yontemidir. Bu yontemde antikorlar, spesifik olmayan
kanser immiinoterapileri ve kanser asilar1 kullanilarak 3 farkli yolla tedavi

saglanmaktadir. Monoklonal antikorlar, hiicrenin i¢ ve dis sinyallerini bozarak, immiin
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sistemi harekete gecirirler veya iiretilen ilaclar1 hiicrelere tagiyarak etki gosterirler.
Monoklonal antikorlarin aksine spesifik olmayan kanser immunoterapileri ise immiin
sistemi uyarir ancak belli bir tiirdeki hiicreyi hedeflemez boylece destek tedavi olarak
bagisiklik sistemini hizlandirir. Kanser asilar1 ise geleneksel asilar gibi zayiflatilmis
molekiilleri kullanarak bagisiklik sistemini harekete gegirir. Geleneksel asilardan

farkli olarak burada hedef olan kanser hiicreleridir (Baykara, 2016).

1.3 DNA Koruma Aktivitesi

En dis yoriingesinde eslesmemis bir veya birden fazla elektron bulunduran molekiiller
serbest radikaller olarak adlandirilir. Serbest radikaller eslesmemis elektronlart
sebebiyle kararsiz bir yapiya sahip olup oldukca reaktif molekiillerdir. Bu yiizden
kolayca tepkimeye girerek, olusturduklar1 toksik etki sebebiyle etrafindaki DNA,
protein ve lipit yapilarina zarar verirler. Bylece hiicre 6liimii, doku hasar1 ve organ
yetersizligi gibi durumlar olusarak hizli yaslanma, kanser, diyabet, kalp-damar
hastaliklari, Alzheimer gibi gesitli kronik hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Lobo vd.
2010). Serbest radikallerin hiicre i¢inde asir1 birikmesi oksidatif strese yol acar.
Oksidatif stres DNA iizerinde yeni bazlarin eklenmesine ve bazlarin tekrar
diizenlenmesine sebep olarak karsinojen etkilere neden olmaktadir (Valko vd. 2006).
Serbest radikaller hiicre i¢inde ger¢eklesen reaksiyonlar sonucunda olusabildigi gibi
hava kirliligi, toksik kimyasallar, agir metaller, ¢esitli ilaglar, radyasyon ve sigara gibi
dis faktorlere bagh olarak da olusabilir (Pham-Huy vd. 2008). Serbest radikaller
oksijen kaynakli reaktif oksijen tiirleri (ROT), azot kaynakl reaktif azot tiirleri (RAT),
kiikiirt kaynakli reaktif kiikiirt tiirleri (RKT) ve klor kaynakli reaktif klor tiirleri (RKT)
olmak iizere dort grupta incelenmektedir. ROT ve RAT’m bir kismi serbest
radikallerden olusmaktayken bir kism1 ise kolayca serbest radikallere doniisebilen

radikal olmayan bilesiklerden olusur (Altuntas, 2012; Badem, 2019).
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Tablo 1.2 Radikal ve radikal olmayan oksijen ve azot tiirleri (Altuntas, 2012; Badem, 2019)

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Tiirler
Reaktif oksijen Azot kaynakli reaktif | Oksijen tiirleri Azot kaynakli
tiirleri (ROT) azot tiirleri (RAT) tiirler
e Hidroksil (OH) o Nitrik oksit (NO") e Hidrojen o Nitroz asit

peroksit (H202) | (HNO.)

e Siiperoksit (O2) e Azot dioksit (NO2) | e Singlet oksijen | e Peroksinitrit

(*0y) (ONOO)

e Peroksit (RO2) e Ozon (03) e Nitrozil
katyonu (NOY)

e Alkoksi (RO e Hipoklorik e Nitroksi

asit (HOCI) anyonu (NO)
e Tiyol (RS) e Lipit peroksit | e Dinitrojen

(LOOH) trioksit (N20x)
e Tiyil peroksit e Peroksinitroz
(RSOy) asit (ONOOH)

Serbest radikal tiirleri canlilarda normal olarak hiicresel metabolizma sonucunda
olusan bilesiklerdir. Diisiik konsantrasyonlarda olustugunda, hiicresel cevaplarin
olusmasini tetikleyerek yarar saglarlar ancak canlilarda serbest radikallerin olusumu
ve yikimi arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres veya nitrosatif stres
dedigimiz biyolojik zarar ortaya cikar. Sonug¢ olarak da bu durum birgok hastaligin
ortaya ¢cikmasina sebep verir (Altan, 2014). Serbest radikallerin asir1 {iretimi sonucu
viicutta bulunan antioksidanlar devreye girer. Antioksidanlar etkilerini serbest
radikalleri dogrudan temizleyerek, olusumunu baskilayarak, metal iyonlarim
baglayarak ya da bu radikallerin zarar verdigi organik molekiilleri temizleyip, tamir
ederek gosterirler (Deniz, 2016). Giliniimiizde antioksidanlar, dogal ve sentetik olmak
lizere iki gruba ayrilir. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi
anisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin toksik etkileri ve insan sagliina zararlari

sebebi ile dogal antioksidanlara olan ilgi artmistir (Lobo vd. 2010).
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1.4 Antibakteriyel Aktivite

Bilim ve teknolojide gergeklesen 6nemli ilerlemeler sayesinde ge¢misten gliniimiize
bircok dogal ve sentetik ilag kesfi yapilmistir. Antibiyotikler de bakteriyel
enfeksiyonlara kars1 gelistirilmis, 20. Yiizyilin en 6nemli ilag kesiflerindendir. Ancak
giiniimiizde, bilinen enfeksiyon hastaliklarinin yalnizca 3’te 1’1 sentetik olarak iiretilen
bu antibiyotikler ile tedavi edilebilmektedir. Bunun nedeni ise insanlarin
antibiyotikleri diizensiz ve yanls kullanmas1 sonucunda patojen bakterilerin tiretilen

ilaglara kars1 direng kazanmasidir (Sen ve Batra, 2012).

Gilintimiizde de patojenlerin ilaglara kars1 gelistirdigi direng artmakta olup, buna karsin
yeni antimikrobiyal ajanlar arastirilmaktadir. Bu arastirmalara bagli olarak daha hizli
sonug veren, etkisi daha iyi anlasilabilen ve daha az maliyetli antimikrobiyal aktivite
testleri de kullanilmakta ve gelistirilmektedir. Disk difiizyon testleri, diliisyon testleri,
sitoflorometrik ve biyoliiminesans yontemleri antibakteriyel aktiviteyi belirlemek igin
kullanilan metotlardir. Disk difiizyon testleri, diliisyon testleri yaygin olarak kullanilan
testler olup, sitoflorometrik ve biyoliiminesans yontemleri ise standardizasyon ve
tekrarlanabilirlik i¢in 6zgiin materyaller gerektirmektedir. Bunun i¢in yaygmn bir
kullanima sahip degillerdir (Balouiri vd. 2016).
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiir aragtirmalar1 kapsaminda bu cinse ait tiirlerin bir¢cok etnobotanik kullanim
alani oldugu goriilmiistiir. Yapilan birgok ¢alisma, Heracleum cinsinin antimikrobiyal,
anikanser, antioksidan ve antienflamatuvar gibi dikkat ¢ekici biyolojik aktivitelere

sahip oldugunu gostermistir.

2.1 Heracleum L. Cinsine ait Kanser Calismalari

Dogal iiriinlerin kanser ¢aligmalarindaki 6neminin artmasi ile Heracleum iyelerinin
kanser hiicrelerine karsi1 etkisini degerlendirmek igin de bir¢ok sitotoksik aktivite
calismalar1 yapilmistir. Firuzi ve arkadaslar1 (2010), Heracleum cinsinden H.
pastinacifolium, H. persicum, H. rechingeri ve H. transcaucasicum tiirlerinin, HeLa
(serviks adenokarsinom), LS180 (insan kolon adenokarsinom) ve Raji (Burkitt
lenfoma B lenfosit) hiicre hatlar1 tizerindeki etkisini arastirmistir. Miristisin, (E) -
anethol, heksil biitanoat ve elemisin bilesikleri sirasi ile bu tiirlerde en fazla bulunan
temel bilesikleridir. H. pastinacifolium ve H. transcaucasicum tiirleri miristisin
bilesiginin etkisi ile 3 hiicre hattinda da giiclii sitotoksik aktiviteler gdsterirken, H.
rechingeri tiirii sadece LS180 hiicre hattinda aktivite gostermistir. H. persicum tiirii ise

sitotoksik aktivite gostermemistir.

Baska bir ¢alismada, Heracleum sphondylium L. tiiriiniin bir alt tiirii olan Heracleum
ternatum (Velen.) bitkisinin ugucu yaglar ile bu yaglarin igeriginde bulunan oktil
asetat ve oktil biitirat bilesiklerinin MDA-MB-231 (insan meme adenokarsinom hiicre
hatt1), T98G (insan glioblastoma multiform hiicre hatt1), A375 (insan malign melanom
hiicre hatt1) ve HCT116 (insan kolon karsinom hiicre hatt1) hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik aktivitesi incelenmistir. Ugucu yaglar ile oktil biitirat bilesiginin A375 ve
HCT116 hiicre hatlarinda 6nemli bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir
(Maggi, 2014).

Sathak ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 ¢alismada ise Heracleum sprengelianum
bitkisinin yapraklarinin karaciger kanser hiicre hatlar iizerinde (HepG2) giiclii toksik

bir etki olusturdugu ancak saglikl hiicrelerde (periferik kan mononiikleer hiicre) daha
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az toksik bir etki olusturdugu gozlenmistir. Yine Heracleum cinsine ait Heracleum
moellendorffii bitkisinin metanol ekstraktlarinin igeriginde bulunan falkarindiol ve
panaxynol bilesiklerinin insan mide adenokarsinom, serviks, fare melanom gibi 3
farkli tiimor hiicre hattinda (MK-1, HeLa, ve B16F10) hiicre ¢ogalmasini azalttig
belirtilmistir (Nakano, 1998). Gao ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 ¢alismada ise
Heracleum dissectum tiiriinden elde edilen bazi bilesiklerin serviks (HeLa), bagirsak
adenokarsinom (HCT-8) ve insan hepatokarsinom (HepG2) hiicre hatlarinda
sitotoksik etkisi degerlendirilmis olup, ICso degeri 5,8 ile 18,6 uM araliginda degisen

ortalama bir sitotoksik aktivite etkisi bulunmustur.

Heracleum verticillatum ve Heracleum ternatum tiirlerinin kok, yaprak ve meyve
kisimlarmin ugucu yaglariin sitotoksik etkisinin arastirildigi bir galismada ise serviks
(HeLa), insan kolon karsinom (LS174) ve kii¢lik hiicreli olmayan akciger karsinom
(A549) hiicre hatlar1 tizerinde degerlendirme yapilmistir. Buna gore H. verticillatum
tiirlinlin kok ve meyve kisimlarinin incelenen ugucu yaglari, 3 hiicre hatti {izerinde de
onemli bir aktivite gostermistir. H. ternatum bitkisinin ise kok kisminin yagi LS174
hiicre hatti tizerinde en aktif sitotoksik etkiyi gostermistir (Usjak, 2016). Skalicka ve
arkadaslar1 (2017) Heracleum mantegazzianum bitkisinin meyve kisimlarindan elde
ettigi ucucu yaglarin bazi biyolojik aktivite testlerini yapmiglardir. Sitotoksisite
caligmalar1 kapsaminda Vero (hayvan) ve HEK-293 (insan embriyonik) iki saglikli
bobrek fibroblast hiicre hatti ile FaDu (skuamoz hiicreli yutak karsinomu) ve SCC25
(skuam6z hiicreli dil karsinomu) olmak {iizere iki farkli kanserli hiicre hatti
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, test edilen saglikli hiicre hatlarinin bitkinin ugucu
yaglarina karsi kanserli hiicre hatlarina gore daha duyarli oldugunu gostermistir.
Kanserli hiicre hattlarinda %50’sini inhibe eden konsantrasyon degerleri orta dereceli
bir sitotoksik aktivite gosterildigini ortaya koymustur. Yine yapilan literatiir
taramalarinda, Heracleum platytaenium bitkisinin metanol ekstraktlarinin T47D ve
MDA-MB-231 hiicre hatlari {izerinde antikanser 6zelliginin arastirildig: bir ¢aligmada
elde edilen sonuglara gore, ekstraktlarin T47D meme kanseri Ostrojen reseptor pozitif
hiicre hattinda zamana ve doza bagli olarak sitotoksik bir etki olusturdugu gozlenmistir

(Akillilar, 2018).
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Calimamizda etkinligini degerlendirdigimiz H. humile bitkisi ile yapilan baska bir tez
caligmasinda ise H. humile bitkisinin toprak alti ve toprak iistii kisimlarindan elde
edilen n-hekzan, metanol ve H2O ekstraktlariin etkisine bakilmistir. Ekstratlarin
Sulforodamin B Testi ile MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkisi incelenmis olup, test edilen dozlarda biiylime engelleyici

bir sonug¢ bulunamamistir (Sarimahmut, 2016).

2.2 Heracleum L. Cinsine ait Antimikrobiyal Calismalari

Patojen bakterilerin antibiyotik gibi sentetik ilaglara karsi direng kazanmalar1 bilinen
bir problemdir. Bunun i¢in arastirmacilar dogada yetisen bitkilerin gii¢lii ve etkili
antimikrobiyal ajanlar olabilecegini diislinerek ¢esitli calismalar yapmaktadir.
Heracleum tiirlerinden elde edilen esansiyal yaglar, ekstraktlar ve izole edilen

bilesikler ile de yapilmis bircok animikrobiyal aktivite ¢calismas1 bulunmaktadir.

Walasek ve arkadaslart (2015) H. mantegazzianum tiiriinden izole edilen bazi
kumarinlerin, Gram pozitif bakteriler ve mayalar {izerinde inhibe edici bir etki
gosterdigini rapor etmislerdir. Yine Kousha ve Ringe (2015) H. persicum ve H.
mantegazzianum tiirlerinin sulu ekstraklarinin antibakteriyal etkisini ¢aligmistir ve
Gram pozitif bakteriler izerinde benzer sonuglara ulasmistir. Maggi ve arkadaslarinin
(2014) yaptig1 ¢alismada H. sphondylium L. tiiriniin bir alt tiirii olan Heracleum
ternatum (Velen.) bitkisinin ugucu yagimin 2 Gram negatif (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa) ve 2 Gram pozitif (Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis) bakteri lizerinde etkisine bakilmis olup, yaglarin bu bakterilere karsi etki

gostermedigi anlagilmistir.

H. persicum bitkisinin hidroalkolik ekstraktlarinin 46 farkli patojen kandida tiiriine
kars1 yapilan analizlerinde, etanol ekstraktlarinin Candida albicans tiiriinde en giiglii
antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi goriilmiistiir (Nejad vd. 2014). H. platytaenium
tiirlinden elde edilen ucucu yaglarin antimikrobiyal ve kimyasal igerik analizinin
yapildig1r bir caligmada ise, test edilen bakterilere karsi bu yaglarin herhangi bir

etkisinin goriilmedigi belirtilmistir. Ancak bu yaglarin igerigindeki oktanol bilesigi
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sayesinde Candida glabrata tiiriinde kuvvetli bir antikandidal etkinin gorildiigii rapor
edilmistir (Akcin vd. 2013).

Kousha ve Bayat (2012) H. persicum bitkisinin metanol ekstraktlarinin bakteri ve
mantarlar tizerindeki antimikrobiyal etkinligine bakmistir. Buna gore 4 Gram-negatif,
4 Gram-pozitif ve 2 mantar tiirlii izerinde H. persicum bitkisinin yaprak ve gicek
kisimlarinin ekstraktlarinin gbéze ¢arpan bir etki olusturdugu gozlenmis olup,
organizmalarin bilyiimesini inhibe edebildigi belirtilmistir. Ozg¢akmak (2012)
tarafindan yapilan bir arastirmada ise H. platytaenium bitkisinin u¢ucu yaginin P.

verrucosum mantarinin misel olusumunu engelledigi gosterilmistir.

Shokri ve arkadaslar1 (2012) H. persicum bitkisinin ugucu yagmin Candida
zeylanoides tiirii tizerinde etkisini incelemistir. Calismadan elde edilen sonuglar bu
yagin Candida zeylanoides tiirii i¢in gii¢lii bir antikandidal aktivite gosterdigini ortaya
koymustur. H. pubescens bitkisinin ugucu yagi ile yapilan bir arastirmada, bu bitkinin
yagiin Aspergillus parasiticus tiirii igin inhibitér aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda, Heracleum pubescens bitkisinin gida tirinlerinde
insan sagligi icin toksik etki yaratan mantardan koruyucu bir etmen olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmistir (Alinezhad vd. 2011). Heracleum lasiopetalum
bitkisinin ¢alisildig1 bir arastirmada bu bitkinin etanol ekstraktlarinin baliklarda
hastaliga sebep olan Lactococcus garvieae bakterisi iizerinde orta derecede bir etki

gosterdigi anlagilmistir (Goudarzi vd. 2011).

Kuljanabhagavad ve arkadaglar1 (2011), Heracleum siamicum bitkisinin ugucu yaginin
antimikrobiyal aktivitesini goOsterdigi ve kimyasal icerik analizini yaptig1 bir
calismada, bu yagin 5 bakteri ve 2 mantar tiirli lizerinde antimikrobiyal aktivite
gosterdigini belirtmistir. Baliklarda hastaligi sebep olan Streptococcus iniae bakterisi
tizerinde H. lasiopetalum bitkisinin yaginin antibakteriyel etkisi arastirilmisgtir.
Yapilan ¢alismada yagin bakteriye karst 6nemli bir etki gosterdigi anlasilmis olup,
ucucu yagm balik hastaliklar1 i¢in dogal bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir

(Pirbalouti vd. 2011).
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Firuzi ve arkadaslar1 (2010) H. pastinacifolium, H. persicum, H. rechingeri ve H.
transcaucasicum bitkilerinden ugucu yaglarin etkisini Bacillus subtilis (PTCC 1023),
Escherichia coli (PTCC 1338), Klebsiella pneumonia (PTCC 1031), Pseudomonas
aeruginosa (PTCC 1074), Salmonella typhi (PTCC 1693), Staphylococcous aureus
(PTCC 1112) bakterileri ile iki mantar tiirtinde Aspergillus niger (PTCC 5010) ve
Candida albicans (PTCC 5027) arastirmislardir. Bu tiirler iizerinde 6nemli bir
antimikrobiyal aktivite goriilmedigini yaptiklar1 ¢alismada belirtmislerdir. Yine H.
persicum bitkisi ugucu yagi ile Naeini ve arkadaslarinin (2010) yaptigi incelemede

fusaryum izolatlarina kars1 bir aktivite gdzlenmemistir.

Najafabadi ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 bir ¢alismada H. rechingeri bitkisinin
ugucu yaglarmin 6 farkli bakteri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus gibi Gram pozitif bakterilerde en kuvvetli etkinin goriildiigi
ortaya konulmustur. Benli ve arkadaslarinin (2007) rapor ettigi bir aragtirmada ise
Heracleum paphlagonicum bitkisinin tohum ve yaprak ekstraktlarinin etkisi
incelenmigtir. 10 farkli bakteri ve 4 farkli maya tizerinde yapilan bu calismada H.
paphlagonicum tohumlarinin metanol ekstraktlarinin Bacillus subtilis bakterisine kars1
etkin oldugu gozlenirken, H. paphlagonicum yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkisinin olmadig1 bulunmustur. Bose ve arkadaslarinin (2007) H. nepalense bitkisinin
koklerinden elde ettigi metanol ekstraktlarinin antibakteriyel etkisini degerlendirdigi
bir arastirmada, ekstraktlarin hazirlanan diisiik konsantrasyonlarinda, diyareye sebep
olan Shigella dysenteriae, Escherichia coli, Shigella boydii, Vibrio cholera ve

Salmonella typhimurium bakterilerine karsi oldukga etkin oldugu belirtilmistir.

Helicobacter pylori bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlara karsi dogal bir
antibiyotik kaynagi olabilecegi diigiinilen H. persicum bitkisinin metanol
ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi incelenmistir. Elde edilen sonuglar bu ekstraktin
onemli bir antibakteriyel aktivite gosterdigini ortaya koymustur (Atapour vd. 2009).
Yirmiki endemik bitkinin ham ekstraktlarinin antimikrobiyel aktivitesinin incelendigi
bir arastirmada, H. playtaenium bitki ekstraktinin Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Branhamella catarrhalis, Helicobacter pylori, Candida albicans ve
Trichophyton rubrum mikroorganizmalarina karsi en aktif etki gosteren
ektstraktlardan biri oldugu belirtilmistir (Buruk vd. 2006).
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Ergene ve arkadaslar1 (2006), H. sphondylium L. tiiriiniin bir alt tiirii olan Heracleum
artvinense (Manden.) bitkisinin, etanol ve su ekstraktlarinin 8 farkli bakteri ve 2 farkli
mayaya karst olan etkinligini incelemis olup, bu ekstraktlarin kullanilan
organizmalarda ortalama bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmistir. Sardari
ve arkadaslarmn (1998) yaptig1 bir calismada, Iran ve Kanada’da yetisen bitkilerden
secilen 40 tanesinin ham ekstraktlarinin parazit mantar tiirlerine kars1 olan etkisine
bakilmustir. H. persicum bitkisi sonuglara gore en aktif etki gosteren bitkilerden biri

olmustur.

Heracleum maximum bitkisi Kuzey Amerika’da solunum rahatsizliklarinda kullanilan
bir bitki olup, bu bitkinin koklerinin antimikobakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir.
H. maximum bitkisinin kok kisminin igeriginde bulunan pimpinellin, izopimpinellin
ve bergapten gibi bilesiklerin antimikobakteriyel aktiviteye sebep oldugu rapor
edilmistir (O’ Neill vd. 2013). Yine H. maximum bitkisi ile yapilan baska bir ¢alismada
ise Mycobacterium tuberculosis ve Mycobacterium avium bakterilerinin 20 mg/disk

konsantrasyonda biiyiimesinin engellendigi goriilmiistiir (McCutcheon vd. 1997).

Dash ve arkadaslarinin (2007) Heracleum nepalense bitkisinin kok kismindan elde
edilen ekstraktlarin, 257 farkli Gram pozitif ve Gram negatif bakteri iizerindeki etkisini
inceledigi bir calismada, test edilen biitiin bakterilerin 1000 pg/mL ekstrakt
konsantrasyonuna kars1 duyarli oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismaya benzer olarak
Lingaraju ve arkadaslar1 (2014), H. rigens bitkisinin koklerinin antimikrobiyal
aktivitesini incelemistir. Bulunan sonuglar test edilen 3 farkli bakteri ve 1 kiif mantari

tizerinde 6nemli 6l¢iide antimikrobiyal aktivite oldugunu gostermistir.

H. rigens bitkisinin 9 farkli patojen bakteriye karsi antibakteriyel aktivtesinin
degerlendirildigi bir baska caligmada ise Klebsiella pneumonia ve Bacillus subtilis
bakterilerine kars1 en iyi etki goriilmiistiir (Jagannath vd. 2012) . Miladinovi¢ ve
arkadaglarmin (2013) yaptigi ¢alismada, Heracleum sibiricum bitkisinin ugucu
yaginin, 9 patojen bakteri lizerindeki antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Caligma
sonucunda Gram-pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilere gére bu bitkinin ugucu

yagina kars1 daha duyarli oldugu goriilmiistir.
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Torbati ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 bir caligmada, Heracleum transcaucasicum
ve Heracleum anisactis bitkilerinin ugucu yaglarinin, Gram pozitif Staphylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermis bakteri tiirleri tizerinde bir etkisinin goriilmedigi
belirtilmistir. Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri tizerinde de bir
etkinin olmadig1 gézlenmistir. Ayni bitki tiirleri ile Torbati ve arkadaslarinin (2014)
yaptig1 bir baska ¢alismada, disk difiizyon ve s1vi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak
antibakteriyel aktivite analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar, H. anisactis bitkisinin
ucucu yaginin az ve orta denebilecek dlgiilerde Gram pozitif bakteriler ile Escherichia
coli bakterisi iizerinde etki gosterdigini ortaya koymustur. H. transcaucasicum

bitkisinin ugucu yaglari ise herhangi bir antibakteriyel etki gdstermemistir.

2.3 Heracleum L. Cinsine ait Antioksidan Calismalari

Antioksidanlar hiicrelere zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirebilen
yapilardir. Antioksidanlar enzim yapisinda olabilecegi gibi baz1 organik molekiiller de
antioksidan olarak bilinir. Vitamin E ve B-carotene bunun 6rnegidir (Gupta, 2015).
Antioksidan testler de bitkilerin, bitki kaynakli dogal firlinlerin antioksidan
kapasitesini degerlendirmek i¢in yapilir. ABTS, DPPH, FRAP gibi kolorimetrik testler
antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in kullanilan testlerden bazilaridir (Pisoschi ve
Negulescu, 2011).

Bitkiler dogal antioksidanlarin temel kaynagidir. Bitkiler igerdikleri fenolik asitler,
flavonoidler, terpenler, vitaminler ve azotlu bilesikler ile gliglii antioksidan
potansiyeline sahiptir. Bu antioksidan bilesenlerin etkilerinin degerlendirilmesi igin
cesitli yontemler gelistirilmis olup, DNA koruma aktiviteleri ortaya cikarilmaya
baslanmistir (Deniz, 2016). Heracleum cinsine ait tiirlerin de antioksidan kapasitesinin

degerlendirildigi calismalar bulunmaktadir.

Firuzi ve arkadaslar1 (2010) H. pastinacifolium, H. persicum, H. rechingeri ve H.
transcaucasicum bitkilerinin DPPH testi ile antioksidan 6zelliklerini arastirdiklar
caligmalarinda, en yiiksek antioksidan etkinin H. pastinacifolium ve H. persicum
bitkilerinde ¢iktigini belirtmistir. Bu sonucun iki bitkinin i¢eriginde bulunan miristisin

ve anetol gibi bilesikler sebebiyle olabilecegi agiklanmistir. Maggi ve arkadaslar
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(2014) yaptiklar1 ¢alismada, H. sphondylium L. tiiriinlin bir alt tiirii olan Heracleum
ternatum (Velen.) bitkisinin antioksidan 6zelliklerini DPPH, FRAP ve ABTS testleri
ile degerlendirmislerdir. Bulunan sonuglar, ugucu yaglarin antioksidan kapasitesinin
troloks ve biitil hidroksi tolilen gibi standartlar ile kiyaslandiginda az oldugunu

gostermistir.

Karuppusamy ve Muthuraja (2010) yaptiklar bir calismada Heracleum aquilegifolium
bitkisinin antioksidan kapasitesini DPPH gibi cesitli testler ile degerlendirmistir.
Ucgucu yaglar standart antioksidanlara gore daha giiclii antioksidan aktivite gdstermis
olup, bunun sebebi ugucu yaglarin iginde bulunan B-pinen, 1,8-sineol gibi bilesiklere
baglanmistir. Karuppusamy ve Muthuraja (2011) yaptiklar1 bir diger c¢alisma ile
Heracleum sprengelianum bitkisinin yaprak, tohum ve rizomlarindan elde ettigi ugucu
yaglarin antioksidan o6zelliklerini degerlendirmistir. Elde edilen sonuglar ortalama

seviyede antioksidan aktivite goriildiigiinii ortaya koymustur.

Nickavar ve Abolhasani (2009) DPPH analizi ile H. persicum bitkisinin meyvelerinin
antioksidan kapasitesini degerlendirmislerdir ancak zayif antioksidan aktivitesi
gozlenmistir. H. transcaucasicum ve H. anisactis bitkilerinin ugucu yaglarinin
antioksidan Ozelliklerinin degerlendirildigi bir ¢alismada ise H. anisactis bitki
koklerinden elde edilen ugucu yaglarin, H. transcaucasicum bitkisine gore daha fazla
aktif antioksidan igerdigi belirtilmistir (Torbati vd. 2014). Benedec ve arkadaslarinin
(2017) yaptig1 bir ¢aligmada H. sphondylium bitkisinin kok, gévde, yaprak, ¢igek ve
meyve kisimlarindan ekstraklatlarn DPPH ve FRAP analizi ile antioksidan
potansiyelinin degerlendirilmesi yapilmistir. Yaprak ve cigek ekstraktlarinin giiclii bir
antioksidan kapasitesi gosterdigi ifade edilirken kok, govde ve meyve kisimlarmin

ekstraktlarinin zayif bir antioksidan kapasitesi gosterdigi belirtilmistir.

Dincel ve arkadaslar1 (2013) Heracleum platytaenium bitkisinin petrol eteri ve
metanol ekstraktlari ile igerigindeki furanokumarin tiirevi bilesiklerin antioksidan
aktivitesini degerlendirmistir. Petrol eteri ve metanol ekstraktlar1 zayif antioksidan
ozellik gostermistir. Furanokumarin tiirevi bilesikler ise pimpinellin hari¢ antioksidan
aktivite gostermemistir. Bagka bir ¢calismada Heracleum gorganicum bitkisinin kok,

govde, yaprak ve meyve kisimlarinin total fenolik ve flavonoid igerigi ile antioksidan
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Ozelligi arasindaki iliski aragtirillmistir. Caligmanin sonucunda H. gorganicum
bitkisinin yaprak kisimlarinin igerdigi total fenolik ve flavonoid miktar1 yiiksek ¢ikmig

olup antioksidan aktivite de gozlenmistir (Mazandarani vd. 2012).

Heracleum orphanidis bitkisinin arastirildigi bir ¢alismada bitkinin toprak {istii ve
toprak alt1 kisimlarinin metanol, etanol ve su ekstraktlarmin antioksidan 6zellikleri
incelenmistir. Toprak istii kisimlardan elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik ve
flavonoid igerigi yiiksek oranlarda bulunmustur. Buna bagli olarak da yapilan
antioksidan testler sonucunda toprak {istii kisimlarin ekstraktlar1 giiclii antioksidan
aktivite gostermistir. Yapilan arastirmada toprakalti kisimlarin su ekstraktinin en az
miktarda total fenolik igerik bulundurdugu ve en zayif antioksidan etkiyi gdsterdigi

belirtilmistir (Mileski vd. 2016).

H. platytaenium bitkisi ile yapilan bir baska galismada ise bitkinin toprak tistii kisminin
metanol, etilasetat ve hekzan ekstraktlari ile ugucu yaglarin antioksidan potansiyelinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Antioksidan kapasitesi BHA, BHT ve troloks gibi
sentetik antioksidan standartlar1 kullanilarak DPPH, FRAP ve ABTS testleri ile
degerlendirilmistir. En iyi serbest radikal giderici etki etil asetat ekstraktinda
gozlenmistir ancak metanol ve hekzan ekstrakti ile ugucu yaglarda Snemli bir

antioksidan etki bulunmamistir (Karan ve Genc, 2018).

Daha 6nce yapilan bir tez ¢alismasinda H. humile bitkisi toprak alt1 ve toprak iistii
kisimlarindan elde edilen n-hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan
kapasitesi DPPH ve CUPRAC testleri ile degerlendirilmistir. Calisma sonuglarina gore
ekstraktlarin zayif antioksidan etki gosterdigi belirtilmistir (Sarimahmut, 2016).

Literatiirde var olan biitiin bu ¢alismalar, Heracleum cinsine ait tiirler igin birbirinden
farkli antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik sonuglar ortaya koymustur. Umut
veren olumlu sonuglar 1s18inda daha da genisletilebilecek olan in vivo ve in vitro testler
ile Heracleum cinsi tiirlerin ilag hammadde olma potansiyeli incelenebilir. Bu tez
calismast kapsaminda da farkli metodlar ve coziiciiler kullanilarak elde edilen
Heracleum humile bitki ekstraktlarinin antibakteriyel, DNA koruma ve sitotoksik

aktivitesinin incelenmesi ve karsilastirilmasi1 amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzemeler
3.1.1 Cahsmada Kullanilan Bitki Materyalleri

Calismada kullanilan Heracleum humile bitkisi Tunceli ilinin, Ovacik ilgesi Harami
deresi bolgesinden yiiksekligi 1400 m olan yamaglardan toplanmigtir. Heracleum
humile bitkisini Munzur Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi
bolimiinden Dog¢. Dr. Mehmet Yavuz Paksoy teshis etmistir. Bitki Paksoy 3039
toplayict numarasi ile 01.08.2018 tarihinde toplanmaistir.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Bakteri Suslari

Calismada 4 Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans) ve 6 Gram negatif (Proteus
vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium NRRLE 4463) olmak
tizere toplam 10 bakteri kullanilmistir. Test edilen bu mikroorganizmalar, Kastamonu

Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimiinden temin edilmistir.

Tablo 3.1 Test edilen mikroorganizmalar

Numara Mikroorganizma Adi Sus Numarasi Gram Ozelligi
1 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pozitif
2 Staphylococcus epidermis - Pozitif
3 Enterococcus faecium - Pozitif
4 Enterococcus durans - Pozitif
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Tablo 3.1’in devami

5 Proteus vulgaris - Negatif
6 Escherichia coli - Negatif
7 Serratia marrescens - Negatif
8 Pseudomonas aeruginosa - Negatif
9 Salmonella enteritidis ATCC 13076 Negatif
10 Salmonella typhimurium NRRLE 4463 Negatif

3.1.3 Bakteri Besiyerleri, Coziiciiler ve Antibiyotikler

Antibakteriyel analiz testlerinde bakterilerin biiyiitiilmesi i¢in uygun olan kat1 ve sivi
genel besiyeri Nutrient agar (NA) ile Nutrient broth (NB) kullanilmistir. Bitki
ekstraktlar1 metanol ve saf su ile ¢oziilmiistiir. Mikrodiliisyon analizi i¢in pozitif
kontrol olarak levofloksasin antibiyotigi kullanilmistir. DNA koruma analizinde ise

plazmit izolasyonundan 6nce bakteri besiyerine ampisilin antibiyotigi eklenmistir.

3.1.4 Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatlar

Heracleum humile bitki ekstraktlarinin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi 2
farkli meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak test edilmistir. Arastirmada meme kanseri
hiicre hatlarindan 6strojen reseptorii pozitif MCF-7 hiicre hatt1 ile agresif bir seyir
gosteren oldukga invazif MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilmistir. Kullanilan hiicre
hatlarindan MCF-7 hiicre hatti, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinden,
MDA-MB-231 hiicre hatt1 ise Bogazici Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Boliimiinden tedarik edilmistir.
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3.1.5 Hiicre Kiiltiirii Kimyasallari

Yapilan hiicre kiiltiirii deneylerinde; Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM
besiyeri, Gibco ™ high glucose, Thermo fisher scientific, USA), Fetal Bovine Serum
(FBS, Gibco ™ qualified, heat inactivated, Thermo Fisher, USA),
Penisilin/Streptomisin (10,000 U/mL, Thermo Fisher, USA), %0,25 Tripsin-EDTA
(Gibco, Thermo fisher scientific, USA), nonessential amino acid (NEAA, Pan biotech
MEM 100X, Almanya), phosphate buffer saline (PBS, Gibco lifesciences, 10X, USA),
insiilin (Pan biotech, Almanya), MTT (Thermo Fisher, USA), dimetilsiilfoksit
(DMSO, Riedel-de Haen, Almanya) kimyasallar1 kullanilmistir.

3.1.6 Kullanilan Cihazlar, Materyaller ve Sarf Malzemeler

Bu calisma Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve
Arastirma Merkezinde bulunan Kanser Genetigi ve Biyoinformatik Laboratuvari ile
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimiinde bulunan
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma laboratuvarinin altyapis1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan cihazlar marka ve modelleri ile birlikte

Tablo 3.2 de sunulmustur.

Tablo 3.2 Deneylerde kullanilan cihazlar ve materyaller

Numara | Cihaz Adi Marka Model

1 -20 Derin Dondurucu Argelik 4252

2 -80 Derin Dondurucu Nuaire Glacier-Nu 9668E
3 Buz Makinas1 Hoshizaki Scotsman

4 Cekerocak Tezsan -

5 Hassas terazi Precise XP220A
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Tablo 3.2’nin devami

6 UV-Jel Goriintiileme Sistemi Vilber-Lourmat Quantum-ST5

7 Manyetik karistiric Wise Stir MSH-20A

8 Sogutmali Mikrosantriifiij Hettich MICRO 220R

9 Spektrofotometre Thermo Scientific | MultiskanGO
UV/Vis

10 pH Metre Isolab Mettler Toledo

11 Ultra saf su cihaz1 Mpminipure Dest-up

12 Vortex Wise-Mix VM-10

13 Kuru Blok Isitict Biosan TSH-100

14 Mikrosantriifiij Starlab -

15 Biyogiivenlik Kabini Tezsan Class Il

16 UV Transilliiminator Vilber-Lourmat ECX-F20.M

17 Mikrodalga Firin Samsung ME711K

18 COg: inkiibatorii Niive EC160

19 Otoklav Niive Steam Art

20 Faz kontrast goriintiileme sistemli | Leica DMil

kameral1 ters mikroskop
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Tablo 3.2’nin devami

21 Masaiistii Santrifiij Niive NF 800
22 Mikropipetler (tek ve ¢ok kanalli) | Eppendorf, -
Thermo, CAPP,
Topscien
23 Test Kabini Niive TK-252
24 Yatay Elektroforez Thermo Easy Cast B1 ve
Scientific B2
25 Gii¢ kaynag1 Thermo EC-300XL
Scientific
26 Kimyasal Saklama Dolab1 Tezsan -
27 Mcfarland cihazi Biosan DEN-1B
28 Thoma lami1 Marienfeld- -
Neubauer-
improved
29 Hiicre siyirici Techno Plastic | -
Products
30 Hiicre petri kaplar1 Techno Plastic | -
Products
31 Steril besiyeri kaplari Isolab -
32 50 mL ve 15 mL falkon tiipler Isolab, Kirgen, | -

CAPP
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Tablo 3.2’nin devami

33 Eppendorf tiipler Isolab -

34 Serolojik pipetler Biologix -

35 96 kuyucuklu plakalar Techno -
Plastic
Products

Deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo 3.3 de gosterilmistir.

Tablo 3.3 Deneylerde kullanilan kimyasallar

Numara | Kimyasal Adi Uretici Firma

1 MTT Thermo Fisher Scientific
2 Jel boyasi (Redsafe) Intron biotechnology

3 Ampisilin Nyztech

4 H202 Isolab

5 Agaroz Applichem

6 GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scienific
7 Izopropanol Sigma-Aldrich

8 SDS Thermo Fisher Scienific
9 HCL Tekkim Kimya
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Tablo 3.3’iin devami

10 EDTA Applichem

11 DMSO Riedel-de Haen

12 FeClz -

13 Metanol Isolab

14 PBS Gibco, Thermo Fisher Scientific
15 DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific
16 NEAA Pan Biotech

17 Tripsin-EDTA Gibco, Thermo Fisher Scientific
18 Insiilin Pan Biotech

19 FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific
20 Nutrient broth Merck

21 Nutrient agar Merck

22 Levoflaksasin Tokyo Chemical Industry

23 6X DNA jel yiikleme boyasi Thermo Fisher Scienific
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3.2 Yontemler

3.2.1 Bitki Ekstraklarimin Elde Edilis Yontemleri

Heracleum humile bitkisinin toprak istii kisimlarindan ¢ikarilan etil asetat
(EA), metanol (MetOH) ve su (dH20) eckstraktlar1 maserasyon, infiizyon ve
ultrasonikasyon gibi 3 farkli yontem ile elde edilmistir. Ekstraktlarin eldesini Konya
Selguk Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Gokhan Zengin
saglamistir. Toz haline getirilen bitkisel materyalin ekstraksiyonu farkli metotlar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Maserasyon metodunda bitkisel materyalden etil
asetat ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilmistir. Bu amacla
bitkisel materyal ilgili ¢oziiciiler ile 24 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Daha
sonra elde edilen karisim filtre edilmis ve ¢oziiciiler doner buharlastirict kullanilarak
uzaklastirilmistir. Ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonda ise bitkisel materyal etil
asetat, metanol ve su ile 30 dakika boyunca ekstraksiyon islemine birakilmistir.
Karisimlar siiziilmiis ve ¢oziiciiler uzaklastirlmistir. Infiizyon yonteminde ise bitkisel
materyal 15 dakika siiresince kaynar suda bekletilmistir. Daha sonra karisim siiziilmiis
ve hem ultrasonikasyon hem de infiizyon tekniginde elde edilen sulu karisimlar
liyofilize edilmistir. Tiim ekstraktlar analize kadar +4 °C'de saklanmistir. DNA
koruma ve antibakteriyel aktivite analizleri i¢in maserasyon ve ultrasonikasyon
yontemi ile elde edilen EA ve MetOH ekstraktlar1, metanolde ¢oziilmiistiir. infiizyon
ve ultrasonikasyon yontemi ile elde edilen su ekstraktlari ise saf su (dH20) kullanilarak

¢Ozlilmiistiir.

3.2.2 DNA Koruma Aktivitesinin Belirlenmesi

Maserasyon, ultrasonikasyon ve infiizyon yontemleri ile elde edilen etilasetat, metanol
ve su bitki ekstraktlarinin DNA koruma aktivitesi pUC19 plazmidi kullanilarak test
edilmistir. Ik olarak pUC19 plasmidi tasiyan E.coli bakterisi genel s1v1 besiyeri olan
nutrient broth icerisinde 37 °C’de bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir. pUC19 plazmiti,
ampisilin antibiyotigine kars1 direng geni tasidigl i¢in besiyerine 1:1000 oraninda
ampisilin antibiyotigi eklenmistir. E.coli bakterisinden pUC19 plazmid izolasyonu

(Thermo Scientific Genejet Miniprep Kit) gerceklestirilmistir. izolasyonda bakteri
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pelletleri {izerine sirasiyla 250 puL resiispansiyon soliisyonu, 250 pL lizis soliisyonu,
350 pL notralizasyon soliisyonu ilave edilip, 12 000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi iist fazda olusan sivi GeneJET filtreli toplama
tiiplerine aktarilip tekrar 12 000 rpm’de 1 dk santriifiij islemi yapilmistir. Plazmit
filtrede kaldig1 i¢in toplama tiipiinde biriken sivi atilarak, 500 pL etanol ile yikama
islemine gecilmistir. Yikama islemi 2 kere yapilmis olup her seferinde 12 000 rpm’de
1 dk santriifiij yapilmistir. Yikama islemi bittikten sonra filtreli tiip 1,5 mL'lik
eppendorf tiiplere alinip, dnceden 70°C’de 1sitilan eliisyon buffer eklenerek plazmitin
eppendorf tiipte toplanmasi saglanmistir. izole edilen plazmitin miktar1 ve safligi
spektrofotometrede (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya) 260/280 nm dalga
boyunda &l¢iilmiistiir. Ornekler analizler icin -20°C’de saklanmustir. Bitki
ekstraktlarinin test edilecek konsantrasyonlari, 10 mg/mL ve 5 mg/mL olarak
belirlenmistir. Maserasyon, ultrasonikasyon ve inflizyon yontemleri ile elde edilen
bitki ekstraktlarindan 0,01 g tartilip, 1 mL ¢oziiciide (MetOH, dH20) (10mg/mL)
¢ozlinme islemi yapilmistir. 5 mg/mL konsantrasyona seyreltme igin 10 mg/mL stok
¢ozeltiden 500 pL alinip, etil asetat ve metanol ekstraktlar1 i¢in ¢6ziicii olarak 500 pLL

metanol, su ekstraktlart icin 500 pL saf su eklenmistir.

DNA’ya hasar vermesi i¢in Fenton reaksiyonu hazirlanmistir. Fenton reaksiyon
karisimi sirastyla 30 mM H202, 100 uM EDTA ve 80 mM FeClz ile hazirlanmis olup,
25 mM fosfat tamponundan da 2,5 mL eklenmistir. Sonrasinda son hacim dH20 ile 10
mL olacak sekilde tamamlanmistir. Fenton reaksiyonu 15 mL'lik falkon tiipte
hazirlanmis olup, 151k gérmeyecek sekilde etrafi aliiminyum folyo ile kapatilmistir.
Deney, son hacim 20 pL olacak sekilde eppendorf tiiplerde sirasiyla 1 pL plazmid (~
300 ng/uL), 3 uL fenton, ekstrakt ve su eklenerek hazirlanmistir. Ekstraktlardan 6 pL
eklenmistir. Kalan hacimler ise 10 pL dH20 ile tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak
1 uL plazmid (~ 300 ng/uL) DNA ve 19 uL dH20 hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak
ise 1 pL plazmid (~ 300 ng/uL) DNA, 3 pL fenton karigimi ve 16 pL dH.O
hazirlanmistir. Tiipler hazirlandiktan sonra 45 dk 37°C’de inkiibasyon islemi
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon islemi sonucunda &rneklerin tamami hazirlanan
9%0,8’lik agaroz jele yiiklenerek 100 dk 50 voltta yiiriitiilmiistiir. Jel goriintiisii UV 151k
altinda incelenmis olup, bant yogunlugu jel goriintiileme analiz programi (Quantum,

Vision-Capt., Vilber Lourmat SAS, France) ile belirlenmistir. Deney 3 bagimsiz
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biyolojik tekrar yapilarak tamamlanmistir. Hesaplama i¢in Minitab 13 programi tek

yonlii ANOVA testi kullanilmigtir. P< 0,05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.

3.2.3 Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi mikrodiliisyon yontemi ve minimum
bakterisidal konsantrasyon testi ile degerlendirilmistir. Levoflaksasin antibiyotigi
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ug farkli yontemle elde edilmis bitki ekstraktlari
metanol ve dH>0 ile ¢oziilmistiir. Bitki ekstraktlar1 10 mg/mL stok konsantrasyonda
hazirlanmistir. Test edilen konsantrasyon araligi ise 15-500 pg/mL olarak

belirlenmistir. Negatif kontrol olarak ise ¢oziiciiler (metanol ve dH20) test edilmistir.

3.2.3.1 Bakteri besiyerlerinin hazirlanmasi

Nutrient broth (NB) ve Nutrient agar (NA) bakteriler i¢in kullanilan sivi ve kat1 genel
besiyeridir. Nutrient Broth (NB) igin 8 g/L, Nutrient agar (NA) i¢in ise 20 g/L olacak
sekilde besiyerleri dH2O ile hazirlanmistir. Toz halindeki besiyerleri iyice
coziindiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanip, sterilizasyon yapilmistir.
Sogutulan besiyerleri 12 mL olacak sekilde petri kaplarina dokiilmiistiir. NA ve NB
bakterilerin biiyiitiilmesinde, mikrodiliisyon testinde ve minimum bakterisidal

konsantrasyon (MBK) belirleme testlerinde kullanilmustir.

3.2.3.2 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Test edilecek bakterilerin canlandirilip, ¢cogaltilmasi igin stok sivi besi yerinde (NB)
bulunan bakterilerden kati besiyerine (NA) steril 6ze yardimi ile ekim yapilmistir.
Ekim yapilan petriler 37°C” de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda

mikrodiliisyon islemine gecilmistir.

3.2.3.3 Mikrodiliisyon analizi

Canlandirilip, ¢ogaltilan bakteriler 0,5 Mc Farland standart degerine esit olacak
sekilde otoklav yapilmig, dH>O igeren cam test tiipleri iginde hazirlanmistir.

Mikrodiliisyon analizi 96 kuyucuklu plakalarda yapilmis olup, ilk olarak kuyucuklara
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100 pL sivi besiyeri (NB) eklenmistir. Sonrasinda elimizdeki stok ekstrakt
cozeltilerinden (10 mg/mL) 1 mg/mL konsantrasyona seyreltme yapilmistir.
Hazirlanan 1 mg/mL ekstrakt konsantrasyonlarindan 100 uL alinarak seri iki kath
seyreltmeler seklinde 15-500 ug/mL (500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
ug/mL, 31,25 ng/mL, 15,62 pg/mL) konsantrasyon araliginda kuyucuklara ekleme
yapilmustir. Yapilan iki katli seri diliisyondan sonra kuyucuklara 10 uL 0,5 Mc Farland
standart degerine ayarlanmis bakterilerden eklenmistir. Ayrica paralel olarak bos
kuyucuklara NB ile bakteri ve sadece NB eklenmistir. Boylece tireme Ve sterilizasyon
kontrolii de yapilmistir. 96 kuyucuklu plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
stire sonunda iiremenin olup olmadigi ¢iplak gozle belirlenmis olup, plakalar
spektrofotometre cihazinda (Thermo scientific, Multiscan go, Finlandiya) 600 nm
dalga boyunda da okutulmustur. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri
test edilen maddeler i¢in mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen en kiiciik
konsantrasyon degeri olarak bilinir. Belirlenen MIiK degerleri ile minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) testi yapilmistir. Minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBK) testi ise test edilen suslar igin iiremeyi engelleyen en diisiik
konsantrasyon degerinin belirlenmesine dayanan bir yontemdir. Belirledigimiz MiK
degerlerindeki kuyucuklardan 6ze yardimi ile Nutrient Agara ekim yapilmistir. Ekim
yapilan petriler gece boyunca 37°C’de inkiibatérde birakilmistir. Sonrasinda iiremenin

olmadig1 konsantrasyonlar MBK degeri olarak belirlenmistir (Karaman vd. 2003).

3.2.4 Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada farkli yontemlerle elde edilmis EA, MetOH ve su bitki ekstraktlarinin in
vitro antikanser aktivitesi degerlendirilmistir. Bitki ekstraktlarinin etkisi MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 iizerinde test edilmistir. Sitotoksik
aktivitenin belirlenebilmesi i¢in Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT)

yontemi kullanilmasgtir.

3.2.4.1 Bitki ekstraklarinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirli galismalarinda kullanabilmek i¢in bitki ekstraktlar1 1X PBS, DMSO ve

saf su gibi ¢oziiciilerde ¢oziilmiistiir. Maserasyon yontemi ile elde edilen EA ekstrakti
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DMSO’da, MetOH ekstrakt1 saf suda ¢oziilmiistiir. infiizyon yontemi ile elde edilen
su ekstrakti ise 1X PBS’te ¢oziilmistiir. Ultrasonikasyon yontemi ile elde edilen EA
ve MetOH ekstraktlar1t DMSO’da, su ekstrakti ise 1X PBS’te ¢Oziilmiistiir. Bitki
ekstraktlar1 bu ¢oziiciilerde hazirlanarak farkli oranlarda stok konsantrasyonlar elde
edilmistir. Stok konsantrasyonlardan seyreltme yapilarak 31,25-500 pg/mL (500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL) araligr test edilmistir.
Ultrasonikasyon yontemi MetOH ekstraktinin hazirlanmasinda %0,1°’lik DMSO
kullanilmistir. Maserasyon ve ultrasonikasyon yontemleri EA ekstraktlar1 ise stok
konsantrasyon i¢in saf DMSO’da ¢6ziilmiis olup, kullanilmadan énce DMSO orani

%1°1 gecmeyecek sekilde seyreltme yapilmistir.

3.2.4.2 Hiicre kiiltiiriiniin devamhihgi

Calismada MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmistir. MDA-MB-231
hiicreleri i¢in yiiksek glikoz iceren DMEM kullanilmigtir. Hiicrelerin kiiltiire
edilebilmesi igcin DMEM igerisine %10 FBS , %0,1 penisilin/streptomisin, %1 NEAA
ve 0,01 mg/mL insiilin eklenmistir. MCF-7 hiicreleri i¢in ise yine yliksek glikoz i¢eren
DMEM kullanilmis olup, DMEM igerisine %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
ilave edilmistir. Hazirlanan hiicre besiyerleri +4°C’de muhafaza edilmistir. Hiicreler
37°C’de, %5 CO2’li inkiibatérde 60,1 cm?’lik steril petrilerde biiyiitiilmiistiir. 3-4
giinde bir yaklasik olarak %70-80 oraninda yogunluga ulasan hiicreler pasajlanmistir.
Deneylere 2 ila 3 pasaj sonrasi baglanmis olup, hiicrelerin %70-80 oraninda yogunluga

ulagmasi beklenmistir.

3.2.4.3 Hiicre canhlik testi

Sitotoksik aktivite analizi MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromid] testi ile gerceklestirilmistir. MTT testi hiicre canliligi ve g¢ogalmasini
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. MTT yontemi hiicre canliligini, yasayan
hiicrelerdeki mitokondri organelinin dehidrogenaz enzim aktivitesi ile belirler. Buna
gore dehidrogenaz enzimi tetrazolyum halkalarin1 suda ¢oziinmeyen mor formazan

kristallerine ¢evirerek iglev goriir (Mosmann, 1983; Tonder vd. 2015).
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Calismamizda ilk olarak petrilerde %70-80 oraninda yogunluga ulasan hiicrelerden 96
kuyucuklu plakalara ekim iglemine baglanmistir. Ekim iglemi i¢in dncelikle hiicre
besiyeri (DMEM) aspire edilmis ve 2 mL 1X PBS ile yikama islemi yapilmistir.
Hiicreleri petriden ayirmak icin ise 1X Tripsin-EDTA kimyasalindan 1 mL petrilere
eklenmistir. Tripsin eklenen petriler hiicrelerin daha hizli ayrilmasi i¢in inkiibatorde
2-3 dk bekletilmistir. Hiicreler ayrildiktan sonra tripsini inaktive etmek i¢in eklenen
tripsin miktarimin iki kat1 kadar hiicre besiyeri (DMEM) ilave edilmistir. Bu islem
sonrasinda 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basma 102 hiicre ekilecek sekilde thoma
laminda (Marienfeld) sayim islemi gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu plakalara ekilen
hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li inkiibatorde kuyucuklar1 dolduracak yogunluga kadar
biiylitiilmiistiir. Sonraki agsamada 96 kuyucuklu plakalarda biiyiitiilen hiicreler
hazirlanan bitki ekstraktlar1 ile muamele edilmistir. Bu islem 500 pg/mL
konsantrasyondan baslanarak 31,25 pg/mL konsantrasyona kadar iki katli seyreltmeler
seklinde yapilmistir. Negatif kontrol olarak hiicreler ¢oziiciiler ile de muamele
edilmistir. Muamele islemi 96 kuyucuklu plakalarda 3 teknik tekrarli olarak yapilmig
olup, ekstraktlarin 24. ve 48. saatlerdeki etkisi incelenmistir. 24. ve 48. saatler sonunda
kuyucuklara MTT soliisyonu konulmadan once her bir konsantrasyonda bitki
ekstraktlarimin etkisini gérmek i¢in fotograf ¢ekilmistir. Fotograflama islemi ters
mikroskop (Leica, DMil) ile 10X objektif kullanilarak yapilmistir. Fotograflama
islemi bittikten sonra kuyucuklardaki hiicre besiyeri (DMEM) aspire edilip, yerine 50
mL'de %0,5 FBS + 0,025 gr MTT igeren besiyerinden 100 pl eklenmistir. MTT
eklendikten sonra kiiltiir kosullarinda 4 saatlik bir inkiibasyon siireci olmustur. Bu
siirenin sonunda kuyucuklardaki MTT igeren besiyeri uzaklastirilmistir. Kuyucuklara
%3’liik SDS’den 20 ul eklenip, ¢alkalamali kuru blok 1sitic1 (Biosan) kullanilarak 5 dk
500 rpm’de karistirma islemi yapilmigtir. Sonrasinda 40 mM HCL/izopropanol
(49.835 ml izopropanol iizerine 165.5 pL HCI) karisimindan 50 pl eklenip, 15 dk 500
rpm’de calkalama yapilmistir. Formazon kristallerinin homojen bir sekilde iyice
¢ozlinmesi saglanmistir. Kuyucuklarda toplamda 200 pl olacak sekilde geri kalan
hacim %3 SDS+40 mM HCL/izopropanol seyreltme soliisyonundan 130 pl eklenerek
tamamlanmistir. Seyreltme soliisyonu 4,4 mL %3’liikk SDS {izerine 22 mL 40 mM
HCL/Izopropanol eklenerek hazirlanmistir. Bos kuyucuklara blank olarak 200 ul
seyreltme soliisyonu eklenmistir. Islemin tamamlanmasinin ardindan &rneklerimizin

spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda verdigi absorbans degerleri ol¢lilmiistiir.
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Sonuglar kontrol ile karsilagtiritlip % olarak hiicrelerin canlilii, 6érnek absorbans
degerinin kontrol absorbans degerine bolinlip 100 ile ¢arpilmasi sonucu

hesaplanmustir.

Hiicre canlilig1 % cinsinden hesaplandiktan sonra ICso (Hiicrelerin %50’sinin 6ldiiren
pg/mL cinsinden ekstrakt konsantrasyonu) degerleri GraphPad Prism 8 programi ile
belirlenmistir. GraphPad Prism 8 programinda hesaplama yaparken konsantrasyon
degerleri ve karsiligindaki hiicre canlilig1 degerleri girilerek analiz yapilmistir. Lineer
olmayan regresyon uygulanarak logaritmik tabanda 1Cso grafikleri ve degerleri elde
edilmistir. Deneyler birbirinden bagimsiz 3 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir.
Yiizdesel hiicre canliligi hesaplamalar1 Microsoft Office Excel 2016 programi ile

yapilmistir. P< 0,05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Bitki Ekstraklarinin DNA Koruma Aktivite Bulgular

Heracleum humile bitkisinin toprak tstii kistmlarindan maserasyon yontemi ile elde
edilen etil asetat ve metanol ekstraktlari ile inflizyon yontemi ile elde edilmis su

ekstraktinin DNA koruma analizi sonucu Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 DNA koruma analizi jel goriinttisii ve DNA koruma oranlari

Sekil 4.1°de goriildiigli lizere maserasyon yontemi EA ve MetOH ekstraktlar: ile
inflizyon yontemi su ekstraktlar1 yaklasik olarak %25-%30 oraninda zayif koruma
aktivitesi gostermistir. En yiliksek koruma aktivitesini yaklasik %35 oraninda infiizyon
yontemi su ekstraktr géstermistir. Analiz sonuglart minitab 13 programi kullanilarak
degerlendirilmis olup, p< 0,05 anlamli kabul edilmistir. Heracleum humile bitkisinin
toprak Ustli kistmlarindan ultrasonikasyon yontemi ile elde edilen etil asetat, metanol

ve su ekstraktlarinin DNA koruma analizi sonucuna gore ise ekstraktlarin DNA
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koruma aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.2). Ultrasonikasyon yontemi ekstraktlarinin
DNA koruma analizi jel goriintiisii Sekil 4.2° de A: kontrol (-); B: kontrol (+); C: EA 5
mg/mL; D: EA 10 mg/mL; E: MetOH 5 mg/mL; F: MetOH 10 mg/mL; G: Su 5 mg/mL; H:
Su 10 mg/mL; kontrol (-): plazmid ve su; kontrol (+): plazmid, fenton karisimi, su olacak

belirtilmistir.

Sekil 4.2 DNA koruma analizi jel goriintisii

DNA koruma bulgularimizi toparladigimizda maserasyon yontemi etil asetat ve
metanol ile inflizyon yontemi su ekstraktlarinda 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda
zay1f DNA koruma aktivitesi goriilmiistiir. Ultrasonikasyon yontemi ekstraktlarinda

ise 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda DNA koruma aktivitesi gozlenmemistir.

4.2  Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Bolim 3.2.1 ve 3.2.3.te anlatildigt iizere hazirlanan 6 farkli ekstrakt ile
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermis, Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia
marrescens, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Salmonella typhimurium NRRLE 4463 suslarma karst mikrodiliisyon testi ile
antibakteriyel aktivite analizi yapilmistir. Ciplak gozle, lireminin olmadig1 goriilen en
diisiik ekstrakt konsantrasyonu minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK) degeri olarak
kabul edilmistir. Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri ise ekstraktin
test edilen sus icin %99,9’unu Oldiren en diisiik konsantrasyon degeri olarak
belirlenmistir. Ekstraktlarin test edilen bakteri suglarina kars1 gosterdigi antibakteriyel

aktivite sonuglar1 Tablo 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4 ‘te verilmistir.
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Tablo 4.1 Maserasyon EA ekstrakt1 antibakteriyel etki sonuglar1

Bakteri Suslar1 | Ekstrakt Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
MIK/MBK MIiK/MBK MIiK/MBK
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Staphylococcus 500/500 250/>500 11,28/5,64

aureus ATCC

25923

Staphylococcus 500/500 250/500 22,56/5,64

epidermis

Enterococcus 500/500 250/500 5,64/5,64

faecium

Enterococcus 500/500 250/500 5,64/5,64

durans

Proteus vulgaris | 125/500 250/500 5,64/5,64

Escherichia coli 125/500 250/500 5,64/5,64

Serratia 125/500 250/500 11,28/5,64

marrescens

Pseudomonas 125/500 250/500 5,64/5,64

aeruginosa

Salmonella 125/500 250/500 5,64/5,64

enteritidis ATCC

13076

Salmonella 500/500 250/500 22,56/5,64

typhimurium

NRRLE 4463

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (ug/mL); MBK: Minimum bakterisidal
konsantrasyon(ng/mL); Negatif Kontrol: Coziici (MetOH); Pozitif Kontrol:
Antibiyotik (Levoflaksasin)
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Maserasyon yontemi EtOH ekstraktinin en iyi etkiyi Proteus vulgaris, Escherichia
coli, Serratia marrescens, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis ATCC
13076 suslar1 iizerinde MIK degeri olarak 125 pg/mL konsantrasyonda gdsterdigi
gozlenmistir. MBK degerleri ise 500 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.2 Maserasyon MetOH ekstrakti antibakteriyel etki sonuglari

Bakteri Suslar1 | Ekstrakt Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
MIK/MBK MIiK/MBK MIiK/MBK
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Staphylococcus 500/>500 250/>500 11,28/5,64

aureus ATCC

25923

Staphylococcus 500/>500 250/500 22,56/5,64

epidermis

Enterococcus 500/>500 250/500 5,64/5,64

faecium

Enterococcus 500/>500 250/500 5,64/5,64

durans

Proteus vulgaris | 500/>500 250/500 5,64/5,64

Escherichia coli 500/>500 250/500 5,64/5,64

Serratia 500/>500 250/500 11,28/5,64

marrescens

Pseudomonas 500/>500 250/500 5,64/5,64

aeruginosa

Salmonella 500/>500 250/500 5,64/5,64

enteritidis ATCC

13076

Salmonella 500/>500 250/500 22,56/5,64

typhimurium

NRRLE 4463
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Tablo 4.2°nin devam

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (pug/mL); MBK: Minimum bakterisidal
konsantrasyon(pg/mL); Negatif Kontrol: Coziicii (MetOH); Pozitif Kontrol:
Antibiyotik (Levoflaksasin)

Maserasyon yontemi MetOH ekstrakti kullanilan bakteriler {izerinde test edilen

konsantrasyonlardan en vyiiksek konsantrasyonda (500 pg/mL) MIK degeri

gdstermistir. MBK degerleri ise 500 pg/mL iizerindedir (Tablo 4.2.). Infiizyon yontemi

su ekstrakti ise test edilen bakteriler iizerinde uygulanan konsantrasyonlarda etki

gdstermemistir. Bu konsantrasyonlarda MiK ve MBK degeri elde edilememistir.

Tablo 4.3 Ultrasonikasyon EA ekstrakti1 antibakteriyel etki sonuglari

Bakteri Suslarn | Ekstrakt Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
MIiK/MBK MIiK/MBK MIiK/MBK
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Staphylococcus 500/500 250/>500 11,28/5,64

aureus ATCC

25923

Staphylococcus 250/250 250/500 22,56/5,64

epidermis

Enterococcus 250/250 250/500 5,64/5,64

faecium

Enterococcus 250/500 250/500 5,64/5,64

durans

Proteus vulgaris | 250/250 250/500 5,64/5,64

Escherichia coli 250/250 250/500 5,64/5,64

Serratia 250/250 250/500 11,28/5,64

marrescens

Pseudomonas 250/250 250/500 5,64/5,64

aeruginosa
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Tablo 4.3’iin devami

Salmonella
enteritidis ATCC
13076

250/250

250/500

5,64/5,64

Salmonella
typhimurium
NRRLE 4463

500/500

250/500

22,56/5,64

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (ng/mL); MBK: Minimum bakterisidal
konsantrasyon(pug/mL); Negatif Kontrol: Coziicii (MetOH); Pozitif Kontrol:
Antibiyotik (Levoflaksasin)

Ultrasonikasyon yontemi EtOH ekstraktinin Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Salmonella typhimurium NRRLE 4463 tiirleri disinda diger kullanilan bakteriler
iizerinde MIK ve MBK degetleri 250 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.4 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti antibakteriyel etki sonuglari

Bakteri Suslar1 | Ekstrakt Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
MIK/MBK MIK/MBK MIK/MBK
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Staphylococcus 500/500 250/>500 11,28/5,64

aureus ATCC

25923

Staphylococcus 250/500 250/500 22,56/5,64

epidermis

Enterococcus 250/500 250/500 5,64/5,64

faecium

Enterococcus 250/500 250/500 5,64/5,64

durans

Proteus vulgaris | 250/250 250/500 5,64/5,64

Escherichia coli | 250/250 250/500 5,64/5,64
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Tablo 4.4’in devam

Serratia 500/500 250/500 11,28/5,64
marrescens

Pseudomonas 500/500 250/500 5,64/5,64
aeruginosa

Salmonella 250/500 250/500 5,64/5,64
enteritidis ATCC
13076

Salmonella 500/500 250/500 22,56/5,64
typhimurium
NRRLE 4463

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyon (ng/mL); MBK: Minimum bakterisidal
konsantrasyon(ug/mL); Negatif Kontrol: Coziici (MetOH); Pozitif Kontrol:
Antibiyotik (Levoflaksasin)

Ultrasonikasyon yontemi MetOH  ekstraktinin ~ Staphylococcus — epidermis,
Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Proteus vulgaris, Escherichia coli ve
Salmonella enteritidis ATCC 13076 suslari iizerinde MIK degeri 250 pg/mL olarak
belirlenmistir. MBK degerleri ise Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 i¢in 500 pg/mL, Proteus
vulgaris, Escherichia coli igin ise 250 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4.4.).
Ultrasonikasyon yontemi su ekstrakti ise test edilen bakteriler lizerinde uygulanan
konsantrasyonlarda etki gdstermemistir. Bu konsantrasyonlarda MIK ve MBK degeri

elde edilememistir.

Antibakteriyel aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde, maserasyon yontemi MetOH
ekstraktinin en iyi etkiyi Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens,
Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 suslar1 iizerinde
MIK degeri olarak 125 pg/mL konsantrasyonda gosterdigi gdzlenmistir. MBK
degerleri ise 500 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4.1.). Diger yontemlerle elde
edilen ekstraktlarda ise negatif kontrol ile ayn1 konsantrasyonda ya da daha yiiksek

konsantrasyonlarda etki gdzlenmistir.
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4.3  Bitki Ekstraklarinin Sitotoksik Aktivite Bulgular:

Heracleum humile bitki ekstraktlarinin hiicre canliligina etkisini belirlemek igin
MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hatlar1 ekstraktlar ile belirli
konsantrasyonlarda (500 pg/mL, 250 ug/mL, 125 pg/mL, 62,5 ug/mL, 31,25 pg/mL)
muamele edilmigstir. Buna gore 24. ve 48. saatlerdeki etkileri degerlendirilerek hiicre
canlilik testi yapilmistir. Ekstraktlarin muamelesinden sonra ters mikroskop altinda

24. ve 48. saatlerde hiicre gorselleri elde edilmistir.

Mas.EA MDA-MB-231 24. Saat
120 B Hiicre

100

80

60

20 % x
0 H N

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

Hiicre Canliligt (%)

Konsantrasyon

Grafik 4.1 Maserasyon EA ekstrakt1 24. saat MDA-MB-231 hatt1

Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MDA-MB-
231 hatt1 i¢in 24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mL’da
%11,54’sinin, 250 pg/mL’da ise %11,02’sinin canli kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri
ise 24. saat i¢in 132,8 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan konsantrasyonlarda 24.
saatteki hiicre canliligi Grafik 4.1°de, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.3.°te

verilmistir.
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Mas. EA MDA-MB-231 24.saat

150+
=
g 1C50=132.8 ng/mL
100+
3
3
>
T 504
&
5
x L]
e L L T 1
1.0 1.5 2.0 25 3.0
Log(Konsantrasyon)
Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL
125 pg/ mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.3 Maserasyon EA ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Mas.MetOH MDA-MB-231 24. Saat

B Hiicre
120

100
8
6
4
2

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

Hiicre Canlillig1 (%)
o o o

o

o

Konsantrasyon

Grafik 4.2 Maserasyon MetOH ekstrakt1 24. saat MDA-MB-231 hatti
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Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi MetOH ekstraktinin MDA-MB 231
hatt1 i¢cin 24. saatteki etkisi incelendiginde, sitotoksik aktivite goézlenmemistir.
Hiicrelerin 500 pg/mL konsantrasyonda 9%91,03’iiniin canli kaldig: belirlenmistir.
Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlii@i Grafik 4.2.” de, hiicre

gorselleri Sekil 4.4.°te verilmistir.

Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 ug/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.4 Maserasyon MetOH ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Inf.Su MDA-MB-231 24. Saat

® Hiicre
120

100 *

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

[e}
o

Hiicre Canlilig1 (%)
5 8

N
o

o

Konsantrasyon

Grafik 4.3 Infiizyon su ekstrakt: 24. saat MDA-MB-231 hatti
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Heracleum humile bitkisinin infiizyon yontemi ile elde edilen su ekstraktinin MDA -
MB-231 hiicre hatt1 i¢cin 24. saatteki etkisi incelendiginde, onemli bir sitotoksik
aktivite gozlenmemistir. Hiicrelerin 500 pg/mL konsantrasyonda %76,48’inin canli
kaldig1 belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilik

Grafigi 4.3.’te, hiicre gorselleri Sekil 4.5.”te verilmistir.

Kontrol 31.28 pg/mL 2.5 ug/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.5 Infiizyon su ekstrakt1 24. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Mas.EA MDA-MB-231 48. Saat
120 ® Hiicre

100
80
60
40
*
20 - * *
. ] ]

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

Hiicre Canlilig1 (%)

Konsantrasyon

Grafik 4.4 Maserasyon EA ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatti
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Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MDA-MB-
231 hiicre hatt1 i¢in 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mL’da
%10,67’sinin, 250 pg/mL’da %11,11°1nin, 125 pg/mL’da ise %18,33’{iniin canh
kaldig1 belirlenmistir. Maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin 48. saatteki ICsp
degeri ise 116,7 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan konsantrasyonlarda 48.
saatteki hiicre canliklik Grafigi 4.4.’te, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.6.’da

verilmistir.

Mas.EA MDA-MB-231 48.saat
150+
=
IC50=116.7
§ ol Cso ng/mL
3
3
>
i
s
x L] 2
o L) Ll L) 1
1.0 1.5 2.0 25 3.0
Log(Konsantrasyon)

Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL

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

Sekil 4.6 Maserasyon EA ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli
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Mas.MetOH MDA-MB-231 48. Saat
120 u Hiicre
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
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Konsantrasyon

Grafik 4.5 Maserasyon MetOH ekstrakti 48. saat MDA-MB-231 hatt

Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi MetOH ekstraktinin MDA-MB-
231 hatt1 i¢in 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mL
konsantrasyonda %7,50’sinin, canl kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri 339,1 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canliklik

Grafigi 4.5.’te, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.7.”de verilmistir.
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Mas.MetOH MDA-MB-231 48.saat

150
§ ICs5=339.1 pg/mL
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Log(Konsantrasyon)

Kontrol 31.25 ug/mL 62.5 pg/mL

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

Sekil 4.7 Maserasyon MetOH ekstrakti 48. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Inf.Su MDA-MB-231 48. Saat
140 ® Hiicre

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

120
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o

8

o
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Hiicre Canlilig1 (%)
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Konsantrasyon

Grafik 4.6 Infiizyon su ekstrakt: 48. saat MDA-MB-231 hatti
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Heracleum humile bitkisinin inflizyon yontemi su ekstraktinin MDA-MB-231 hatti
icin 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canlilifinda Onemli bir azalis
gozlenmemistir. Hiicrelerin 500 pg/mL konsantrasyonda %80,12’sinin, canli kaldig:
belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilik Grafigi

4.6.’da, hiicre gorselleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.8 Infiizyon su ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Ultra.EA MDA-MB-231 24. Saat
120 M Hiicre

100

*
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*
60
40
20 N X
. HE B

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

Hiicre Canlilig1 (%)

Konsantrasyon

Grafik 4.7 Ultrasonikasyon EA ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatt1
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Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MDA -
MB-231 hatt1 i¢cin 24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mL’de
%12,99’unun, 250 pg/mL’da ise %11,96’siin canli kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri
ise 24. saat i¢in 142,7 ng/mL olarak bulunmugstur. Uygulanan konsantrasyonlarda 24.
saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.7.’de, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.9.’da

verilmigtir.
Ultra.EA MDA-MB-231 24.saat
150+
§ 1C50=142.7 pg/mL
1004
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o L L) LJ L)
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Log(Konsantrasyon)
Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.9 Ultrasonikasyon EA ekstrakt1 24. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli
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Ultra.MetOH MDA-MB-231 24. Saat
120 M Hiicre
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Kontrol 31,25 pg/mL 62,5 pg/mL 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL
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Konsantrasyon

Grafik 4.8 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatti

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin MDA-
MB-231 hatti igin 24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliliginda ¢ok 6nemli bir
azalis gozlenmemistir. Hiicrelerin 500 pg/mL konsantrasyonda %69,07’sinin, canli
kaldig1 belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilig

Grafik 4.8.”de, hiicre gorselleri Sekil 4.10.”’da verilmistir.

Kontrol 31.25 pp/mL 62.5 pg/mL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.10 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 gorseli
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Ultra.Su MDA-MB-231 24. Saat
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Grafik 4.9 Ultrasonikasyon su ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatti

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi su ekstraktinin MDA-MB-231
hatt1 i¢in 24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliliginda en etkin diisiis 500
pg/mL konsantrasyonda gergeklesmis, hiicrelerin = %35,47’sinin, canli kaldigi
belirlenmigtir. ICso degeri ise 403,8 pg/mL olarak hesaplanmistir. Uygulanan
konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilig1 grafik 4.9°da, hiicre gorselleri ve ICso

degeri Sekil 4.11.”de verilmistir.
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Ultra. Su MDA-MB-231 24.saat

150
k-
§ 1C5,=403.8 pg/mL
3 100+ .
E . :
> °
° 50+
£ .
$

0 1

T ] I
1.0 1.5 20 25 3.0
Log(Konsantrasyon)

Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL

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

Sekil 4.11 Ultrasonikasyon su ekstrakti 24. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli
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Grafik 4.10 Ultrasonikasyon EA ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatti
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Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MDA -
MB-231 hatt1 i¢cin 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mlL’da
%12,91’1nin, 250 pg/mL’da %11,97’sinin, 125 pg/mL’de ise %13,83’iiniin canh
kaldig1 belirlenmistir. ICso degeri ise 48. saat i¢in 97,94 pg/mL olarak bulunmustur.
Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilik Grafigi 4.10.’da, hiicre

gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.12.°de verilmistir.

Ultra. EA MDA-MB-231 48.saat
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Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 pg/mL

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

Sekil 4.12 Ultrasonikasyon EA ekstrakti 48. saat MDA-MB-231 gorseli
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Ultra.MetOH MDA-MB-231 48. Saat
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Grafik 4.11 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatti

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin MDA-
MB-231 hatt1 i¢in 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canlilifinda 500 pg/mL
konsantrasyonda onemli azalis gézlenmis olup, hiicrelerin %7,35’inin, canli kaldig:
belirlenmistir. ICso degeri ise 298,6 pg/mL olarak belirlenmistir. Uygulanan
konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canliligi Grafik 4.11.’de, hiicre gorselleri ve ICso

degeri Sekil 4.13.’te verilmistir.
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Ultra. MetOH MDA-MB-231 48.saat
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Sekil 4.13 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 48. saat MDA-MB-231 gorseli
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Grafik 4.12 Ultrasonikasyon su ekstrakti 48. saat MDA-MB-231 hatt1
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Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi su ekstraktinin MDA-MB-231
hatt1 icin 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliliginda belirgin diisiis 500
ng/mL konsantrasyonda gerceklesmis olup, hiicrelerin  %16,34’iliniin canli kaldig1
belirlenmistir. 1Cso degeri ise 370,02 pg/mL olarak hesaplanmistir. Uygulanan
konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canliligi Grafik 4.12.’de, hiicre gorselleri ve ICso

degeri Sekil 4.14.’te verilmistir.
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Kontrol 31.25 pg/mL 2.5 pg/mL
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Sekil 4.14 Ultrasonikasyon su ekstrakt1 48. saat MDA-MB-231 hatt1 gorseli

Bitki ekstraktlarinin hiicre canliligina etkisini belirlemek i¢cin MCF-7 hatt1 iizerinde
yapilan ¢alismanin sonuglari ise Grafik 4.13-4.24 ve Sekil 4.15-4.26 verilmistir.
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Grafik 4.13 Maserasyon EA ekstrakti 24. saat MCF-7 hatti

Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MCF-7 hatti
icin 24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicrelerin 500 pg/mL’da %4,96’sinin, canli
kaldig1 belirlenmistir. Maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin 24. saatteki ICso
degeri ise 303 pg/mL olarak bulunmugstur. Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki

hiicre canlilik Grafigi 4.13.te, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.15.°te verilmistir.
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Mas. EA MCF-7 24.saat
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Sekil 4.15 Maserasyon EA ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Grafik 4.14 Maserasyon MetOH ekstrakti 24. saat MCF-7 hatti
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Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi metanol ekstraktinin MCF-7 hatt1
igin 24. saatteki etkisi incelendiginde, sitotoksik aktivite gézlenmemistir. Uygulanan

konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canliligi Grafik 4.14.’te, hiicre gorselleri Sekil

4.16.’da verilmistir.

Kontrol

31.25 pg/mL 62.5 ug/'mL
125 ug/mL 250 pg'mL 500 pg/mL

Sekil 4.16 Maserasyon MetOH ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Grafik 4.15 Infiizyon su ekstrakt: 24. saat MCF-7 hatti
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Heracleum humile bitkisinin inflizyon yontemi su ekstraktinin MCF-7 hatt1 i¢in 24.
saatteki etkisi incelendiginde, ©nemli bir sitotoksik aktivite gozlenmemistir.
Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilik Grafigi 4.15.’te, hiicre

gorselleri Sekil 4.17°de verilmistir.

Kontrol 31.25 pg/ml 62.5 ug'mlL
125 pg/'mlL 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.17 Infiizyon su ekstrakt1 24. saat MCF-7 hatti gorseli
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Grafik 4.16 Maserasyon EA ekstrakti 48. saat MCF-7 hatti
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Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MCF-7 hatti
icin 48. saatteki etkisi incelendiginde, doza bagimli bir azalma gozlenmis ancak en
yiiksek sitotoksik aktivite 500 pg/mlL’da gdzlenmistir. Hiicrelerin 500 pg/mlL’da
%3,94’linilin, canli kaldig1 belirlenmistir. Maserasyon yontemi etil asetat ekstraktinin
48. saatteki ICso degeri ise 247,9 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan
konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.16’da, hiicre gorselleri ve ICso

degeri Sekil 4.18. verilmistir.
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Sekil 4.18 Maserasyon EA ekstrakti 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Mas. MetOH MCF-7 48. Saat
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Grafik 4.17 Maserasyon MetOH ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatt1

Heracleum humile bitkisinin maserasyon yontemi metanol ekstraktinin MCF-7 hatti
icin 48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliligindaki en fazla diigiis 500
pg/mL’da gozlenmistir. Hiicrelerin 500 pg/mlL’da %65,90’min canli kaldigi
belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canliligi Grafik

4.17.de, hiicre gorselleri Sekil 4.19.”da verilmistir.

Kontrol

31.25 pg/mL 62.5 ug/'mL
125 pg/ml 250 pg/mL 500 pg/mL

Sekil 4.19 Maserasyon MetOH ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Inf.Su MCF-7 48. Saat

120
W Hiicre

100
8
6
4
2

Kontrol 31.25 pg/mL 62.5 ug/mL. 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

Hiicre Canlili1 (%)
= = =

[

Konsantrasyon

Grafik 4.18 Infiizyon su ekstrakt: 48. saat MCF-7 hatt1

Heracleum humile bitkisinin inflizyon yontemi su ekstraktinin MCF-7 hatti i¢in 48.
saatteki etkisi incelendiginde, test edilen konsantrasyonlarda hiicre canliliginda 6nemli
bir azalig gozlenmemistir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da %77,98’inin canli kaldigi
belirlenmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canliligi Grafik

4.18.”de, hiicre gorselleri Sekil 4.20.”de verilmistir.

Kontrol 31.25 pg'mL 62.5 ug'mL
125 pg'mL 250 pg'mL 500 pg/mL

Sekil 4.20 Infiizyon su ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Ultra. EA MCF-7 24. Saat
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Grafik 4.19 Ultrasonikasyon EA ekstrakti 24. saat MCF-7 hatti

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MCF-7
hatt1 i¢in 24. saatteki etkisi incelendiginde, test edilen konsantrasyonlarda sitotoksik
aktivite gozlenmis olup, hiicrelerin 500 ug/mL’da %5,03linlin 250 pg/mL’da ise
%4,92°sinin canli  kaldigr belirlenmistir. Ultrasonikasyon yontemi etil asetat
ekstraktinin 24. saatteki ICso degeri ise 103,9 ng/mL olarak bulunmugstur. Uygulanan

konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.19.’da, hiicre gorselleri ve ICsg

degeri Sekil 4.21 verilmistir.
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Ultra. EA MCF-7 24.saat
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Sekil 4.21 Ultrasonikasyon EA ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1 gorseli

Ultra.MetOH MCF-7 24. Saat
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Grafik 4.20 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1
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Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin MCF-7
hatt1 icin 24. saatteki etkisi incelendiginde, 500 ng/mlL’da konsantrasyonda sitotoksik
aktivite gozlenmistir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da  9%5,13’tinlin  canli  kaldig1
belirlenmistir. Ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin 24. saatteki ICso degeri
ise 448,9 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki
hiicre canliligt Grafik 4.20.’de, hiicre gorselleri ve 1Cso degeri Sekil 4.22.°de

verilmistir.
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Sekil 4.22 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Ultra.Su MCF-7 24. Saat
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Grafik 4.21 Ultrasonikasyon su ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi su ekstraktinin MCF-7 hatti igin
24. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliliginda doza bagimli bir azalma
gozlenmigtir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da %61,67 sinin canli kaldigi belirlenmistir.
Uygulanan konsantrasyonlarda 24. saatteki hiicre canlihgi Grafik 4.21.de, hiicre

gorselleri Sekil 4.23.te verilmistir.

Kontrol 31.25 pg/ml 62.5 pg/mlL
125 pg/mL 250 pg/mL 500 pug'mL

Sekil 4.23 Ultrasonikasyon su ekstrakti 24. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Ultra. EA MCF-7 48. Saat
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Grafik 4.22 Ultrasonikasyon EA ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatti

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinin MCF-7
hatt1 igin 48. saatteki etkisi incelendiginde, en yiiksek sitotoksik aktivite 500 ve 250
png/mL’da gozlenmistir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da %2,87 sinin 250 pg/mL’da ise
%?2’sinin canli kaldig1 belirlenmigtir. Ultrasonikasyon yontemi etil asetat ekstraktinin
48. saatteki 1Cso degeri ise 125 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan
konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilig1 Grafik 4.22°de, hiicre gorselleri ve ICso

degeri Sekil 4.24.’te verilmistir.
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Ultra. EA MCF-7 48.saat
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Sekil 4.24 Ultrasonikasyon EA ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Grafik 4.23 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakt1 48. saat MCF-7 hatt1
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Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin MCF-7
hatt1 i¢in 48. saatteki etkisi incelendiginde, 500 pg/mL konsantrasyonda sitotoksik
aktivite gozlenmistir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da  %1,67’sinin canli  kaldig:
belirlenmistir. Ultrasonikasyon yontemi metanol ekstraktinin 48. saatteki ICso degeri
ise 453,5 pg/mL olarak bulunmustur. Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki
hiicre canlilig1 Grafik 4.23.’te, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.25. verilmistir.

Ultra. MetOH MCF-7 48.saat

200+
1C5o=453.5 pg/mL
150+ .
o .
3 100 e
-
§
x
o Ll L] L] L)
1.0 1.5 20 25 3.0

Log(Konsantrasyon)

Kontrol 31.25 pg/mL 62.8 pg/mL

12§ pg/mlL 250 pg'mL $00 pg'mlL

Sekil 4.25 Ultrasonikasyon MetOH ekstrakti 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli
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Ultra.Su MCF-7 48. Saat
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Grafik 4.24 Ultrasonikasyon su ekstrakti 48. saat MCF-7 hatt1

Heracleum humile bitkisinin ultrasonikasyon yontemi su ekstraktinin MCF-7 hatt1 i¢in
48. saatteki etkisi incelendiginde, hiicre canliliginda doza bagimli bir azalma
gozlenmigtir. Hiicrelerin 500 pg/mL’da %40,43’linlin canli kaldigi belirlenmistir.
Ultrasonikasyon yontemi su ekstraktinin 48. saatteki ICso degeri ise 350,8 pg/mL
olarak bulunmustur. Uygulanan konsantrasyonlarda 48. saatteki hiicre canlilig1 Grafik

4.24.’te, hiicre gorselleri ve ICso degeri Sekil 4.26.’da verilmistir.
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Ultra. Su MCF-7 48.saat
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Sekil 4.26 Ultrasonikasyon su ekstrakti 48. saat MCF-7 hatt1 gorseli

Sitotoksik aktivite bulgularina gore hiicre canliligini en ¢ok azaltan ve en diisiik ICso
degerlerinin elde edildigi ekstraktlar; her iki hiicre hattinda da sirasiyla
ultrasonikasyon ve maserasyon yonemleri EA ekstraktlart olmustur. EA ekstraktlar
ile karsilastirildiginda metanol ekstraktlarinin hiicre canliligini daha az etkiledigi ve

son olarak su ekstraktlarinin en az sitotoksik etkiyi gosterdigi belirlenmistir.



5. TARTISMA

Canlilarin yasamlarini ve nesillerini devam ettirebilmesi i¢in genetik bilginin hatasiz
olarak yeni hiicrelere aktarilmasi gereklidir. Bu aktarimda ger¢eklesen bir hata
yalnizca DNA replikasyonu ve kromozomlarin dagilimi esnasinda olugmayabilir.
Icerden veya disaridan gelen etmenlerin mutasyona sebep vererek DNA hasari
olusturmasi ile de gergeklesebilir. DNA hasar1 hiicrenin yasam siireci boyunca
herhangi bir donemde olusabilir. Hiicrede olusan DNA hasarinin giderilmesindeki
basarisizlik, mutasyon, timor olusumuna bagli kanserlesme, hiicrenin veya
organizmanin Oliimiiyle sonuglanabilir (Zhou ve Elledge, 2000; Sancar vd. 2004).
DNA hasarmin olusmasina reaktif oksijen tiirleri (ROT) sebep olabilir. Reaktif oksijen
tiirleri hiicre i¢i ve hiicreler aras1 gerceklesen metabolik olaylar sonucunda iiretilir.
Hiicredeki antioksidan mekanizmalari, reaktif oksijen tiirlerinin miktarint hiicreye
zarar vermeyecek seviyede tutmaya c¢aligir ancak bu dengenin bozulmasi sonucunda
DNA hasari olusabilir (Mittler, 2017). Calismamizda Heracleum humile bitkisinin
toprak tistii kistmlarindan maserasyon, infiizyon ve ultrasonikasyon yontemleri ile elde
edilen etil aseat, metanol ve su ekstraktlarinin biyolojik aktivitesi degerlendirilmistir.
Biyolojik aktivite testleri kapsaminda DNA koruma analizi yapilmistir. Bu baglamda
ekstraktlarin DNA koruma aktivitesi sonuglarini degerlendirirsek; maserasyon ve
infiizyon yontemi ile elde edilen etil asetat, metanol ve su ekstraktlart zayif DNA
koruma aktivitesi gozlenmistir. Maserasyon yontemi EA ve MetOH ekstraktlar
yaklasik olarak %25-%30 oraninda zayif koruma aktivitesi gdstermistir. Infiizyon
yontemi su ekstrakti ise yaklasik %35 oraninda zayif koruma aktivitesi gostermistir.
Bitki kisimlarindan ekstraksiyon islemlerinde temel amag, igerikte bulunan
bilesiklerin en yiiksek verimde elde edilmesini saglamaktir. Ayrica istenmeyen atik
bilesiklerin uzaklastirilmasini saglayarak diger bilesikler iizerindeki olumusuz etkiyi
minimuma indirmek, ekstraksiyon islemlerinde onemli bir amagtir. Maserasyon,
infiizyon, perkolasyon ve dekoksiyon gibi yontemler geleneksel, klasik ekstraksiyon
yontemleridir. Bunlar gibi geleneksel yontemler ekstraksiyon isleminin siiresini
uzatmasi, ¢ok fazla miktarda ¢oziicli kullanilmasin1 gerektirmesi ve bu ¢oziiciilerin
toksik etkileri gibi sebepler yiiziinden dezavantaja sahiptir. Mikrodalga destekli

ekstraksiyon ve ultrasonikasyon gibi yontemler giiniimiizde kullanilan daha yeni

89



ekstraksiyon teknikleridir. Ekstraktlarin kalitesini ve islemin verimini arttirirlar. Bu
yeni yontemler toksik kimyasal c¢oziiclilerin kullanimini azaltarak o6nemli bir
potansiyel ortaya koyarlar (Tiwari, 2015). Maserasyon ve inflizyon yontemi ile elde
edilen etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin zayif da olsa gosterdigi DNA koruma
aktivitesinin bitki toprak istii kisimlariin igeriginde bulunan bilesikler yardimiyla

aciklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Heracleum persicum bitkisinin tibbi etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada ugucu
yaglarinin i¢eriginde oktil asetat, hekzil butirat, hekzil-2-metil butirat, hekzil izobutirat
bilesiklerinin temel olarak bulundugu belirtilmistir. Calismada bu bilesiklerin
antioksidan etki olusturabilecegi soylenmistir (Atefeh vd. 2010). Ultrasonikasyon
yontemi ile elde edilen ekstraktlarda ise DNA koruma aktivitesi gozlenmemistir. Bitki
ekstraktlarinin elde edilmesinde kullanilan yontemlerin ¢esitliligi farkli sonuglar elde

etmeyi saglayarak yontemleri kargilastirma imkani vermektedir.

Maserasyon ve infiizyon yontemleri ile ekstraktlarin eldesi toz haline getirilmis bitki
kisimlarinin uygun c¢oziiclilerde 1slatilip, bekletilmesi sonucunda gergeklestirilir.
Infiizyon yonteminde bitki kisimlar1 soguk ya da kaynamus suda bekletilerek ekstrakt
eldesi yapilir. Maserasyon yontemi ile ekstrakt elde etme islemlerinde sicaklik
degisimlerinin ve kullanilan ¢6ziicli se¢iminin énemli oldugu belirtilmistir. Yapilan
bir ¢alismada Centella asiatica bitkisinden ekstrakt eldesi 90°C’de
gerceklestirildiginde, fenolik iceriklerde ve antioksidan kapasitede artis gdzlenmstir.
Ultrasonikasyon yonteminde ise ses dalgalar1 yolu ile ekstrakt eldesi saglanmaktadir.
Ses dalgalarinin frekans araligi ise 20 kHz ile 2000 kHz arasindadir. Ultrasonikasyon
yonteminde ses dalgalarinin frekans1 20 kHz’den fazla oldugu zaman serbest
radikallerin olusumunu arttirabilecegi s6ylenmistir. Bu durumunun bitki igeriginde
bulunan aktif fitokimyasallar iizerinde bir etkiye sebep olabilecegi belirtilmistir

(Azwanida, 2015).

Calisma kapsaminda Heracleum humile bitkisinin toprak Ttstii kisimlarindan
maserasyon, inflizyon ve ultrasonikasyon yontemleri ile elde edilen EA, MetOH ve su
ekstraktlarinin MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hatlar1 iizerindeki sitotoksik

etkisi degerlendirilmistir. Sitotoksik aktivite yani hiicre canliligi, MTT testi ile
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degerlendirilmis olup, 24. ve 48. saatlerde 5 farkli dozdaki (31,25, 62,5, 125, 250, 500
png/mL) etkiye bakilmistir. Ayni hiicre hatti lizerinde farkli yontemlerle elde edilen
ekstraktlarin etkisi karsilastirilmigtir. Buna goére MCF-7 hiicre hatti {izerinde
maserasyon yontemi EA ekstraktinin 24. ve 48. saatteki etkisi degerlendirildiginde en
Iyi etki 500 png/mL konsatrasyonda gozlenmistir. Hiicre canlilig1 24. saat igin % 4,96
iken 48. saatte %3,94 olarak hesaplanmistir. Ultrasonikasyon yontemi EA ekstraktlar
da MCF-7 hiicre hatti tizerinde 24. ve 48. saatlerde 250 ve 500 ug/mL
konsantrasyonlarda en iyi etkiyi gostermistir. Hiicre canlilig1 24. saat i¢in 250 pg/mL
konsantrasyonda %4,92, 500 pg/mL konsantrasyonda %5,03 hesaplanmis iken, 48.
saatte 250 pg/mL konsantrasyonda %2, 500 pg/mL konsantrasyonda ise %2,87 olarak
hesaplanmistir. Maserasyon yontemi MetOH ekstraktt MCF-7 hiicre hatti iizerinde 24.
ve 48. saatler icin test edilen konsantrasyonlarda onemli bir sitotoksik aktivite
gostermemistir. Hiicre canliligi %50 nin iizerinde kalmistir. Ultrasonikasyon yontemi
MetOH ekstraktlar1 da MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde 24. ve 48. saatlerde 500 pg/mL
konsantrasyonda en iyi etkiyi gostermistir. Hiicre canlilifi 24. saat icin 500 pg/mL
konsantrasyonda 9%5,13, 48. saatte 500 pg/mL konsantrasyonda %1,67 olarak
belirlenmistir. Infiizyon yontemi su ekstrakt1 MCF-7 hiicre hatt: iizerinde 24. ve 48.
saatler i¢in test edilen konsantrasyonlarda Onemli bir sitotoksik aktivite
gostermemistir. Hiicre canlilig1 tiim konsantrasyonlarda %50 nin {izerinde kalmstir.
Ultrasonikasyon yontemi su ekstraktt MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde 24. saatte doza baglh
olarak sitotoksik aktivite gostermistir ancak hiicre canliligi %50’nin altina
diismemistir. 48. saatte ise yine doza bagli bir azalma goriilmiis ve 500 pg/mL
konsantrasyonda en 1yi sitotoksik aktivite belirlenmistir. Hiicre canlilig1 %40,43 olarak

hesaplanmuistir.

Farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlarin etkisi MDA-MB-231 hiicre hatt1 tizerinde
de karsilastirilmistir. Buna gore maserasyon yontemi EA ekstrakti 24. ve 48. saatte de
etki gostermistir. 24. saatte en iy1 etki 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda
belirlenmistir. Hiicre canliligt 250 pg/mL konsantrasyonda %11,02, 500 pg/mL
konsantrasyonda %11,54 olarak hesaplanmistir. 48. saatte ise en iyi etki 125, 250 ve

500 pg/mL konsantrasyonlarda belirlenmistir.
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Hiicre canlilign 125 pg/mL konsantrasyonda %18,33, 250 pg/mL konsantrasyonda
%11,11, 500 pg/mL konsantrasyonda %10,67 olarak bulunmustur. Ultrasonikasyon
yontemi EA ekstrakti da en iyi etkiyi 24. saatte 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda,
48. saatte ise 125, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda gostermistir. Hiicre canlilig
24. saatte 250 pg/mL konsantrasyonda %11,96, 500 pg/mL konsantrasyonda %12,99
olarak hesaplanmig, 48. saatte 125 pg/mL konsantrasyonda %13,83, 250 pg/mL
konsantrasyonda %11,97, 500 pg/mL konsantrasyonda %12,91 olarak belirlenmistir.
Maserasyon yontemi metanol ekstrakti 24. saatte sitotoksik etki gdstermemistir ancak
48. saatte 500 pg/mL konsantrasyonda en iyi etkiyi gostermistir. Hiicre canlilig 48.
saat i¢in 500 pg/mL konsantrasyonda %7,50 olarak hesaplanmistir. Ultrasonikasyon
yontemi metanol ekstrakti da 24. saatte giiclii bir sitotoksik etki gdstermemistir. Hiicre
canlilif1 tiim konsatrasyonlarda %50°nin tizerinde kalmistir. 48. saatte ise 500 ng/mL
konsantrasyonda en iyi etkiyi gostermistir. Hiicre canliigi 500 pg/mL
konsantrasyonda %7,35 olarak belirlenmistir. Infiizyon yontemi su ekstraktinda 24. ve
48. saatlerde etkili bir sitotoksik aktivite gdézlenmemistir. Hiicre canliligi tiim
konsantrasyonlarda %50’nin oldukg¢a lizerinde kalmistir. Ultrasonikasyon yontemi su
ekstraktinda ise 24. ve 48. saatlerde 500 pg/mL konsantrasyonda en iyi etki
gbzlenmisgtir. Hiicre canlilig1 24. saatte 500 pg/mL konsantrasyonda %35,47, 48. saatte
500 pg/mL konsantrasyonda %16,36 olarak hesaplanmistir.

ICs0 degeri olarak bilinen hiicrelerin yarisini inhibe eden, 6ldiiren konsantrasyon
degeri GraphPad Prism 8.0 versiyonu kullanilarak hesaplanmistir. Test edilen tiim saat
ve hiicre hatlar1 i¢in maserasyon ve ultrasonikasyon yontemi EA ekstraktlarinda en
diisiik 1Cso degerleri yakalanmigtir. Hiicrelerin yarisini1 6ldiiren 1Cso degerinin test
edilen saat i¢in diisiik olmasi ekstraktin etkinligini gostermektedir. Yontemler
arasindaki etki kiyaslandiginda; MDA-MB 231 hiicre hatt1 lizerinde en diisiik 1Cso
degeri ultrasonikasyon yontemi EA ekstraktinda 48. saatte elde edilmistir. 1Cso degeri
97,94 ng/mL olarak bulunmustur. MCF-7 hiicre hatti iginse en diisiik 1Cso degeri yine
ultrasonikasyon yontemi EA ekstraktinda 24. saatte elde edilmistir. 1Cso degeri 103,9
ug/mL  olarak bulunmustur. Infiizyon yontemi su ekstraktlarinin  etkisi
degerlendirildiginde her iki hiicre hattinda da test edilen saatlerde hiicre canliligi
%350’nin tizerinde kaldig1 i¢in ICso hesaplanamamistir. Maserasyon yontemi metanol

ektsraktinda MCF-7 hiicre hatt1 i¢in test edilen saatlerde de ICso hesaplanamamustir.
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Ekstraktlar hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisini igeriklerinde bulunan bilesikler
sayesinde gostermis olabilir. Demirci ve arkadaglarinin (2006) yaptigi bir ¢alismada,
Heracleum humile bitkisinin yaprak ve meyve kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarm igerik analizi yapilmustir. Igerik analizinde apiol, oktil asetat, hekzil butirat,
hekzil-2-metil butirat, hekzil izobutirat, oktil izobutirat ve oktil-2-metil butirat
bilesikleri bulunmustur. Bizim de ¢alismamizda Heracleum humile bitkisinin toprak
istii kisimlarindan farkli yontemlerle elde edilen EA, metanol ve su ekstraktlar
kullanilmis olup, sitotoksik aktivite gésteren ekstraktlarin i¢eriginde yukarida yazilan
bilesiklerin ihtimal olarak olabilecegi diislinliilmektedir. Ciinkdi, literatiir ¢caligmalar
incelendiginde, yapilmis bir ¢alismada apiol bilesiginin K-562 (insan kronik
miyelojendz 16semi hiicre hatti), NCI-H460 (insan akciger tiimorii hiicre hatti) ve
MCF-7 (insan meme adenokarsinomu) hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki gosterdigi
belirtilmistir (Di Stefano vd. 2011). Calismamizda da farkli doz ve zamanlarda hiicre
hatlar1 lizerinde sitotoksik aktivite goriilmiistiir. Literatiirde bulunan bagka bir
calismada ise Heracleum verticillatum ve H. ternatum  bitkilerinin  meyve
kisimlarindan elde edilen ugucu yaglarin igeriginde alifatik esterlerin biiyiik bir oranda
oldugu belirtilmistir. Bu alifatik esterlerden oktil asetat, oktil-2-rnetil butirat, oktil
izobutirat, oktil heksanoat bilesikleri ¢gogunluk olarak bulunmaktadir. Oktil asetat
bilesigi her iki bitkinin meyve kismindan elde edilen ugucu yag iceriginde de
bulunmustur. Bu bitkilerin meyve kismindan elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik
analizinde ise HeLa (serviks), LS174 (insan kolon karsinom) ve A549 (kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri) hiicre hatlar tizerinde 6nemli bir aktivite gozlenmistir. ICso
degerlerinin oldukga diisiik ¢iktig1 belirtilmistir (USjak vd. 2016). Mevcut ¢alismada
elde edilen sitotoksik aktivite bulgularina gore etki gosteren ekstraktlarin genel olarak
doza ve zamana bagimli olarak hiicre canliliginda bir azalis gerceklestirdigi
goriilmustiir. Sitotoksik etki gdsteren ekstraktlarin en giiclii etkiyi 500 pg/mL ve 250
pg/mL  konsantrasyonlarda gosterdigi belirlenmistir. En  diisiik ICso degeri
ultrasonikasyon yontemi EA ekstraktinda 48. saatte MDA-MB-231 hiicre hatt1
tizerinde elde edilmis olup, ICso degeri 97,94 pg/mL olarak bulunmustur. Farkli hiicre
hatlar1 tizerinde Heracleum cinsine ait tiirler ile yapilmus sitotoksik aktivite ¢alismalari
literatiirde mevcuttur. Heracleum cinsine ait tiirlerin etki gosterdigi mevcut ¢aligmalar

g0z Oniine alindiginda, sonuglarimizin literatiir ile uyumlu oldugu diistintilmektedir.
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Calismamizda, antibakteriyel analiz, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Proteus
vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium NRRLE 4463 suslari
ile yapilmis olup, sonuclarini degerlendirdigimizde en iyi sonu¢ maserasyon yontemi
etil asetat ekstraktinda goriilmiistiir. Ekstraktin en iyi etkisi Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Serratia marrescens, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella
enteritidis ATCC 13076 Gram (-) suslar1 tizerinde gézlenmistir. Negatif kontrol ile
kiyaslandiginda maserasyon ydntemi etil asetat ekstrakti MIK degeri 125 pg/mL,
MBK degeri ise 500 pg/mL olarak belirlenmistir. Negatif kontroliin yani ¢oziictiniin
Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens, Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella enteritidis ATCC 13076 Gram (-) suslar1 i¢in MIiK degeri 250 pg/mL,
MBK degeri 500 pg/mL olarak bulunmustur. Maserasyon yontemi etil asetat
ekstraktinin diger test edilen Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Salmonella typhimurium
NRRLE 4463 suslarinda MiK ve MBK degeri negatif kontrole gore daha yiiksek
degerde bulunmustur. Maserasyon yontemi metanol ekstrakti ile ultrasonikasyon
yontemi etil asetat ve metanol ekstraktlarinin etkisi negatif kontrolleri ile
karsilastirildiginda ya aym1 MiK ve MBK konsantrasyonunda ya da daha yiiksek
konsantrasyonda goriilmiistiir. Infiizyon yontemi ve ultrasonikasyon yontemi su
ekstraktlarinda test edilen Dbakterilerde belirledigimiz  konsantrasyonlarda
antibakteriyel etki gériilmemistir. MIK ve MBK degerleri bu konsantrasyonlarda
bulunamamigtir. Negatif kontrol ¢dzgenin etkisini gosterdigi i¢in negatif kontrol ile
ayni etkiyi gosteren ekstraktlarin test edilen bakterilere kars1 antibakteriyel etkisinin
olmadig diistiniilmektedir. Negatif kontrolden daha yiiksek bir konsantrasyonda etki
gosteren ekstraktlarin ise icerigindeki bilesikler ve ¢cozgenin karsit etkisinden kaynakli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Negatif kontrole gore daha diisiik konsantrasyonda etki
gordiigiimiiz bakteriler ise Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia marrescens,
Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 Gram (-) suslaridir.
Bir ¢alismada Proteus vulgaris, Serratia marrescens ve Pseudomonas aeruginosa
suslarinin hastane enfeksiyonlarina en ¢ok sebep olan suslar oldugu belirtilmistir
(Chong vd. 1993). Proteus vulgaris susunun firsatg1 bir patojen olup akciger ve idrar

yolu enfeksiyonlarina sebebiyet verdigi bilinmektedir (Chenal vd. 2015). Salmonella
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cinsi bakterilerin insanlarda tifo hastaligina ve besin zehirlenmelerine, E. coli
bakterisinin ise idrar yolu enfeksiyonlarina sebebiyet verdigi de bilinmektedir (Al-
Bayati ve Al-Mola, 2008; Gowri ve Vasantha, 2010). Literatiirde Heracleum cinsine
ait bitkilerin farkli kisimlarindan cesitli ¢oziciiler ile elde edilmis ekstraktlarin
etkisinin bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar iizerinde degerlendirildigi
calismalar bulunmaktadir. Miladinovi¢ ve arkadaslarinin (2013) yaptig1 bir calismada
H. sibiricum bitkisinin toprak tistii kisimlarinin ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkisi
mikrodiliisyon yontemi ve minimum bakterisidal konsatrasyon (MBK) testi ile
degerlendirilmistir. MIK ve MBK degerlerinin 2431,2- 9724,8 pg/mL arahiginda
bulundugu gorillmiistir. Bu ¢alismada da Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 suslari test edilmis ve zayif antimikrobiyal
aktivite gortldiigii rapor edilmistir. Bagka bir caligmada H. siamicum bitkisinin ugucu
yaglarinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi, agar disk difiizyon yontemi ve
mikrodiliisyon analizi ile gergeklestirilmistir. Test edilen bakterilerden Ecsherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin diger test edilen mikroorganizma tiirlerine
gore H. siamicum bitkisinin ugucu yaglarina kars1 daha az duyarli oldugu belirtilmistir.
Disk diflizyon yontemi ile yapilan test sonucuna gore bu iki sus i¢in zon olusumunun
gozlenmedigi bildirilmistir (Kuljanabhagavad vd. 2011). Ergene ve arkadaglarinin
(2006) yaptig1 bir ¢alismada Heracleum sphondylium L. tiiriiniin bir alt tiirii olan H.
artvinense (Manden.) bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin disk difiizyon yontemi ile
antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir. Sonuglara gore ¢alismada kullanilan Gram (-
) bakteriler Ecsherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin Gram (+)
bakterilere gore daha az inhibisyon zonu olusturdugu goézlenmistir. Heracleum cinsine
ait farkli tiirler ile yapilan bu ¢aligmalarda Gram (-) Salmonella enteritidis ATCC
13076, Pseudomonas aeruginosa ve Ecsherichia coli suslarinda zayif ile orta diizeyde
sOylenebilecek antibakteriyel etki goriilmiistiir. Mevcut calismada ise, negatif kontrole
gore etki goriilen bakteriler ve etkili konsantrasyonlar dikkate alindiginda zayif'ile orta

diizeyde sOylenebilecek literatiir ile benzer sonuglar elde edilmistir.

95



6. SONUC VE ONERILER

Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde, H. humile bitkisinin biyolojik aktivitesinin
degerlendirildigi arastirmalar olduk¢a kisithh sayida bulunmaktadir. Bizim de
calismamizda Heracleum humile bitkisinin toprak istii kisimlarindan farkli
yontemlerle elde edilen ekstraktlarin bir takim biyolojik aktivite testleri yapilmistir.
Buna gore sonuglar toparlandiginda, H. humile bitkisinin maserasyon yontemi etil
asetat ve metanol ekstraktlari ile infiizyon yontemi su ekstraktinin zayif da olsa DNA
koruma aktivitesine sahip oldugu goriilmistiir. Ultrasonikasyon ydntemi
ekstraktlarinda DNA koruma aktivitesi goriilmemistir. Ozellikle sitotoksik aktivite
bulgular1 incelendiginde, ultrasonikasyon ve maserasyon yontemi etil asetat
ekstraktlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari iizerinde 24. ve 48. saatlerde en
etkin sitotoksisiteyi gosterdigi belirlenmistir. Antibakteriyel aktivite sonuclarinda ise
maserasyon yontemi etil asetat ekstrakti, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Serratia
marrescens, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 Gram
(-) suslarinda en iyi etkiyi vermistir. Yontem ve farkli ekstraktlarin karsilagtirilmasi

konunun 6zgilinliigiinii ortaya koymaktadir.

Bitkilerin dogal kaynaklar olarak ilag, gida, kozmetik gibi birgok sektérde ham madde
olarak kullanilabildigi bilinmektedir. Bu anlamda 6zellikle ilag sektoriinde kimyasal
yollarla tiretilen sentetik ilaglar yerine bitkisel kaynakli ilaclar konusunda arastirma
gelistirme c¢alismalar1 yapilmaktadir. Cesitli bitki tiirlerinin farkli ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antikanser, antiinflamatuvar, antioksidan ve antidiyabetik etkinliginin

arastirildig bir¢cok calisma bulunmaktadir.

Heracleum cinsi bitkilerin etkinliginin arastirildigi, degerlendirildigi farkli bir¢ok
aragtirma mevcuttur. Elde ettigimiz bulgulara gore, ¢calistigitmiz H. humile bitkisinin
de daha kapsamli biyolojik aktivite analizlerinin yapilmasi Onerilmektedir. Kanser
caligmalart i¢in farkli hiicre hatlar1 {izerinde de in vitro ¢alismalarin yapilabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica ekstraktlarin kanser hiicreleri tizerinde apoptotik ve otofajik
etkilerini incelemek i¢in molekiiler analizler yapilabilir. H. humile bitkisinin ilag olma

potansiyelinin daha da iyi anlasilabilmesi i¢in sitotoksik aktivite goriilen ekstraktlar
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ile in vivo testler gergeklestirilebilir. Antimikrobiyal analiz i¢in daha genis bir tarama

ile patojen etki olusturan farkli mikrooranizmalar {izerindeki etkinlikleri incelenebilir.
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