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OZET

Ornithogalum sigmoideum ve Trachystemon orientalis' in Acanthamoeba castellanii
KiSTLERI ve TROFOZOITLERI UZERINE IN VITRO AMOEBISiDAL
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Biilent KAYNAK

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, 2017
Yiksek Lisans Tezi, 69s.

Danigman: Dog. Dr. Zeynep KOLOREN

Serbest yasayan amiplerden Acanthamoeba tiirleri, Acanthamoeba keratiti, Graniilomatoz
amibik ensefalit, Kutan6z acanthamoebiasis gibi 6nemli hastaliklarin etkenidir. Serbest
yasayan amip kaynakli enfeksiyon olgularinin tamamen tedavi edilmesi olduk¢a zordur.
Trofozoitler, olumsuz sartlarda kistlestiklerinden yeterli ve etkili olmayan tedavilerde
enfeksiyon genellikle tekrarlayabilmektedir. Gliniimiize kadar asilagelen tedavi yontemlerine
kars1 kistlerin trofozoitlerden daha fazla direng gostermesi, Acanthamoeba enfeksiyonlarinda
etkili ilag kombinasyolarinin uygulandigi tedavilerde ciddi yan etkilerin goriilmesi, mevcut
ilaglarin istenilen aktivite ve selektiviteye sahip olmamasi gibi nedenler tip diinyasini yeni ve
daha etkili ilag arayisina yonlendirmistir. Bu galismada, O. sigmoideum ve T. orientalis
bitkilerinden elde edilen ringer ve metanol 6ziitlerinin Acanthamoeba castellanii kist ve
trofozoitleri tizerindeki ylizde (%) canlilik etkisi ve IC50 degeri aragtirilmistir. A. castellanii
trofozoit formu iizerindeki IC50 degeri 72., 48., 24., 8., 6., 3. ve 1. saatlerde sirasiyla, O.
sigmoideum’un metanol 6ziitinde, 2.9, 6.6, 8.3, 10.1, 12.1, 15.6 ve 23.2 mg/ml, O.
sigmoideum un ringer ozitiinde, 7.3, 8.4, 8.9, 11.9, 13.3, 16.7 ve 24.2 mg/ml, T.orientalis’in
metanol 6ziittinde, 4, 7.2, 8.7, 11.1, 14.1, 21.4 ve 23.8 mg/ml, T. orientalis ringer 6ziitiinde,
8.5, 11.1, 14.4, 15.9, 20.9, 23.9 ve 25.8 mg/ml olarak saptanmustir. O. sigmoideum’un 40
mg/ml metanol 6ziitii 48. ve 72. saatlerde tiim trofozoitleri 6ldirmiistiir. O. sigmoideum’un
ringer Oziitiinde ise 72. saatte % canliik oram1 2.0 = 0.0 olarak tespit edilmistir.
T.orientalis’in 80 mg/ml’deki metanol Oziitii 72. Saatte tiim trofozoitleri Oldiirmiistiir.
T.orientalis’in ringer Oziitiinde ise 72. saatte % canlilik oran1 1.6 + 0.3 olarak bulunmustur.
Calismanin sonucunda, O. sigmoideum ve T. orientalis bitki ozitlerinin A. castellanii
trofozoit ve Kkistleri {izerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugu ve bu aktivitenin
konsantrasyonlara bagl olarak degistigi vurgulanmustir. Ayrica, O. sigmoideum Oziitiiniin,
trofozoitler ve kistler i¢cin T. orientalis’e gore daha giicli amoebisidal etki gosterdigi
belirlenmistir. O. sigmoideum ve T. orientalis bitkilerinden elde edilen o6ziitlerin
Acanthamoeba enfeksiyonlarinda fitoterapi amaciyla kullanilabilecek alternatif {riinler
olabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica, kullanilan 6ziitlerin sitotoksik aktiviteye neden olan
etken maddelerinin tespiti ve biyolojik etkinliginin dogrulanmasi igin bu ¢alismanin temel
olusturacag diislintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba castellanii, Amoebisidal etki, Ornithogalum
sigmoideum, Trachystemon orientalis.



ABSTRACT

INVESTIGATION of IN VITRO AMOEBICIDAL ACTIVITIES of Ornithogalum
sigmoideum and Trachystemon orientalis on Acanthamoeba castellanii CYSTS and
TROPHOZOITES

Biilent KAYNAK

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Molecular Biology and Genetics, 2017
MSc. Thesis, 69p.

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zeynep KOLOREN

Acanthamoeba species, which are free living amoebas, cause important diseases such as
Acanthamoeba keratiti, Granulomatous amoebic encephalitis, Cutaneous acanthamoebiasis.
Completely treatment of free-living amoebic infections is very difficult. Because
trophozoites convert to cysts in adverse conditions, infections can often recur in adequate
and ineffective treatments. The medical world have led to the search for new and more
effective medicines for reasons such as cysts show more resistance than trophozoites against
treatment methods coming up to nowand serious adverse reactions in the treatment of
effective drug combinations for Acanthamoeba infections and lack of desired activity and
selectivity of existing drugs for Acanthamoeba. In this study, the percent (%) viability and
IC50 values of Acanthamoeba castellanii cysts and trophozoites exposed to ringer and
methanol extracts obtained from O. sigmoideum and T. orientalis plants were investigated.
The IC50 value of A. castellanii trofozoit form at 72., 48., 24., 8., 6., 3. and 1. hours were
determined in methanol extract of O. sigmoideum with 2.9, 6.6, 8.3, 10.1, 12.1, 15.6 and 23.2
mg/ml, in the ringer extract of O. sigmoideum with 7.3, 8.4, 8.9, 11.9, 13.3, 16.7 and 24.2
mg/ml, in the methanol extract of T. orientalis with 4, 7.2, 8.7, 11.1, 14.1, 21.4 23.8 mg/ml
and in the ringer extract of T. orientalis extract with 8.5, 11.1, 14.4, 15.9, 20.9, 23.9 and 25.8
mg/ml, respectively. O. sigmoideum 40 mg/ml methanol extract showed lethal effect for the
all trophozoites at 48. and 72. hours. The viability (%) of the ringer extract of O. sigmoideum
at 72. hours was 2.0 = 0.0. T. orientalis 80 mg/ml methanol extract showed lethal effect for
the all trophozoites at72. hours. The viability (%) of the ringer extract of T. orientalis at 72.
hours was found to be 1.6 £ 0.3. As a result of the study, it was emphasized that O.
sigmoideum and T. orientalis plant extracts had cytotoxic activity on A. castellanii
trophozoites and cysts, and this activity changed depending on the concentrations.In
addition, it has been determined that O. sigmoideum extract has a stronger amoebicidal
activity for trophozoites and cysts than T. orientalis. The extracts from O. sigmoideum and T.
orientalis plants have been shown to be alternative products for phytotherapy in
Acanthamoeba infections. It is thought that this work will be the basis for the identification
of the cytotoxic activity of the causative agents of the used plant extracts and the validation
of their biological activity.

Keywords: Acanthamoeba castellanii, Amoebicidal effect, Ornithogalum sigmoideum,
Trachystemon orientalis.
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1. GIRIS
1.1. Bitkilerin Tedavi Ama¢h Kullanimlarina Genel Bakis

Bitkiler, insanoglunun temel besin ihtiyaglarin1  karsilayabilen  primer
makromolekiillerin (protein, karbonhidrat, yag, vb.) ana kaynagi durumunda (Cox,
1990; Aydin, 2008) olup, biyolojik etkilere sahip primer ve sekonder metabolitleri
icerirler (Njume ve ark., 2009; Berber ve ark., 2013).

Insanoglu ve bitkiler arasindaki bag yiizyillara dayanmaktadir. insanlar, dogay1 her
zaman tabii bir eczane olarak gérmiis ve bitkileri gida, baharat, ilag ve sifa amagh
kullanmislardir (Mindell, 2003; Ozgelik ve Balabanli, 2005; Giil ve Seckin Dinler,
2016).

Ik caglardan kaldig1 belirlenen arkeolojik bulgulara gére insanlar, besin elde etmek
ya da saglik sorunlarini gidermek igin 6ncelikli olarak bitkilerden yararlanmislardir
(Kogyigit, 2005; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Kuzey Irak’taki Sanidar
Magarasi’nda 1957-1961 yillar1 arasinda yapilan kazilarda Neandertal insan
kalintilartyla beraber mezarda bulunanlar, insan-bitki iligkisinin baslangicina ait ilk
veri olarak kabul edilmektedir. 60 bin yil 6ncesinden giiniimiize kadar gelen ve bir
samana ait oldugu tahmin edilen bu mezarda, kanarya otu, civanpergemi, giil hatmi,
mor siimbiil, peygamber ¢igegi ve efedra gibi bitki tiirlerinin bulundugu tespit
edilmistir. Oliilerini gdmmeye baslamis olan bir toplumda, 6lmiis kisinin yeniden
hayata dondiigiinde kullanacag: diisiincesiyle mezara konuldugu tahmin edilen bu
bitkilerin, yenilebilenler ve sifali olanlar diye ayrilmaya baslandigimin da bir
gostergesi olabilecegi diistiniilmektedir. Ciinkii bu bitki tiirler1 giinimiizde de
Ozellikle tibbi bitki olarak hala 6nemini korumaktadir (Lewin, 2000; Heinrich ve

ark., 2004; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Ote yandan hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkilerin kullanimi, insanoglunun yerlesik
hayata geg¢mesiyle es zamanli gerceklesmistir. Bitkisel ilaclar, gelismekte olan
iilkelerde kirsal topluluklarin kiiltiir ve geleneklerinin 6nemli bir parcasin

olusturmaktadir (Njume ve ark., 2009; Berber ve ark., 2013).



Bitkilere ait &grenilen bilgiler yazinin icadindan sonra M.O. 2000 baslarindan
itibaren kaydedilmis ve nesilden nesile zenginlestirilerek aktarilmistir. Siimerler
tarafindan M.O. 3000-700 yillarinda Mezopotamya'da kullanilan bitkilere ait ilk
yazili bilgiler, Asur Krali Assurbanipal'in (M.O. 668-627) kitapliginda ¢ivi yazisiyla
yazilmis olan 800 kil tablette bulunmustur. Yiiz yirmi mineral maddeye karsilik 250
bitkisel madde adinin gectigi kil tabletlerdeki bilgiler ayn1 zamanda en eski eczacilik
kayitlar1 olarak kabul edilmektedir (Brian, 2002; Aslantiirk, 2010). Nesilden nesile
aktarilan bu bilgilerle ¢ogu insan saglikli yasamay1 basarirken, hastalananlar da bu
bilgilerden yararlanarak yeniden sagliklarina kavugmuslardir (Cirak ve Kevseroglu,
2004; Aslantiirk, 2010).

Tedavi amaciyla kullanilan bitki sayisi, antik ¢agdan bu yana, siirekli artis
gostermektedir. Mezopotamya Uygarligt doneminde kullanilan bitkisel madde
miktar1 250 civarindayken Grekler doneminde 600 kadar tibbi bitki taninmaktaydi.
Arap-Fars uygarligi doneminde ise bu miktar 4.000 civarina kadar artmaktadir.
Ondokuzuncu ylizyilin baglarinda ise bilinen tibbi bitki miktari 13.000’e ulagmistir
(Tan, 1992; Arslan, 2006).

Gegmiste, bitkilerle hastaliklar1 tedavi etmede oldukga basarili olan insanoglu, bu
0zelligini bir gelenek halinde glinlimiize kadar devam ettirmistir. Cogu tesadiifen ya
da merak sonucu, bazen de deneme-yanilma yoluyla etkileri anlasilan bitkilerden
elde edilen dogal ilaglar, kulaktan kulaga yayilarak herkes tarafindan taninmistir. Bu
bitkilerin zamanla daha farkli dertlere de deva olduklar1 anlasilmistir. Sifali bitkilerin
ozellikleri ve kullanimlar1 hakkindaki ilk bilimsel eser, ‘De Materia Medica’ (Sifal
Bitkiler), Kilikya’li bir hekim olan Pedanios Dioscorides (M.S. 30-90) tarafindan
M.S. 1. ylizyilda derlenmis ve 17. ylizyila kadar 500°den fazla katalogu yetkin bir
bagvuru kaynagi olarak kalmistir (Jain ve ark., 2007; Kopar ve Renciizogullari,
2012).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, gelismekte olan iilkelerdeki niifusun %
80’1 temel saglik ihtiyaclart icin genellikle bitkisel kokenli geleneksel ilaclara
giivenmektedirler. Modern farmakolojik tekniklerle iiretilen ilaglarin etken
maddelerinin en az % 25’1 bitkilerden elde edilmektedir. Bununla beraber, sentetik

olarak iiretilen ¢ogu ilacin etken maddeleri de ilk defa bitkilerden izole edilen



kimyasallarin yapisal benzerleridir. Bitkilerin ila¢ olarak kullanilmasi; maliyetinin
diisiik olmasi, toksik etkilerin az olusu, yan etkilerinin hafif olmasi ve dogal olarak
tiretilmis olmasindan dolayr hem gelismis iilkelerde hem de gelismekte olan

tilkelerde artis gostermektedir (Sekar ve Kandavel, 2010; Berber ve ark., 2013).

Tibbi bitkiler, giiniimiizde birgok hastaliklarin tedavisinde kullanilabilen bilesimlerin
dogal kaynagidir (Vital ve ark., 2010; Berber ve ark., 2013). Bitkiler tarafindan
sentezlenen alkaloidler, flavonoidler, taninler, terpenoidler, Kininler, berberinler ve
emetinler gibi kimyasallar, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Hussain ve ark., 2011; Berber ve ark., 2013). Dogal olarak yetisen
bitkilerin kok, govde, yaprak ve tohumlarinda bir¢gok mikroorganizmanin ¢ogal-
masini baskilayan maddeler izole edilmistir (Ertiirk ve Demirbag, 2003; Berber ve
ark., 2013). Bitkilerin birgogunun antioksidan, antihipertansif, antimikrobiyal ve
antitiimoral aktivitelerine sahip olduklar1 belirtilmektedir (Patrakar ve ark., 2010;
Berber ve ark., 2013). Diinya Saglk Orgiitii, tibbi amach kullanilan 20.000 civarinda
bitki tiirii oldugunu bildirmektedir (Maregesi ve ark., 2008; Berber ve ark., 2013).

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler zamanla bilimin silizgecinden
gecirilerek yeniden degerlendirilmis ve bitkisel tedavi anlamina gelen fitoterapi
denilen yeni bir bilim dali dogmustur. Fitoterapi terimi ilk kez, Fransiz hekim Henri
Leclerc (1870-1955) tarafindan 'La Presse Medical' adli dergide 1939 yilinda
kullanilmistir. Insanlik tarihinin bilinen en eski dogal tedavi ydntemlerinden olan
fitoterapi, bitkilerin tlimiinlin veya bazi boliimlerinin kullanilmasiyla hazirlanarak
elde edilen dogal ilaglarla hastaliklar1 bilimsel temele dayali, akilc1 yaklasimlarla
onlemeyi ve tedavi etmeyi amacglamaktadir. Gliniimiizde de bu bilim dali giderek
gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir (Celik ve Celik, 2007; Aslantiirk,
2010).

Tiirkiye, ii¢ énemli Fitocografik bolgeyi (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz)
bilinyesinde barindirmasi, ¢esitli iklim ve toprak o6zellikleri, farkli cografi bolgeleri,

giiclii tarimsal potansiyeli ve zengin bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en 6nemli

gen merkezlerinden biridir (Kendir ve Giiveng, 2010; Giil ve Seckin Dinler, 2016).

Tirkiye’nin, sahip oldugu 12 bin civarindaki bitki taksonunun 3800 kadar1 endemik

tirlerden olusurken, Avrupa’da ise 11 bin bitki taksonunun 2600 kadari endemik
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bitki tiirlerinden olusmaktadir (Malyer, 1996; Karagéz ve ark., 2010; Giil ve Seckin
Dinler, 2016).

Ulkemizde tibbi amagl kullanilmakta olan bitki sayis1 kesin olarak bilinmemekle
birlikte bu saymin 500-1.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, 200
kadar tibbi ve aromatik bitkinin ihrag potansiyelinin de oldugu belirtilmektedir
(Tarake1, 2006; Berber ve ark., 2013).

Biitiin Diinya iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de tibb1 acgidan onemli olan
bitkiler, yiizyillardan bu yana halk arasinda cay, baharat olarak ve hastaliklarin
tedavisi amaciyla kullanilmistir. Ayrica c¢esitli boya, siis esyasi, koku ve tat
enddistrileri, parfim, gida katkilari, temizlik iiriinleri ve kozmetik sanayisinde yaygin
olarak kullanilmakta ve giin gectikce yeni faydalar kesfedilmektedir (Ilgim ve ark.,
1998; Baser, 2000; Diilger ve ark., 2002; Draughon, 2004; Toroglu ve Cenet, 2006;
Copuroglu, 2013).

Tirkiye; cografi konumu, bitki cesitliligi ve genis yiizolglimii sayesinde tibbi ve
aromatik bitkilerin ticaretinde onde gelen iilkelerden biridir. Tiirkiye’nin bu 6nemi;
gelismis tlkelerdeki bitkisel ilag, bitki kimyasallari, gida ve katki maddeleri,
kozmetik ve parfimeri sanayilerinin girdisini olusturan ¢ogu bitkisel {iriinii sunabilen
bitkileri kendi florasinda bulundurmasindan kaynaklanmaktadir. Tibbi ve aromatik
bitkiler agirlikli olarak; Marmara, Ege, Dogu Karadeniz, Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu Bolgelerinden toplanmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerde siirdiiriilebilir
tiretim ve pazar potansiyelini yeterince degerlendirebilmek i¢in bu iiriinlerin istenen
miktar ve kalitede olmas1 gerekmektedir. Tiiketici ve sanayici taleplerine yanit veren
kaliteli ve standart iiriin i¢in 1slah edilmis cesitlerin gelistirilmesi, uygun ekolojik
sartlarin belirlenmesi, dogal bitkilerin dogaya zarar vermeden zamaninda toplanmasi,
hasat sonrasi iglemler ve isleme teknolojisinin belirlenmesi tibbi ve aromatik
bitkilerin {iretim ve pazar imkanlarini artirabilecegi bildirilmistir (Bayram ve ark.,

2010; Faydaoglu ve Siirtictioglu, 2011).

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen, modern ilag formlar1 kullanilarak yapilan
preparatlar diger llkelerde geleneksel ilag ya da bitkiseller gibi cesitli isimlerle
adlandirilmaktadir. Fakat son zamanlarda Avrupa Birligi iilkelerinde Avrupa ilag

Degerlendirme Ajansi (EMEA) tarafindan ortak terim olarak Tibbi Bitkisel Uriinler
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“Herbal Medicinal Products” teriminin kullanilmasi uygun bulunmustur (Kartal,

2004; Aslan Oz, 2017).

Son yillarda tibbi ve aromatik bitkiler lizerindeki ¢alismalar ve bu bitkilere kars1 olan

ilgi oldukga artmistir, bunun nedenleri;

+ Kalkinma asamasindaki {ilkelerin maddi imkanlarinin yetersizligi ve kimya
endiistrisinin gelismemis olmas1 sebebiyle bu bitkilerle kolay ve ucuz tedavi yontemi

aramalari.
* Sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli ve ciddi yan etkiler.

* Bazi ilkel ila¢ maddelerinin, bitkisel droglardan, sentetik olanlara gére daha ucuz

ve kolay elde edilmesi.

« Bitkisel droglarin genis etki alanlarma sahip olmalaridir (Abay, 2006; Aslan Oz,
2017).

Ayrica; bakterilerin bu sentetik ilaglara kolayca direng gelistirmeleri gibi sebeplerle
dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tasiyan tibbi bitkilerin 6nemini daha ¢ok
arttrmistir (Nakipoglu ve Otan, 1992; Nigg ve Seigler, 1992; Dagci ve ark., 2002;
Copuroglu, 2013).

Gilinlimiizde, bulasict hastalik etkeni ve hastane enfeksiyonlarina sebep olan cogu
mikroorganizma tiirii tedavi amaciyla kullanilan birgok antibiyotige direng
kazanmistir (Davis, 1994; Janovska ve ark., 2003; Hussain ve ark., 2011; Berber ve
ark., 2013). Ayrica, baz1 antifungal, antiparaziter ve antiviral ilaglarin yiiksek toksik
etkisinden dolay1 kullanimlar1 siirlandirilmistir. Bu dogrultuda bagisiklik sistemini
baskilayan kemoterapiye bagimli bireyler ve 6zellikle AIDS hastalarinda goriilen
firsatg1 enfeksiyonlar agisindan durum daha dramatiktir (Maregesi ve ark., 2008;
Berber ve ark., 2013).

Tedavi amaciyla kullanilan antimikrobiyal ilaglara karsi mikroorganizmalarin
gelistirdigi direncin artmasi ve yeni nesil ilaglarin tiretilmesinin yiiksek maliyeti, ilag
sektoriinii alternatif antimikrobiyal maddeler kesfetmeye ve daha ¢ok arastirma

yapmaya zorunlu kilmaktadir (Singh ve ark., 2011; Berber ve ark., 2013).



Tiirkiye’de bitkisel zenginlik acisindan sahip oldugu essiz konum goéz Oniine
alindiginda, Tirkiye’nin, aydmlatilmayr bekleyen pek ¢ok bitkisel tiirii

bulunmaktadir.

Tim diinyada en yaygin halk saglig1 problemi olmasina karsin gesitli sebeplerle
ihmal edilmis paraziter hastaliklarin, insan sagligina verdigi zararin yaninda 6zellikle
endemik bolgelerde devlete verdigi ekonomik kayiplar ileri boyutlara varmaktadir.
Paraziter hastaliklarin kontroliinde en temel faktor hastalarin etkin ve basarili bir
sekilde tedavisidir. Gilniimiizde kullanilan antiparaziter ilaglar smirli sayida
bulunmaktadir ve bu ilaglara kars1 da direng gelisimi bildirilmektedir. Ayrica etkili
antiparazitik asilar da gelistirilememistir. Paraziter infeksiyonlarin tedavisi i¢in ilag
gelistirme calismalar1 da azdir. Daha c¢ok gelismekte olan iilkelerde ve gelismis
ilkelerin sosyoekonomik diizeyi diisiik kesimlerinde yaygin olan bu hastaliklara
karst ilag gelistirilmesinin ticari degeri smirhidir. [laglarin  birgogunun etki
mekanizmasinin tamamen aydinlatilamamis olmasi da c¢alismalarin maliyetini
yiikseltmektedir. Parazitlerin insan hiicreleri gibi okaryot yapida olmalari, secici
toksisite gosteren ilaglarin gelistirilmesini zorlastirmaktir (Liu ve Weller, 1996;
Leder ve Weller, 2003; Ergiiven, 2012).

Serbest yasayan amipler igerisinde Acanthamoeba tiirleri diger tiirlere kiyasla
cevresel ortamlarda daha fazla bulunmaktadir. Toprak, su ve havayla siki temas
halinde olan bireylerde yerlesip hastalik olusturabilme ihtmali olduk¢a yiiksektir.
Bununla beraber immiin sistemi baskilanmis kisilerde, AIDS hastalarinda, kanserli
bireylerde, organ transplantasyonu yapilan kisilerde, immiin sistemi baskilayan
ilaglarin kullananlarda, yetersiz beslenme ve devamli stres altinda kalan bireylerde,
serbest yasayan amiplerin viicuda girerek patojen etki olusturabilme riski artmaktadir

(Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Yiinlii ve ark., 2015).

Son yillarda yaygin lens kullaniminin artmasina paralel olarak artan AK’ne karsi
yeni ilag arayislari hiz kazanmaktadir. Bu baglamda da ihtiva ettikleri pek ¢ok madde
gruplar1 sebebiyle ilag hammaddesi potansiyeli yiiksek olan bitkisel kaynaklardan
faydalanilmaktadir.

Acanthamoeba infeksiyonlarma karsi kullanilan ¢ogu ilacin toksik etkileri

goriilebilmekte ya da mikroorganizmalarda bu ilaglara karsi direng gelisebilmektedir.
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Bu sebeple yeni, etkili ve daha giivenilir ilaclarin gelistirilmesi i¢in farkli dogal
kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Dogal bitkilerin bu amagla taranmasi yeni aktif

bilesenlerin bulunmasi i¢in en etkili yoldur.

Kapsamli literatiir arastirmasi neticesinde ve ulasilan kaynak bilgilerine gore, O.
sigmoideum ve T. orientalis bitkilerinin amoebisidal aktivitesi daha Once
calistimamistir. Bu dogrultuda, O. sigmoideum ve T. orientalis’in A. castellanii
Kistleri ve trofozoitleri iizerinde in vitro amoebisidal aktivitesinin arastirilmasi

amagclanmustir.

Bu calismadan elde edilecek yaygin etkiler; calisma sonucunda elde edilecek
verilerin, lilkemizde bitkisel kaynak kullanimina o6nemli Olgiide katki saglamasi
beklenmektedir. Ote yandan, yillarca amoebisidal ve antimikrobiyal etkinlikleri
klinik olarak ispatlanmis cesitli ilaclarin uzun siire kullanilmasina bagli olarak
goriilen problemleri (ciddi yan etkiler, toksisite, mikroorganizmalarin gosterdigi
direng, amoebostatik etki, vb.) ortadan kaldirabilecek alternatif ¢oziim yollar
sunulabilecektir. Ayrica paraziter enfeksiyonlarin tedavisinde istenilen aktivite ve
selektiviteye ulasilmasi saglanacaktir. Bu calisma ile ozellikle bitkisel kaynak
kullanimina ek olarak, amibik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek alternatif
bitki 6ziit konsantrasyonlarinin azami dozlar1 da belirlenebilecektir. Bu ¢alismadan
elde edilecek olan bulgularin, farmasotik endiistri alani i¢in 6nemli olabilecegi

diistiniilmektedir.



1.2. Caliymada Kullanilan Bitkiler
1.2.1. Ornithogalum sigmoideum

Sakarca, O. sigmoideum L. (Liliaceae) ve buna benzer tiirlerin taze yumrusudur. 20-
30 cm yiikseklikte, otsu, beyaz ¢icekli ve ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 1.1). Cigekler
govdenin ucunda olup 8-20 adedi bir arada bulunmaktadir (Baytop, 1984; Heves,
2008).

O. sigmoideum’un genel 6zellikleri hakkinda bilgiler Cizelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. O. sigmoideum’un genel 6zellikleri (Anonim 2016b)

Omiir: Cok yillik

Yapr: Otsu

Ik ciceklenme zamam: Mart

Son ciceklenme zamani: Haziran

Habitat: Ormanlar, cayirliklar, agik tagl yamaglar
Yiikseklik(metre): 0-2600

Endemik: Endemik degil

Element: Avrupa-Sibirya

Tiirkiye dagilimi: K. Anadolu

Genel dagilima: Balkanlar, Romanya, K. iran, Kafkasya




Sakarca bitkisi Karadeniz Bolgesinde o6zellikle misir ve findik bahgelerinde dogal
olarak yetismekte ve yore halki tarafindan sebze olarak tiiketilmektedir (Heves,
2008).

Cizelge 1.2. O. sigmoideum’un sistematigi (Anonim, 2016b)

Domain: Eukarya
Kingdom: Plantae (Bitkiler)

Divisio: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)

Class: Liliopsida

Subclass: Liliidae

Ordo: Liliales

Familya: Liliaceae (Zambakagiller)

Genus: Ornithogalum

Species: Ornithogalum sigmoideum (Freyn Et Sint)

O. sigmoideum’un sistematigi hakkindaki bilgiler Cizelge 1.2’de, Tirkiye’deki
yayilig alan1 ise Sekil 1.2°de gosterilmektedir.

Y
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Sekil 1.2. O. sigmoideum’un Tiirkiye’deki yayilis alan1 (Anonim, 2016b)

Akyildiz sogan, tiikiiriik otu, kopek sogani, karga sogani, ¢opliice ve kurt sogan1 gibi
isimleri de bulunan sakarca, Anadolu’da yaygin olarak bulunan bir tirdiir.
Anadolu’nun bazi yorelerinde (Konya) sakarca soganinin yumrular1 kurutulup toz
hale getirildikten sonra dondurma yapiminda kullanilmaktadir. Bitki yumrularinin
icerdigi miisilaj, dondurmaya kivam vermektedir. Sakarca yumrular ilk ¢cagdan bu
yana Kusturucu ve ¢iban agici olarak taninmaktadir. Taze ya da pismis yumru ¢iban
tizerine sarilinca ¢ibanin olgunlasip agilmasini saglar. Kalbin kasilmasini da

kuvvetlendirmektedir. Yiiksek dozda tiiketildiginde toksik etki gdsterebilmektedir.
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Ayrica sakarca yumrulari ¢ok miktarda igne bigiminde kristaller ve az miktarda,

kiigiik taneler halinde (¢aplar1 18-28 mikron) nisasta tasimaktadir (Heves, 2008).

1.2.2. Trachystemon orientalis

Trachystemon D. Don cinsi Tiirkiye’de tek tiir ile temsil edilmektedir. Rizomu
yumru seklinde, siyah ve 6-10 cm’dir. Govde 20-60 cm ve diktir. Asil boyuna
ulagsmas1 2-3 yil almaktadir. Alt yapraklar daginik, yapiskan, sert tiiylii ve sapli,

yiirek seklinde, ayasi sivri ugludur. Ust yapraklar sapsiz ve gdvdeyi kavramus, eliptik

ya da mizrak biciminde olup yapiskandir. Cigekler kirmizimsi-mavi renkli tiip
seklindedir (Sekil 1.3) (Ansin ve Okatan, 1994; Ak¢in ve ark., 2004; Birinci, 2008;
Doger, 2010; Gladis ve Pistrick, 2011; Alici, 2012; Yilar ve ark., 2014).

Sekil 1.3. T. orientalis’in genel goriiniisii (Anonim, 2016c)
T. orientalis, pH degeri 6’dan (hafif asidik) 8’e (hafif bazik) degisen topraklarda
yetismekte olup kirecli, killi ve kumlu topraklara da adapte olabilmistir (Alici, 2012).

10



Bitki cok yillik ve orman alt1 bitkisi olup Tiirkiye’de 50-1000 m yiikseklikte, golgeli
nehir kiyilarinda, kayin ormanlarinda, nemli bolgelerde yetismektedir. Diisiik 151k
siddetine sahip bolgeleri sevdigi i¢in yeterince tohum olusturamazlar. Bu yiizden
rizomlarla ¢ogalmaktadirlar. Arilarin sevdigi bir bitkidir. Siis bitkisi olmak ig¢in
uygundur ancak bu amagla yetistirilmez (Ansin ve Okatan, 1994; Akgin ve ark.,
2004; Birinci, 2008; Doger, 2010; Gladis ve Pistrick, 2011; Alici, 2012; Yilar ve
ark., 2014).

Cizelge 1.3. T. orientalis’in genel 6zellikleri (Anonim 2016b)

Omiir: Cok yillik

Yapi: Otsu

Ik ciceklenme zaman: Mart

Son ciceklenme zamani: Mayis

Habitat: Fagus ormani, golgeli nehir kiyilari, nemli koyaklar
Yiikseklik(Metre): 50-1000

Endemik: Endemik degil

Element: Karadeniz

Tiirkiye dagilim: K.Tiirkiye

Genel dagilima: D.Bulgaristan, B.Kafkasya

T. orientalis’in genel ozellikleri hakkinda bilgiler Cizelge 1.3’te, sistematigi

hakkindaki bilgiler ise Cizelge 1.4’te gosterilmistir.

Cizelge 1.4. T. orientalis’in sistematigi (Anonim, 2016d)

Domain: Eukarya

Kingdom: Plantae (Bitkiler)

Divisio: Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Class: Magnoliopsida (iki ¢enekliler)

Ordo: Boraginales

Familya: Boraginaceae (Hodangiller)
Genus: Trachystemon

Species: Trachystemon orientalis (L.) G. Don

Diinyada Dogu Bulgaristan ve Bat1 Kafkasya’da dagilim gostermektedir. Tiirkiye’ de
ise Kuzey Anadolu Bolgesinde, kayin ormanlart altinda ve Karadeniz Bolgesinin
goOlgeli habitatlarinda dagilim gostermektedir (Ansin ve Okatan, 1994; Akgin ve ark.,
2004; Birinci, 2008; Doger, 2010; Gladis ve Pistrick, 2011; Alici, 2012; Yilar ve
ark., 2014).
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T. orientalis bitkisinin Tiirkiye’deki yayilis alani, Sekil 1.4’te verilmistir.
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Sekil 1.4. T. orientalis’in Tiirkiye’deki yayilis alan1 (Anonim, 2016b)

Yoresel isimlerinden bazilari; kaldirik, hodan, galdirek, ve kalduruk (Bolu); burgi
(Artvin); tamara (Trabzon); ve zilbit (Karadeniz Ereglisi, Zonguldak), balikotu, act
hodan, dogu hodan1’dir (Baytop, 1994; Karagdz ve ark., 2002; Déger, 2010).

Bulgaristan’da Lopoch, ingilizce’de Abraham-Isaac-Jacob, Almanca’da Rauling
denmektedir. Bahar mevsiminin ilk aylarinda hasat edilir (Gladis ve Pistrick, 2011;

Alict, 2012).

Mart-mayis aylari arasinda ¢igeklenen T. orientalis’in ¢igekleri, yapraklari, saplari ve
rizomlar1 besin maddesi olarak kullanilmaktadir (Hilger ve ark., 2004; Tanker ve

ark., 2004; Doger, 2010).

Bitkinin cicek, tomurcuklu govdeleri ve yapraklar1 Karadeniz Bolgesinin cesitli
illerinde yogun bir sekilde sebze olarak kullanilmaktadir. Ayrica kok ve petiolleri

tursu olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1994; Yildirimli, 1994; Yilar ve ark., 2014).

Bitki, biinyesinde ugucu yag, tanen, nitrat tuzlari, saponin, miisilaj ve rezin
tasimaktadir. Idrar arttirici, yumusatict ve ates diisiiriicii etkilerine sahiptir.
Depresyona (antidepresif etkiye sahiptir) iyi gelmektedir (Giil ve Seckin Dinler,
2016). Halk arasinda kan temizleyici olarak bilinir. Dahilen (% 5) inflizyon halinde
kullanilmaktadir (Baytop, 1994; Doger, 2010; Yilar ve ark., 2014).

T. orientalis tohumlar1 yiiksek oranda y-linolenik asit (GLA) i¢cermektedir. Dogada
bazi bitki, mantar ve mikroorganizmalarda bulunan GLA saglik agisindan 6nemli bir
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maddedir. GLA’nin kullanim alanlari, bebek mamalari, diabetik ndropati, atropik
egzema, yiiksek tansiyon, romatoid artrit ve genel enfeksiyonlardir (Tiirkay ve ark.,
2005; Doger, 2010).

1.3. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Dogada serbest yasayan amipler, insanlarda ve hayvanlarda oliimciil seyreden
parazitozlara sebep olmalar1 nedeniyle 1960°l1 yillardan beri tip ve veterinerlik

alanlarinda calisanlarin ugras alani olmustur (Saygi ve Polat, 2003).

1.3.1. Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba cinsi amipleri, ilk defa 1930 yilinda Castellanii, Cryptococcus
pararoseus kiiltiirlerinde bulmus ve tanimlamistir. Siniflandirilmasini ise 1931
yilinda Volkonsk yapmis, ancak gercek siniflandirma son yillarda yapilan
arastirmalarla ortaya konulmustur (John, 1998; Aydin, 2008). A.castellanii’nin

sistematigi Cizelge 1.5’te verilmistir.

Cizelge 1.5. A.castellanii’nin sistematigi (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Aydin, 2008)

Kingdom: Protista

Phylum: Rhizopoda

Class: Lobosea

Subclass: Gymnamoebia

Ordo: Centramoebia

Familya: Acanthamoebidae
Genus: Acanthamoeba

Species: Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba cinsinin ayrimi, bu cinse has olan, trofozoitler {izerindeki,
acanthapoda denen, diken bi¢imindeki yiizey c¢ikintilar1 sayesinde kolayca
yapilmaktadir (John, 1998; Saygi ve ark., 2000; Aydin, 2008).
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Morfolojik olarak tiir diizeyinde ayrim yapmak oldukc¢a zordur. Acanthamoeba

tiirleri, morfolojik olarak kist biiyiikliigii ve bi¢cimine gore 3 gruba ayrilirlar:

1.Grup; diger gruptaki tiirlere oranla oldukga biiyiik kistlere sahiptirler. Ektokistle,
endokist arasinda belirgin bir bigimde agiklik goriiliir ve yildiz bigimindeki endokist,
uglardan ektokistle baglantilidir. 2. Grup; ektokistleri burusuk goriiniimdeyken
endokist poligonal, yildiz, liggen veya oval bi¢iminde goriliir. 3. Grup; Kistleri
kiiciiktiir, kist duvar ince ve diiz yapidadir, ektokist diiz ¢eperi ile endokisti ¢evreler.
Ektokistle, endokist arasindaki mesafe azdir (Illingworth ve Cook, 1998; John, 1998;
Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Aydin, 2008).

1.3.1.1. Acanthamoeba Tiirlerinin Dagilimi ve Hayat Dongiisii

Acanthamoeba tiirleri ¢evrede yaygin olarak bulunan protozoonlar arasinda yer
almaktadir. Diinyada genis bir dagilim gosterirler (Sekil 1.5). Toprak, toz, ¢amur,
hava, kaplicalar, deniz suyu, yiizme havuzlari, lagimlar, hava temizleme {initeleri,
musluk (sebeke) ve sise sulari, hastaneler, dis tedavi initeleri, diyaliz {initeleri,
kontakt lensler, lens saklama kaplar1 ve lens temizleme soliisyonlari, bakteri ve
mantar kiiltiirleri ile memeli hiicre kiiltiirleri Acanthamoeba tiirlerinin habitatlaridir
(Larkin ve ark., 1990; Gray ve ark., 1995; John ve Howard, 1995; John ve Howard,
1996; Dagc1 ve ark., 2001; Madencioglu, 2014).
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Sekil 1.5. Acanthamoeba tiirlerinin habitatlart (Anonim, 2017¢)
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Bununla beraber Acanthamoeba tiirleri, bitkilerden, balik, amfibi, siiriingen ve
memeliler grubundaki hayvanlardan, saglikli gorlinen insanlarin nazal mukoza,
bogazlarindan, torakslarindan, enfekte beyin ve akciger dokusundan, bagisikligi
baskilanmis kisilerin deri lezyonlarindan ve keratitli hastalarin korneal dokusundan
izole edilmistir (De Jonckheere ve Michel, 1988; Dykova ve ark., 1999; Kong ve
ark., 2000; Madencioglu, 2014).

Acanthamoeba cinsi amiplerin hayat dongiisiinde iki evre vardir: Birinci evre, aktif
olarak beslenen, biiyliyen, hareket eden ve ¢ogalan trofozoit formu, ikinci evre ise,

olumsuz gevre sartlarina daha dayanikli olan kist formudur (Marciano-Cabral ve
Cabral, 2003; Sayg1 ve Polat, 2003; Aydin, 2008).

Trofozoit ve kist formunun boyutlar tiirler arasinda farklilik gdstermektedir. Hem
trofozoit hem de kist formu biiyiik, yogun, merkezi bir ¢ekirdek¢ige sahip tek bir
cekirdek ile karakterizedir. Trofozoit form olumsuz c¢evre sartlarinda hiicre
farklilasmasiyla ¢ift duvarli kist forma dondisiir. Cevre kosullart uygun oldugunda da
kistlerden trofozoitler ortaya ¢ikar (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006;
Madencioglu, 2014).

Trofozoit Formu: Trofozoitlerin biiyliklikleri 25-56 pm arasinda degisiklik
gostermekle beraber cogunlukla yavas olan hareketlerini, parmak bigimindeki
lopopod ve akantopod (acanthapodium) adi verilen dikensi yalanci ayaklarla
saglamaktadirlar (Polat ve ark., 2007a). Sitoplazmas1 2 boliimden olusan trofozoitin
ilk bolimii olan ektoplazma, yumurta aki kivaminda, hiyalen goriiniimde olup,
canlinmn hareketinde ve savunmasinda rol oynar. Ikinci béliim olan endoplazma ise
graniiler bir yapidadir ve beslenme ve kontraktil vakuolleri ile ¢ekirdek gibi amibin
hayati organlarinin yer aldig1 boliimiidiir (Saygi ve Polat, 2003). Besinleri ¢evredeki
bakteri, alg ve mantarlardir. Partikiil halindeki besinleri fagositozla, sivi ortamda
erimis haldeki besinleri de pinositozla alarak beslenmektedirler (John, 1998; Aydin,

2008; Madencioglu, 2014).

Acanthamoeba tiirlerinin organelleri, tipik bir Okaryotik hiicredeki gibi olmakla
beraber, diizgiin ve kivrimli endoplazmik retikulum, golgi kompleksi, serbest
ribozomlar, besin vakuolleri, mitokondri ve mikrotubullerdir. Sitoplazmik igerik, ¢

katli plazma membraniyla cevrilidir. Sitoplazmada, hiicrenin su dengesini kontrol
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eden kontraktil vakuoller bulunmaktadir. Cekirdek tek olup, biiyiik ve merkezi bir
cekirdekgige sahiptir. Ureme, eseysiz olarak, ikiye bélinme seklindedir (Saygi,
2002; Aydin, 2008).

(1) Géz yoluyla

o

e Acanthamoeba
spp. insan vicuduna
farkls vollarla =

(3) Ulsearli / zarar
zormiis dariden

dokulardaki kist va trofozoitler

A

A= Enfaktif avre
A= Diyagnostik svrs

mitoz

Sekil 1.6. Acanthamoeba tiirlerinin yasam dongiisii (Ergiiden, 2015; Anonim, 2017g)

Kist Formu: Yuvarlak ve tek ¢ekirdekli olan kistlerin, ¢eperleri endokist ve ektokist
denen cift tabakadan olusmaktadir. Dis tabaka hafif¢e kivrik, i¢c tabaka polihedral
goriinmektedir. Bliytikliigi 13-20 um arasinda degisen kistler, dezenfektanlara, klora,
antibiyotiklere  kars1  direnclidirler.  Diisiik  sicakliklarda  (0-2°C)  canh
kalabilmektedirler. Cevre sartlar1 uygun oldugunda, kistlerden trofozoitler c¢ikar
(John, 1998; Polat ve ark., 2007a; Aydin, 2008). Kistler, hava yoluyla tasinarak
cevrede Acanthamoeba tiirlerinin yayilmasina ve bu patojenlerin uygun konaklara
taginmasma yardimci olurlar. Bircok c¢alisma, kistlerin uzun yillar boyunca
patojenitesini siirdiirerek canli kalabildigini gostermistir (Madencioglu, 2014). Sekil

1.6’da Acanthamoeba tiirlerinin yagam dongiisii verilmistir.
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1.3.1.2. Acanthamoeba Tiirlerinin Neden Oldugu Onemli Hastahklar

Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu oOnemli hastaliklarin basinda, O6zellikle
kontakt lens takanlarda goriilen Acanthamoeba Keratiti (AK), ¢ogu zaman oldiiriicii
olan Graniilomatoz Amibik Ensefalit (GAE) ve Kutanéz Acanthamoebiasis
gelmektedir. Ayrica bagisiklik sistemi zayiflamig kisilerde goriilen birgok yayilim
infeksiyonu, cilt lezyonlar1 ve pndmoni, Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu diger
hastaliklardir. Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa ve Mycobacterium
avium gibi gesitli bakteriyel patojenler de dahil olmak {izere bir ¢ok viriis ve bakteri
kaynakli hastaliklar1 bulastirmada araci oldugundan, Acanthamoebae tiirleri klinik
acidan onemlidir (Barker ve Brown, 1994; Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Horn
ve Wagner, 2004; Schuster ve Visvesvara, 2004; Ertabaklar ve ark., 2007). Cizelge

1.6’da Acanthamoeba genotipleri ve neden oldugu hastaliklar verilmistir.

Cizelge 1.6. Acanthamoeba genotipleri ve neden oldugu hastaliklar (Siddiqui ve Khan,
2012; Ergiiden, 2015)

Acanthamoeba genotipleri Neden oldugu hastahk

T1 GAE

AT2a AK, GAE

AT2b Heniiz iliskisi bulunmamistir
T3 AK

T4 AK, GAE

T5 AK, GAE

T6 AK

T7 Heniiz iligkisi bulunmamigtir
T8 Heniiz iligkisi bulunmamigtir
T9 Heniz iliskisi bulunmamisgtir
T10 AK, GAE

T11 AK

T12 GAE

T13 Heniiz iliskisi bulunmamusgtir
T14 Heniiz iligkisi bulunmamigtir
T15 AK

T16 Heniiz iligkisi bulunmamigtir

AK; agrili, ilerleyebilen, géorme sagligini tehdit eden korneal bir hastaliktir. Hastalik
etkeni; baz1 Acanthamoeba tiirleri olup ¢abucak tedavi edilmedigi takdirde korneada
tilserasyon, gorme kaybi hatta korliik goriilebilmektedir (Marciano-Cabral ve Cabral,
2003; Ertabaklar ve ark., 2009; Madencioglu, 2014).

AK, ilk olarak 1974 yilinda Nagington tarafindan Ingiltere’de kesfedilmistir. 1980
ortalarinda kontakt lens kullanimimin artist ve kotii lens hijyeniyle iligkili olarak
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salginlar goriilmiistiir. O yillardan sonra bu hastaligin insidansinda 6énemli bir artis
goriilmiistiir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006; Ertabaklar ve ark.,
2009; Madencioglu, 2014).

AK, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde goriilebilecegi gibi saglikli kisilerde de
goriilebilen bir hastaliktir. Bununla beraber hastaligi geg¢irmis bireylerde bagisiklik
gelismez ve enfeksiyon tekrarlayabilir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003;
Madencioglu, 2014).

AK, korneanin amiplerle direkt temasi sonucunda gelismektedir. Bu hastalik kontakt
lens kullanmayan bireylerde de goriilebilmesine ragmen, ¢ogunlukla kontakt lens
kullanimiyla iliskilendirilmistir. Hastalik i¢in ana risk faktorleri; lenslerin
zamanindan fazla kullanilmasi, kisisel hijyen eksikligi, uygunsuz kontakt lens
temizligi, kontakt lenslerdeki biyofilm sekli, korneal travma, kontamine sulara maruz
kalma gibi faktorlerdir (Saygt ve Polat, 2003; Siddiqui ve Khan, 2012; Madencioglu,
2014).

Hastaligin belirtileri; gozlerde kizariklik ve agri, 1s18a karsi hassasiyet, bulanik
gérme, gozlerde yasarma/sulanma, g6z kapaginda ddem ve goz kapaginin diismesi,
korneada olusan beyaz goriinlimde olan leke, goziin saydamligini kaybetmesi,
gozlerde batma ve yanma, gevsek kornea epiteli ve kornea ici halka olusumudur

(Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Madencioglu, 2014).

GAE; ender goriilen bir enfeksiyon olmasia ragmen neredeyse her zaman Sliimciil
seyreder. Hastalik ilk defa 1972 yilinda Jager ve Stamm tarafindan tanimlanmigtir.
GAE, baz1 Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu, kronik, yavas ilerleyen,
akcigerleri de tutan Merkezi Sinir Sistemi (MSS) enfeksiyonu ile karakterize bir
hastalik olup bagisiklik sistemini baskilayan ya da zayiflatan sartlarla iliskilendirilse
de bagisiklik sistemi giiclii olan c¢ocuk ve yetigkinlerde de goriilebilmektedir.
Enfeksiyon etkeni, nazal yolla ve solunum yoluyla viicuda girerek kan damarlarini
istila eder ve kan yoluyla yayilip, kan-beyin bariyerini de asarak MSS’ye ulasir
(Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Khan, 2006; Siddiqui ve Khan, 2012,
Madencioglu, 2014).
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Hastaligin belirtileri; bas agrisi, bulanti-kusma, gérme bozukluklari, ates, uyusukluk,
haliisinasyonlar, konfiizyon, boyun tutulmasi, fokal nérolojik defisit, koma ve kafa
basinci artisidir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Madencioglu, 2014).

Kutan6z Acanthamoebiasis; ¢ogunlukla AIDS hastalarinda MSS tutulumu ile beraber
ya da tek basma goriilen, sert eritamatdz nodiiller veya deri iilserleriyle karakterize
bir hastaliktir. Hastalik, HIV olmayan amebik ensefalitli hastalarda, organ nakli i¢in
immiinsupresif tedavi goren hastalarda ya da immiin sistem rahatsizligi olan
bireylerde de goriilebildigi rapor edilmistir. Saglikli bireylerde ender goriilen ve
kendisini sinirlayan Kutanéz Acanthamoebiasis, MSS’nin tutulumu gerceklestigi
zaman haftalar i¢inde Oliime neden olmaktadir. Hastaligin erken belirtisi sert
papiilonodiillerin olusmasidir. Bu papiilonodiiller, irinli bir materyal toplayarak daha
sonra iyilesmeyen sert iilserlere donlismektedir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003;
Khan, 2006; Madencioglu, 2014).

Klinik ve ¢evresel Acanthamoeba suslar1 in vitro olarak ksenik veya aksenik kiiltiir
ortamlarinda tretilebilir. Ksenik kiiltiir; 6lii veya canli bakteri ilave edilmis herhangi
bir besleyici madde ihtiva etmeyen agar ya da daha az diizeyde besin i¢eren agarli (%
0.05 pepton % 0.05 yeast extract ve % 0.1 glukoz) plaklar {izerine amiplerin ekilmesi
ile gerceklestirilmektedir. Genellikle ksenik kiiltiirler i¢in mukoid 6zellikte olmayan
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. (Enterobacter aerogenes ve Enterobacter
cloacae) veya Escherichia coli bakterileri tercih edilmektedir (Schuster, 2002;
Berberoglu, 2017). Aksenik kiiltiirlerde bakteri kullanilmaz ve temel besiyeri
bilesenleri proteose pepton/pepton, yeast extract ve glukozdur. Bakteri
kontaminasyonunu Onlemek amaciyla besiyerine gentamisin, penisilin ya da
streptomisin ilave edilebilir (Schuster, 2002; Zeybek ve ark., 2010; Berberoglu,
2017).

1.3.2. Escherichia coli

E. coli 2-6 um boyunda, diiz, uglar1 yuvarlak, ¢omak seklinde bir bakteridir
(Bilgihan, 1996). Escherichia cinsinin iiyeleri, genel olarak insanlar ve sicakkanli
hayvanlarin sindirim kanallarinda bulunan mikroorganizmalardir. Escherichia,
bulundugu sindirim kanalinda o6zellikle K vitamini basta olmak {izere bircok

vitaminleri tiretmek suretiyle iginde yasadigi canliya yarar saglamaktadir. Fakiiltatif
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anaerop bakteri oldugundan bu organizma bulunmus oldugu ortamdaki oksijenin
tiketimine yardimc1 olur ve bdylece sindirim kanalinda anaerop ortam
olusturulmasini saglar. Bazi tiirleri patojendir. Enteropatojen olan bu tiirler K antijen
ad1 verilen bir antijene sahiptir. Bu antijen sayesinde ince bagirsak yiizeyine
yerlesirler ve hatta burada kolonize olurlar. Ayrica trettikleri bir enterotoksinle de
bebek ve cocuklarda dizanteriye benzer oldiiriicii bir ishale neden olmaktadirlar.
Bununla beraber yasl bireylerde veya viicut direnci zayif insanlarda idrar yollari

enfeksiyonlarinada neden olabilmektedirler (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2007).

Cizelge 1.7. E. coli’nin sistematigi (Anonim, 2017f)

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Gamma Proteobacteria
Ordo: Enterobacteriales
Familya: Enterobacteriaceae
Genus: Escherichia

Species: Escherichia coli

E. coli’nin sistematigi Cizelge 1.7°de verilmistir. Bu c¢aligmada, A. castellanii
(ATCC 30010) susunu ksenik kiiltiir ortaminda in vitro tiretebilmek i¢in Escherichia
coli (ATCC 25922) kullanilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tez konusunu olusturan; O. sigmoideum’un ve T. orientalis’ in A. castellanii kistleri
ve trofozoitleri tizerine in vitro amoebisidal aktivitelerinin arastirildigi bu ¢alismaya

benzer ¢alismalar asagida kronolojik sirayla verilmistir.

Polat ve ark., (2007b), tarafindan yapilan bir ¢alismada Thymus sipyleus subsp.
sipyleus var. sipyleus bitkisinin metanol 6ziitiiniin A. castellanii Kist ve trofozoitleri
tizerine etkili oldugu, memeli hiicreleri lizerinde en yiiksek konsantrasyonda bile

sitotoksik etkisinin olmadig: bildirilmisglerdir.

Polat ve ark., (2007c), tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, A. castellanii'ye karsi
Tiirkiye'den dort Allium tiiriiniin metanol Oziitiiniin in vitro etkinligini ve korneal
hiicreler tizerindeki sitotoksisitesini arastirmiglardir. Allium tirlerinin 1.0 - 32.0
mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda A. castellanii trofozoitlerin ve kistlerin
proliferasyonu tizerindeki etkisini in vitro olarak incelemislerdir. Allium tiirlerinin
korneal hiicreler iizerindeki sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in agar difiizyon testleri
uygulamiglardir. Testlerden elde edilen sonuglara gore, Allium scrodoprosum subsp.
Rotundum, A. castellanii iizerinde belirgin amoebisidal etki gosterirken, digerlerinin
etkili olmadiklarin1 saptamiglardir. Arastiricilar, A. scrodoprosum'un metanol
oziitiinii Acanthamoeba'ya karsi yeni bir dogal ajan olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Ayrica, biyolojik etkinligini dogrulamak igin, in vivo test sistemleri

ile degerlendirilmesi gerektigini de saptamislardir.

Rodio ve ark., (2008), yaptiklari ¢alismada, Pterocaulon polystachyum'un
(Asteraceae) toprak iistii kisimlarindan elde edilen hekzan, diklorometan ve metanol
oziitlerini A. castellanii'ye karsi denemislerdir. P. polystachyum &ziitlerinin A.
castellanii'ye kars1 amoebisidal aktivitesinin sirasiyla 48. ve 72. saatte trofozoitlerin

yaklasik % 66's1 ve % 70’inin 6ldirildiigi hekzan 6zitii oldugunu belirtmiglerdir.

Polat ve ark., (2008), tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Allium sativum’un
metanol &ziitiiniin A. castellanii trofozoitleri ve Kistleri izerindeki in vitro etkisini ve
in vitro korneal hiicreler tizerindeki sitotoksisitesini arastirmislardir. A. castellanii
trofozoitlerinin ¢ogalmasini doza (0.78 - 62.5 mg/ml) ve zamana (0 - 72 saat) bagiml

olarak inhibe ettii sonucuna ulasmuslardir. Oziitin 3.90 mg/ml konsantrasyonda
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kornea hiicreleri i¢in herhangi bir sitotoksisitesinin goriilmedigi arastiricilar

tarafindan bildirilmistir.

Derda ve ark., (2009), Rubus chamaemorus, Pueraria lobata, Solidago virgaurea ve
Solidago graminifolia bitki Oziitlerinin amoebisidal aktivitesini incelemislerdir.
Bitkilerin ¢igek, kok ve yapraklarint kullanmiglardir. Akanthamoebiasis i¢in kombine
bir tedavi durumunda, bitki Oziitlerinin hem harici hem de dahili olarak
kullanilabilecegi belirlemislerdir. Ayrica test ettikleri Oziitlerin hayvanlar i¢in de

toksik olmadigini saptamislardir.

Goze ve ark., (2009), tarafindan yapilan ¢alismada da A. castellanii trofozoit ve
Kistleri tizerine Salvia tiirlerinin (S. caespitosa ve S. staminea ) in vitro etkilerini
incelemisler, S. caespitosa’nin metanol 6ziitiiniin etkisini S. staminea’ya goére daha
az bulduklarini, ilk 24 saat icinde 32 mg/ml’lik konsantrasyonda kistlere karsi
herhangi bir etki gozlemlemediklerini ve 72 saat boyunca 1-8 mg/mi

konsantrasyonlarda kistlerin 6lmedigini bildirmislerdir.

Nakisah ve ark., (2010), Malezya’da, Kapas, Perhentian ve Redang Adalar1 ve
Terengganu olmak iizere li¢ ayri lokaliteden topladiklar1 bir deniz siingeri olan
Aaptos aaptos'un metanol Oziitlerini  A. castellanii iizerinde antiamoebik
potansiyelini incelemek igin in Vvitro test etmislerdir. Gergeklestirilen sitotoksisite ve
genotoksisite arastirmalarindan elde edilen sonuglar, A. aaptos'un tiim metanol
ozitlerinin -~ A, castellanii'ye kargt antiamoebik ozellige sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Zahir ve ark., (2010), Giiney Brezilya yerli bitkileri olan Croton pallidulus, Croton
isabelli ve Croton ericoides'in (Euphorbiaceae) toprak iistii kistmlarindan elde edilen
ugucu yaglari Acanthamoeba polyphaga'ya karsi test etmislerdir. Croton ericoides'in
esansiyel yagi, 0.5 mg/ml konsantrasyonunun trofozoitlerin % 87'sini 6ldiiren en
aktif konsantrasyon oldugunu belirtmislerdir. C. pallidulus'un ugucu yagi, ayni
konsantrasyonda trofozoitlerin sadece % 29'unu, C. isabelli'nin ugucu yagi, 10 mg/ml
konsantrasyonda trofozoitlerin yalnizca % 4'tini 6ldiirdiigiinii belirtmislerdir. Croton

ericoides'in yaginin en yiiksek amoebisidal etkinlige sahip oldugunu saptamiglardir.

Malatyali ve ark., (2011a), yaptiklar1 ¢alismada, Tiirkiye florasinda endemik olan
Peucedanum caucasicum, Peucedanum palimbioides, Peucedanum chryseum ve
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Peucedanum longibracteolatum'un metanol Oziitlerinin in vitro amoebisidal
etkinligini ~ degerlendirmiglerdir. Metanol  oziitlerin (1.0 - 32.0 mg/ml
konsantrasyonlarda) A. castellanii trofozoitleri ve Kistleri iizerinde belli bir zaman ve
doza bagimli amoebisidal etki gosterdigini saptamislardir. Test edilen Oziitler
arasinda, P. longibracteolatum'un, trofozoitler ve Kkistler fiizerinde en giiglii
amoebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica kistlerin oOziitlere karsi

trofozoitlerden daha direngli olduklarini da bildirmislerdir.

Malatyal1 ve ark., (2011b), Satureja cuneifolia ve Melissa officinalis metanol
oziitlerinin in vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmislerdir. Metanol dziitlerinin
deneysel siireg boyunca A. castellanii trofozoitlerinin ve Kistlerinin sayilarini
zamanla azalttigin1 gérmiislerdir. Boylece her iki 6ziitiin de zamana ve doza bagiml
amoebisidal etki gosterdigini ortaya koymuslardir. Test edilen oziitler arasinda S.
cuneifolia’nin, trofozoitler ve kistler {izerinde en gii¢lii amoebisidal etkiyi
gosterdigini  belirtmiglerdir. Bunun yanisira, M. officinalis’in ise orta dereceli

amoebisidal etki gosterdigini saptamiglardir.

Degerli ve ark., (2011a), Pastinaca armenea ve Inula oculus-christi bitkilerinden
deiyonize su kullanarak hazirlanan 6ziitlerini (1.0-32.0 mg/ml konsantrasyonlarda) in
vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmiglerdir. Deneysel islem sirasinda canli A.
castellanii trofozoit ve kist sayilarinin zamanla azaldigin1 gormiislerdir. Test edilen
ozitler arasinda Inula oculus-christi nin, trofozoitler ve kistler iizerinde en giiglii

amoebisidal etki gosterdigini saptamiglardir.

Degerli ve ark., (2011b), Tirkiye florasinda endemik bir bitki tiirii olan Allium
sivasicum'un toprak iistii kisimlariin ve rizomlarinin metanol ziitlerini Entamoeba
histolytica iizerinde in vitro amoebisidal aktivitesini degerlendirmislerdir. Her iki
oziitiin de trofozoitler iizerinde zamana ve doza bagimli olarak amoebisidal etki
gosterdigini ortaya koymuslardir. Test edilen oOziitler arasinda, A. sivasicum'un
rizomlari, trofozoitler tiizerinde en giiclii amoebisidal etkiyi gosterdigini
belirtmislerdir. Arastiricilar bitki tiiriiniin, Entamoeba enfeksiyonlarinin tedavisi igin
potansiyel bir terapdtik ajan oldugunu tespit etmis ve aktif fitokimyasallarin

saptanmasi icin nicel olarak degerlendirilmeye ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir.
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Tepe ve ark., (2011), Teucrium polium ve Teucrium chamaedrys'in metanol
oOziitlerinin in vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmislerdir. Metanol 6ziitler (1.0
- 32.0 mg/ml konsantrasyonlarinda) varhiginda, canli A. castellanii trofozoitleri ve
kistlerinin sayisinin deney islemi sirasinda zamanla azaldigini gormiislerdir. Her iki
oziitte de trofozoitler ve kistler lizerinde zamana ve doza bagimli amoebisidal etki
tespit etmislerdir. Test edilen 6ziitler arasinda T. chamaedrys in, trofozoitler tizerinde

en giiclii amoebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir.

Nagwa ve ark., (2011), Arachis hypogaea L. (yer fistig1), Curcuma longa L.
(zerdegal) ve Pancratium maritimum'un L. (deniz daffodil) bitkilerinden elde edilen
etanol Oziitlerinin A. castellanii Kistleri iizerinde in vitro amoebisidal etkinligini
degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak, A. hypogaea, C. longa ve P. maritimum‘un
etanol oziitlerinin ilag kontrolii Klorheksidin ile karsilastirildiginda; Acanthamoeba

Kistlerine kars1 tiim 6ziitlerin, Klorheksidin'den daha etkili oldugunu bulmuslardir.

Sauter ve ark., (2011), Pterocaulon polystachyum bitkisinden elde edilen ugucu
yagin1 A. polyphaga’ya karsi amoebisidal etkisinin degerlendirildigi arastirmada
ucucu yagm (10 ve 20 mg/ml konsantrasyonlarda), A. polyphaga trofozoitlerinin
tamamint 24. saatte Oldiirdiigiinii rapor etmislerdir. Ayrica ugucu yagin memeli

hiicresi iizerine sitotoksik etki gosterdigi bildirmislerdir.

Jiménez-Arellanes ve ark., (2012), Aristolochia elegans rizomlarinin heksan
ozitlerinin antimikrobiyal ve antiprotozoal aktivitelerini analiz etmislerdir. Bu
ozitleri bir grup ilaca direngli Mycobacterium tuberculosis susuna karsi test
etmiglerdir. A. elegans tiiriindeki iki bilesigin (fargesin ve kiibebin), antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu, ilaveten heksan 6ziitiindeki eupomatenoid-1 bilesiginin
ise Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia'ya karst 6nemli antiprotozoal

aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

Vunda ve ark., (2012), Croton pallidulus, Croton isabelli ve Croton ericoides
(Euphorbiaceae) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin A. polyphaga
trofozoitlerine etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, en yiiksek amoebisidal
etkinin C. ericoides ugucu yagina ait oldugu, bu ugucu yagm memeli hiicreleri

tizerinde sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.
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Degerli ve ark., (2012), yaptig1 bir baska c¢alismada da, Origanum tiirlerinin
(Origanum syriacum ve Origanum laevigatum) metanol o6ziitlerinin (1.0 - 32.0
mg/ml konsantrasyonlarda) A. castellanii trofozoitlerinin ve kistlerinin sayilarini
azalttig1, O. syriacum’un trofozoitler ve kistler tizerinde daha etkili oldugu, 24 saat
icinde en yiiksek konsantrasyonda tiim trofozoitleri 61diirdiigt, kistlere kars1 da etkili
oldugunu goézlemislerdir. O. laevigatum’un ise 72 saat iginde 16 ve 32 mg/ml'lik

konsantrasyonlarda tiim trofozoitleri 6ldiirdiigiinii bildirmislerdir.

Badria ve ark., (2014) , Amibik keratitten izole edilen A. castellanii kistlerine kars1
Helianthemum lippii'nin (L.) (glines giilleri) etil asetat ve metanol 6ziitlerinin in vitro
olimciil potansiyelini incelemislerdir. Her iki Oziitin de, A.castellanii Kistleri
tizerindeki oOliimciil etkileri acisindan, klorheksidin ile karsilastirilabilir sonuglar
veren giiclii oziitler oldugunu vurgulamiglardir. Etil asetat 6ziitlerinin de metanol

Oziitlerine gore daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Derda ve ark., (2015), Artemisia annua L. bitkisinin deiyonize su, alkol ve kloroform
oziitlerinin  genel ve lokal tedavide veya acanthamoebiasis tedavisinde
antibiyotiklerle kombine terapide uygulanabilecegini belirtmislerdir. Bu bitki
Oziitlerinin sadece in vitro degil, ayn1 zamanda in vivo etkilerinin de oldugunu
vurgulamiglardir. Amiple enfekte deneysel hayvanlar tizerinde yapilan arastirmalar,
bu oziitlerin uygulanmasinin hayvanlarda sag kalimi 6nemli o&lgiide uzattigini

gostermislerdir.

Hafiz ve ark., (2016), Peganum harmala’nin metanol tohum 6ziitiinii A. castellanii
kistleri lizerindeki aktivitesini in vitro incelemislerdir. Sonug olarak, metanol 6ziitiin,

Acanthamoeba'ya kars1 giiglii amoebisidal etkiyi gosterdigini vurgulamislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyalleri

Bu ¢alismada kullanilan Sakarca bitkisi (O. sigmoideum) 17.02.2017 tarihinde Ordu
ilinde Rus Pazari’ndan alinmistir. Kaldirik bitkisi (T. orientalis) ise 22.03.2017

tarihinde Ordu ilinde Carsamba Pazari’ndan alinmuistir.

Sekil 3.1’de Kaldirik bitkisinin goriintiisii, Sekil 3.2°de ise Sakarca bitkisinin

goriintiisii verilmistir.
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3.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.2.1. izotonik (% 0.85) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Stok kabindan 8.5 g Sodyum kloriir (NaCl) temiz bir spatiil yardimiyla alinarak
kalibre hassas terazide (Radwag AS220/C/2) tartilmistir. Total hacim 1000 ml olacak
sekilde saf suda ¢6zdiiriilerek hazirlanip 121 °C sicaklikta 20 dakika otoklavlanmistir
(Niive OT23B). Kullanilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. (Hazirlanan

izotonik soliisyon, kullanilana kadar 4 °C’de buzdolabinda 1 ay saklanabilir).

3.2.2. Ringer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ringer (Katalog no:1155250001, Merck) 2 tablet alinmis ve total hacim 1000 mi
olacak sekilde saf suda ¢6zdiriilerek hazirlanmistir. Otoklavda 121 °C sicaklikta 20
dakika steril edildikten sonra kullanilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda
saklanmustir. (Hazirlanan Ringer soliisyonu kullanilana kadar 4 °C’de buzdolabinda 1

ay saklanabilir).

Sekil 3.3. Ringer tablet ve ringer agar besiyeri

3.2.3. Ringer Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Temiz bir spatiil yardimiyla 3 g agar stok kabindan (Katalog no: MCO002, Lab M)
alinarak hassas terazide tartilmistir. Total hacim 200 ml olacak sekilde Oonceden
hazirlanan steril Ringer soliisyonu ilave edilerek 1siticili manyetik karistiricida
(Heidolph MR3001K) ¢ozdiiriilmiistiir. Otoklavda 121 °C sicaklikta 15 dakika steril
edildikten sonra 50 °C civarindaki sicakliga gelince kalibre biyogiivenlik kabini
(Bilser Class 2A) igerisinde 90 mm’lik steril petrilere dokiilmiistiir (Sekil 3.3).
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Ringer agar besiyeri oda 1sisinda katilagtiktan sonra petrilerin etrafi parafilm ile

sarilarak 4 °C buzdolabina birakilmustir.

3.2.4. EMB (Eosin Methylene Blue) Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Stok kabindan (Katalog no: CM0069B, OXOID) temiz bir spatiil yardimiyla 18.75 ¢
dehidre besiyeri alinarak hassas terazide tartilmistir. Total hacim 500 ml olacak
sekilde saf su eklenerek isiticili manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmistiir. Otoklavda
121 °C sicaklikta 15 dakika steril edilerek, 50 °C civarindaki sicakliga gelince
biyogiivenlik kabini igerisinde 90 mm’lik steril petrilere dokiilmiistiir. Kullanilincaya

kadar 4 °C buzdolabina saklanmustir.

Sekil 3.4. EMB besiyeri stok ve EMB besiyerinde iiremis E.coli

3.3. Escherichia coli Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

E. coli (ATCC 25922) susundan EMB besiyerine steril 6ze kullanilarak biyogiivenlik
kabini igerisinde ekim yapilmistir. Etiivde (36 = 1 °C) 24 saat inkiibasyona
birakilarak, sari-yesil metalik refle veren koloniler dnceden hazirlanan steril serum
fizyolojik (% 0.85) yardimiyla ependorf tiiplerine toplanmistir. Sekil 3.4’te EMB

besiyeri ve EMB besiyerinde tiremis E.coli kolonileri verilmistir.
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3.4. Acanthamoeba castellanii Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi, Saymm ve Canhhik
Kontrolii
3.4.1. A. castellanii Trofozoitlerinin Ringer Agar Besiyerinde Uretilmesi ve
Toplanmasi
A. castellanii (ATCC 30010) susunun o6nceden hazirlanan Ringer agar besiyerlerine
biyogiivenlik kabini igerisinde ekKilmistir. Bunun igin, her bir Ringer agar
besiyerlerine ilk olarak 6nceden hazirlanan 1 ml E. coli siispansiyonu eklenerek steril
0ze yardimiyla besiyerine dagitilmistir. Daha sonra A. castellanii trofozoit susundan
ayni besiyerine 300 pl ilave edilerek steril 6ze kullanilarak ekimi yapilmistir. Etiivde
(Binder BD56) 26 + 1 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda
trofozoitler zedelenmeden biyogiivenlik kabini icerisinde her bir petri, steril Ringer
soliisyonu ile 3 kez yikanip, steril 6ze ile ylizeyi hafifce siipiiriilerek 15 ml’lik steril
falcon tiipiine toplanmis ve 10 °C ve 3000 rpm’ de 5 dakika santrifiij (eppendorf
centrifuge 5810R) edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar atilip kalan sediment

steril ependorf tiiplerine alinarak deneyde kullanilmistir.

Trofozoit sayimi i¢in Thoma lami1 kullanilmistir. Santrifiij sonras1 sedimentten 10 pl
Thoma lamina preparat hazirlanarak ve 40x biiyiitmede 151k mikroskobunda (LEICA,
DM500) trofozoit sayimi yapilmistir. Thoma laminda ml’deki trofozoit sayisi
hesaplanmistir. Thoma laminda sayim formiille (16 biiyiik kare x sulandirma faktorii
x 10.000) hesaplanmustir. Trofozoitin canliligini test etmek icin sedimentten 10 pl
baska bir sterilependorf tiipiine alinarak tizerine % 0.4’liik trypan blue (Sigma T-
8154) boyasindan 10 ul eklenip vortekslendikten sonra oda sicakliginda 3 dakika
bekletilmigtir. Sonra bu tiipten 10 pl almmarak lam-lamel arasinda preparat
hazirlanmis ve 40x biiylitme kullanilarak 151k mikroskobunda incelenmistir. Boyayi

icerisine alarak mavi goriinen trofozoitler 6li olarak degerlendirilmistir.

3.4.2. A. castellanii Trofozoitlerinin Kist Formuna Doéniistiiriilmesi ve Kistlerin

Toplanmasi

Ringer agar besiyerine daha onceden ekimi yapilan trofozoit formunda bulunan
petrilerin bir kismi1 2 hafta boyunca 30 + 1 °C de etiivde inkiibe edilerek kist seklini
almas1 beklenmistir. Bu siire sonunda, yukarida anlatildigi gibi trofozoitler icin

uygulanan tiim islemlerin aynisi kistler i¢in de yapilmastir.
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3.5. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Toplanan bitkiler (yaprak, gicek ve govde kisimlari) laboratuvarda steril saf suyla
yikanarak kurutma kagitlari ile kurutulmustur. Bitkinin govde, yaprak ve g¢igek
kisimlarindan 60 g olacak sekilde hassas terazide tartilarak 250 ml Metanol (Sigma-
Aldrich 24229) ile bir 6giitiicti yardimiyla 6giitiilmistiir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. O.sigmoideum’un ve T.orientalis’in 6giitiilmesi

Elde edilen karisim 151k izolasyonu saglamak amaciyla aliiminyum folyo ile sarili
500 ml’lik steril payrex sisesine alinarak, 100 rpm hiz, % 40 + 5 nem ve 20 £ 1
°C’deki kalibre calkalayicili (shaker) mikroklima cihazinda (GROTECH GPO08) 72
saat bekletilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Calkalayicili mikroklima cihazi
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72 saat sonunda c¢alkalayicili mikroklima cihazindan alinan aliiminyum folyoyla
sarili payrex sisesindeki metanol-bitki karisim1 6nce filtre kagidindan siiziilerek kaba
filtrasyon yapilmistir. Sonra igerisinde bakteri filtresi bulunan (por ¢api: 0.22 um)
vakumlu filtreden gegirilerek bakteri izolasyonu saglanmistir (Sekil 3.7). 200 ml’lik
filtrat iki ayr steril balon jojeye alinip Evaporatorde (Heidolph HB Digital) 40 °C’de
bekletilerek metanol ugurulmustur. Daha sonra ¢6ziicii olarak metanol (% 1’lik) ve
ringer soliisyon kullanilarak 6ziitlerin son konsantrasyonlari hesaplanmustir.
Oziitlerin son konsantrasyonlari, O. sigmoideum i¢in 40 mg/ml, T.orientalis i¢in 80
mg/ml olarak hesaplanmistir. Bitki 6ziitleri daha sonra kullanilmak iizere 4 °C’deki
buzdolabinda saklanmistir (Bitki 6ziitii 4 °C’de 1 hafta -80 °C’de 1 y1l saklanabilir).

Sekil 3.7. Kaba filtrasyon ve vakumlu filtrasyon uygulamalar:

3.6. Deneysel Tasarim

3.6.1. Bitki Oziitlerinden Metanol (%1) ve Ringer Soliisyonu Kullanilarak

Konsantrasyon Serilerinin Hazirlanmasi

Aliminyum folyo ile sarili payrex sisesindeki bitki 6ziitlerinden (O. sigmoideum 40
mg/ml, T. orientalis 80 mg/ml) 1’er ml alinarak steril bir ependorf tiipiine
konulmustur. Sekil 3.8 ‘de gosterildigi gibi T. orientalis i¢in 7 adet, O. sigmoideum

icin 6 adet seri seyreltme yapilarak farkli bitki 6ziitii konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
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T. orientalis igin 1.25 - 80 mg/ml arasinda O. sigmoideum igin 1.25 - 40 mg/ml

arasinda bitki 6ziitii konsantrasyonlari elde edilmistir (Sekil 3.8).

/: 2R
N N~ N

U 500 ul 500 ul 500 ul 500 pl 500 I
1ml Bitki Bitki Bitki Bitki Bitki Bitki
Guiitii oziitii oziitii oziitii oziitii oziitii
500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 ul
Metanol/ Metanol/ Metanol/ Metanol/ Metanol/
Ringer Ringer Ringer Ringer Ringer
40 mg/ml 20 mg/ml 10 mg/mi 5 mg/ml 2,5mg/ml 1,25 mg/ml
1 2 3 4 5 6

Sekil 3.8. Bitki 6ziitii ile metanol (%1) ve ringer konsantrasyon serilerinin hazirlanmast

3.6.2. Bitki Oziitlerinin A. castellanii Trofozoitleri ve Kistleri Uzerinde
Amoebisidal Aktivitesinin Test Edilmesi

Steril ependorf tiiplerinin her birine 100’er ul A. castellanii trofozoit/kist
konulmustur. Sonra daha onceden hazirlanan bitki oziiti metanol (% 1)/ringer
soliisyonu konsantrasyon serilerinden 100’er pl alinarak bunlarin iizerine ilave
edilmistir. Daha sonra vortekslenerek 26 + 1 °C’deki etiive inkiibasyona
birakilmistir. Ependorf tiipleri sirasiyla 1., 3., 6., 8., 24., 48. ve 72. saatlerde etiivden
alinarak sayimlart yapilmistir. Sayim yapilmadan 6nce % 0.4°liik trypan blue boyasi
ile canlilik test edilmistir. Yedi adet (T.orientalis igin sekiz tiip kullanilmustir) steril
ependorf tiiplerinin her birine 20’ser pl % 0.4’lik trypan blue boyasindan
konulmustur. Sonra bu boyanin iizerine konsantrasyon serilerinden sirayla (80
mg/ml, T.orientalis i¢in), 40 mg/ml, 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml, 1.25
mg/ml ve kontrolden (sadece metanol (%1)/ringer soliisyonu ile A.castellanii igeren
ve bitki 6ziitii icermeyen tiip) 20’ser pl konularak vortekslenmistir. Oda 1sisinda 3
dakika bekletildikten sonra sirasiyla en biiylik olandan baslanarak her tiipteki canli
hiicre sayis1 thoma laminda tespit edilmistir. Trofozoit ve kist sayimlari hem ringer
hem de metanol( % 1) konsantrasyon serileri i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Tiim deneyler
3 tekrarli yapilarak her birine ait canlilik yiizdesi i¢in istatistik analizleri

uygulanmustir.
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Isik mikroskobunda (40x) 6len A. castellanii trofozoitlerin goriintiisii Sekil 3.9 (a)’

da, 6len kistlerin goriintiisii ise Sekil 3.9 (b)’de verilmistir.

Sekil 3.9. Isik mikroskonunda (40X) 6len A. castellanii trofozoitin (a),
kistin (b) gortntiist

3.7. istatistiksel Analiz

Bitki Oziitlerinin ilave edilmedigi kontrol grubu ile bitki oziitlerinin 6 farkl
konsantrasyonunun eklendigi test gruplarindaki hiicresel degisiklikler karsilastirmali
olarak incelenmistir. Kontrol grubu ve bitki 6ziitlerinin bulundugu test gruplarinin 1.,
3., 6., 8., 24., 48. ve 72. saatlerdeki degisikliklerine ait verilerin girisi Microsoft
Excel ve SPSS programlart kullanilarak yapilmistir. Tanimlayict veri analizi ve
grafikler SPSS 18 paket programi kullanilarak gerceklestirilmigtir. Veriler ortalama +
standart hata (SH) olarak ifade edilmistir. SPSS 18 paket programinda, “p” degeri,
(“probability” yani “olasilik”) % 5 hatay1 kabul ederek karsilagtirma yapilmistir. %
95 olasilikla (yani % 5 hata ile) giiven araliklar1 belirlenmistir. Elde edilen 6ziitlerin
amoebisidal etkisini gosteren % canlilik sayim sonuglart SPSS 18 kullanilarak ¢oklu
karsilastirma testi (Post-Hock) ile degerlendirilmistir. Sonuglarin ikili grup
karsilastirilmasinda ise Tukey analizi kullanmilmistir. Boylece, kullanilan 6ziit
konsantrasyonlar1 ve uygulanan saatlere gore % canlilik oranlar1 arasindaki farklar
tespit edilmistir. 1., 3., 6., 8., 24., 48. saatin 72. saate gore istatistiksel farklari

strastyla a, b, ¢, d, e, f seklinde gosterilmistir.

IC50 (trofozoitlerin yarist igin letal etki gosteren bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlari;
% 50 inhibitdér konsantrasyon) degerlerinin hesaplanmasinda ise Logaritmik
regresyon analizinden yararlanilmistir.Logaritmik regresyon analiziyle ¢izilen grafik

yardimiyla % 50 hiicre oliimiine karsilik gelen bitki Oziitlerinin konsantrasyon
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degerleri hesaplanmistir.Kullanilan bitki 6zilit konsantrasyonlart ve uygulanan
saatlere gore amoebisidal etki gosteren sonuglar kontrol hiicrelerine kiyasla yiizde
inhibisyon (% hiicre 6liimii) olarak ifade edilmistir. Farkli konsanrasyonlardaki bitki
Oziitlerinin % 50 inhibitdér konsantrasyonu ti¢ tekrarli yapilan denemelerde

bulunmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

O. sigmoideum ve T. orientalis bitkilerinin 6ziitlerinden hazirlanan metanol (% 1)
ve ringer konsantrasyon serilerinin A. castellanii trofozoit ve kist formlar1 lizerine
etkilerinin izlendigi bu c¢alismadan elde edilen sonuglar sekiz grup halinde
sunulmaktadir. Buna gore gruplar: O. sigmoideum oziitiniin metanol-trofozoit,
metanol-kist, ringer-trofozoit ve ringer-kist karisimlarinin bulgular ile T. orientalis
Oziitiniin  metanol-trofozoit, metanol-kist, ringer-trofozoit ve  ringer-kist
karisimlarinin bulgulart seklindedir. Trofozoitlerin ve Kistlerin yiizde (%) canlilik
oranlarinin 6ziit konsantrasyonlar1 ve saatlere gore degerlendirilmesi Cizelge 4.1 -

4.8’¢ ve Sekil 4.1- 4.8’e kadar gosterilmistir.

4.1. O. sigmoideum oziitiiniin metanol (% 1) ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de goriildigi gibi, O. sigmoideum metanol (% 1) o6ziitiiniin
40 mg/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir kismi1 i¢in (0.6
+ 0.6) letal etki gosterdigi, ayn1 konsantrasyonda 48. ve 72. saatlerde herhangi bir
canli trofozoite rastlanilmadigi ve 20 mg/ml konsantrasyonda ise 6. saatten sonra
canli trofozoit sayisinda hizli bir azalma tespit edilmistir. 40 mg/ml metanol (% 1)
0ziit konsantrasyonu ile uygulanan saatlere gore % canlilik oranlar1 arasindaki
farklilik Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Buna gore 1.(a), 3.(b), 6.(c), 8.(d), 24.(e),
48.(f), saat ile 72. saat arasinda anlamli istatistiksel farkliliklar (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki O. sigmoideum metanol dziitiiniin A.castellanii trofozoit ve kist formu iizerindeki yiizde (%) canlilik etkisi

Yasam Deney periyodu
Konsantrasyon formu

1. saat 3. saat 6. saat 8. saat 24. saat 48. saat 72. saat
40 mg/ml Trofozoit 6.3+0.3 3.6+0.3 2.0£0.0 1.3+0.6 0.6+0.6 0.0+0.0 0.0+0.0
Kist 94.3+0.32 92.3+0.3° 90.0+0.0° 89.0+0.5¢ 88.3+0.3¢ 87.0+0.5 85.0+0.0
20 mg/ml Trofozoit 63.6+0.82 41.3+0.8° 16.3+1.2¢ 9.0+0.5 6.6+0.3 5.340.3 3.0+0.0
Kist 95.3+0.32 93.6+0.3P 92.0+0.0° 91.0+0.0¢ 89.3+0.3¢ 87.6+0.3 87.0£0.0
10 mg/ml Trofozoit 82.0+2.52 74.343.1° 66.3+1.7° 53.3+3.19 42.0+1.1¢ 28.6+1.47 16.0£3.2
Kist 96.3+0.32 94.6+0.3P 93.0+0.0° 91.3+0.3¢ 90.3£0.3¢ 88.6+0.3 87.6+0.3
5 mg/ml Trofozoit 94.6+0.6 88.6+0.3° 84.0+0.5° 83.00.0¢ 76.3+1.7° 68.6+1.2f 41.6+1.2
Kist 97.0+0.02 96.0+0.0° 93.3£0.3¢ 92.3+0.3¢ 92.3£0.3¢ 90.6+0.3" 89.0+0.0
2.5 mg/ml Trofozoit 98.0+0.0? 93.3+0.3° 90.6+0.3° 87.0+0.0¢ 83.0+0.5¢ 72.0+2.5° 52.6+1.7
Kist 98.0+0.02 96.6+0.3° 95.3+0.3¢ 93.3+0.3¢ 92.6+0.3¢ 91.6+0.3f 90.0+0.0
1.25 mg/ml Trofozoit 98.6+0.62 95.0+0.0° 93.3+0.3¢ 89.6+0.6¢ 85.3+0.8¢ 78.0+1.5f 63.6+0.3
Kist 99.0+0.02 97.6+0.3° 95.6+0.3¢ 94.6+0.3¢ 93.6+0.3¢ 91.6+0.3 90.6+0.3
Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 99.0+0.0 98.0+0.8 97.0+0.0
Kist 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 99.3+0.3 99.3+0.3 99.0+0.0

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.

a, b, c,d, e, f: 72. saatten farkli istatistiksel degerlerdir, p (0.05).

a: 1.-72. saat; b: 3. - 72. saat; c: 6. - 72. saat; d: 8. - 72. saat; e: 24. - 72. saat; f: 48. - 72. saat.



A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkilerin 6l¢iildiigi 1., 3., 6., 8., 24.,
48. saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlari arasindaki istatistiksel farklar
incelendiginde Cizelge 4.1 de gorildigi gibi O. sigmoideum 40 mg/ml
konsantrasyonundaki metanol oziitiinde 72 saatte gozlenen % canlilik oranlar ile
diger tiim saatler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Yine ayni bitkinin 20
mg/ml konsantrasyonundaki metanol 6ziitiinde 8., 24., 48. saatler ile 72. saat arasinda
% canlilik oranlar1 bakimindan herhangi bir farklilik gézlenmemistir. O. sigmoideum
metanol Oziitlerinin diger konsantrasyonlarinda (10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml) uygulanan
tim saatler ile 72. saat arasinda % canlilik oranlar1 bakimindan anlamli farklilik

gozlenmistir (Cizelge 4.1).

100 -
——40mg/ml
90
=20 mg/ml
80 1 == 10 mg/m|
70 - =5 mg/ml
_ 60 - —t=2.5mg/ml
s =0=1.25mg/ml
= 50 -
E Kontrol
u 40
30
20
10 -
O T - T - T T -:. T ;’ T - 1
l.saat 3.saat 6.saat §.saat 24.saat 48.saat  72.saat
Ozitiin uygulama zaman

Sekil 4.1. Metanol ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan O. sigmoideum oziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii trofozoitleri lizerine amoebisidal etkisinin grafigi

O. sigmoideum metanol 6ziitiiniin A. castellanii trofozoit formu tizerindeki yaklasik
IC50 degeri sirasiyla 72., 48., 24., 8., 6., 3. ve 1. saatlerde 2.9, 6.6, 8.3, 10.1, 12.1,
15.6 ve 23.2 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki O. sigmoideum metanol 6ziitiiniin A.castellanii
trofozoit formu iizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor konsantrasyon
(1C50)

2.9 mg/ml

6.6 mg/ml
8.3 mg/ml
10.1 mg/ml
12.1 mg/ml
15.6 mg/ml
23.2 mg/ml

Trofozoit

A~
PwoonNE N

4.2. O. sigmoideum oziitiiniin metanol (% 1) ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii kistleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.1’de gorildigi gibi, O. sigmoideum metanol Oziitiiniin 40 mg/ml
konsantrasyonunda 72. saatin sonunda A.castellani kist formu tizerindeki % canlilik
etkisi (85 + 0.0) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1; Sekil 4.2).

100 - T
- == 40 mg/ml|
== 20 mg/ml|
95
== 10mg/ml
=5 mg/ml
~ 907 =—f=2.5mg/ml
2
< =0—1.25mg/ml
ﬁ 85 - Kontrol
=
o
80 A
75 T T T T T T 1
1l.saat 3.saat 6.saat 8.saat 24.saat  4B8.saat  72.saat
Oziitiin uy gulama zamam

Sekil 4.2. Metanol ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan O. sigmoideum oziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii Kistleri izerine amoebisidal etkisinin grafigi

A. castellanii kistleri {izerine amoebisidal etkilerin dlgtldigi 1., 3., 6., 8., 24., 48.

saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar
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incelendiginde Cizelge 4.1° de goriildigi gibi O. sigmoideum 40 mg/ml
konsantrasyonundaki metanol oziitiinde 72 saatte gozlenen % canlilik oranlar ile
diger tiim saatler arasinda anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir. Yine aym
bitkinin 20, 10 ve 1.25 mg/ml konsantrasyonlarindaki metanol oziitlerinde 48. saat
ile 72. saat arasinda % canlibik oranlart bakimindan herhangi bir farklilik
gozlenmemistir. O. sigmoideum metanol &ziitlerinin diger konsantrasyonlarinda (5 ve
2.5) uygulanan tiim saatler ile 72. saat arasinda % canlilik oranlar1 bakimindan

anlaml farklilik gozlenmistir (Cizelge 4.1).

4.3. O. sigmoideum oziitiiniin ringer soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.3’te ve Sekil 4.3’ te gorildigi gibi, O. sigmoideum o&zitiinlin ringer
soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon serilerinden 40 mg/ml konsantrasyonda 1.
saatte trofozoitlerin ¢ogu o6lmiis olup 72. saatin sonunda ¢ok az miktarda canli
trofozoite rastlanmistir. O. sigmoideum ringer 6ziitii (40 mg/ml) 72. saatin sonunda
A.castellanii trofozoit formu {izerindeki % canlilik etkisi (2.0 + 0.0) olarak tespit
edilmistir 20 mg/ml konsantrasyonda ise 8. saaten sonra canli trofozoit sayisinda
hizl1 bir azalma olmus ve 72. saat sonunda trofozoitler tizerindeki % canlilik etkisi
(4.0 £ 0.0) olarak bulunmustur. Kontrol grubunda bitki 6ziitii bulunmayip sadece A.
castellanii trofozoit ile ringer soliisyon i¢ermektedir. Kontrol grubuna Cizelge 4.3’¢
bakildiginda 72. saatin sonunda canli trofozoit sayis1 yaklasitk % 1’lik hiicre
oliimiiyle neredeyse hi¢ azalmamistir. Oysa sadece A. castellanii trofozoitleri ile
metanol (%1) soliisyonu igeren Cizelge 4.1’deki Kontrol grubuna bakildiginda 72.

saatin sonunda % 3’liik hiicre 6limii gozlenmistir.
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40 mg/ml ringer 6ziit konsantrasyonu ile uygulanan saatlere gore % canlilik oranlari
arasindaki farkliliklar Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Buna gore 1.(a), 3.(b), 6.(c),
8.(d), 24.(e), 48.(f) saat ile 72. saat arasinda anlaml1 istatistiksel farkliliklar (p<0.05)

bulunmusur.
100
=4—40 mg/ml
90
=20 mg/ml
80 1 == 10 mg/ml
70 - =5 mg/ml
_ 60 - —t=2.5mg/ml
=
= 50 =—0—1.25mg/ml
EU 40 - Kontrol
30
20
10 -
O T T T - T - T - T 1
1.saat 3.saat 6.saat 8.saat 24.saat  48.saat  72.saat
Oziitiin uygulama zamani

Sekil 4.3. Ringer ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan O. sigmoideum Oziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii trofozoit {izerine amoebisidal etkisinin grafigi

A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkilerin 6l¢iildiigi 1., 3., 6., 8., 24.,
48. saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlari arasindaki istatistiksel farkliliklar
incelendiginde Cizelge 4.3° de gorildigi gibi O. sigmoideum 40 mg/ml
konsantrasyonundaki ringer oziitlinde 72 saatte gozlenen % canlilik oranlar ile 8.,
24. ve 48. saatler arasinda anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. Yine ayni bitkinin 20,
10, 2.5, 1.25 mg/ml konsantrasyonundaki ringer Oziitlinde 48. saat ile 72. saat
arasinda % canlilik oranlari bakimindan herhangi bir farklilik gézlenmemistir. O.
sigmoideum ringer oziitlerinden 5 mg/ml konsantrasyonunda uygulanan tiim saatler

ile 72. saat arasinda % canlilik oranlart bakimindan anlamli farklilik gézlenmistir

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki O. sigmoideum ringer dziitiiniin A.castellani trofozoit ve kist formu iizerindeki yiizde (%) canlilik etkisi

Yasam Deney periyodu
Konsantrasyon formu

1. saat 3. saat 6. saat 8. saat 24. saat 48. saat 72. saat

40 mg/ml Trofozoit 13.6+0.62 10.0+0.5° 7.6+0.3° 4.0£0.0 2.3+0.3 2.0£0.0 2.0£0.0
Kist 95.0+0.0? 92.0:£0.0° 91.0+0.0° 90.0:£0.0¢ 89.6+0.3¢ 89.0:£0.0 87.0+0.0

20 mg/ml Trofozoit 65.3+1.22 43.3+0.3° 21.0+0.5° 9.6+0.6¢ 8.6+0.8° 6.0£0.5 4.0+0.0
Kist 96.0+0.0? 94.6+0.3P 93.0+0.0° 92.0+0.5¢ 91.6+0.3¢ 90.0£0.0 89.0+0.0

10 mg/mi Trofozoit 86.0+0.52 77.6+0.3° 72.0+0.5¢ 64.6+0.3¢4 44.3+0.3¢ 43.3+0.8 40.6+1.2
Kist 97.3+0.32 95.6+0.3° 94.6+0.3° 92.6+0.3¢ 92.0+£0.0° 91.6+0.3 90.3+0.3

5 mg/mi Trofozoit 97.0+0.52 89.3+0.3° 86.3+1.2¢ 83.0+0.5¢ 79.6+0.3¢ 76.0+0.5f 64.3+0.3
Kist 98.0+0.0? 96.3+0.3P 95.3+0.3¢ 94.0+0.5¢ 93.3+0.0° 92.0+0.0 91.0+0.0

2.5 mg/ml Trofozoit 98.0+0.0? 93.0+0.0° 91.0+0.0° 86.6+0.3¢ 83.3+0.3° 79.0£0.5 75.6+0.8
Kist 98.3+0.32 96.6+0.3° 96.0-£0.0° 94.6+0.3¢ 93.6+0.3¢ 92.6+0.3 92.0+0.0

1.25 mg/ml Trofozoit 100.0+0.02 96.3+0.8° 93.0+0.0¢ 88.6+0.8¢ 87.3+£1.2¢ 83.6+0.3 80.6+0.3
Kist 99.0:£0.0? 98.0:£0.0P 97.0:£0.0° 95.6+0.3¢ 94.6+0.3° 94.0+0.0 93.0:£0.0

Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100.0£0.0 100.00.0 100.0+0.0 100.0£0.0 100.00.0 99.0:£0.6
Kist 100.00.0 100.0£0.0 100.00.0 100.0:£0.0 100.0£0.0 100.00.0 100.0:£0.0

Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir.
a, b, c, d, e, f: 72. saatten farkl istatistiksel degerlerdir, p (0.05).

a: 1.-72.saat; b: 3. - 72. saat; c: 6. - 72. saat; d: 8. - 72. saat; e: 24.-72. saat; f: 48. - 72. saat.



O. sigmoideum ringer oziitiiniin A.castellanii trofozoit formu {izerindeki yaklasik
IC50 degeri sirasiyla 72., 48., 24., 8., 6., 3. ve 1. saatlerde 7.3, 8.4, 8.9, 11.9, 13.3,
16.7 ve 24.2 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki O. sigmoideum ringer oziitiiniin A.castellanii
trofozoit formu iizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor
konsantrasyon
(1C50)

72 7.3 mg/ml

48 8.4 mg/ml

24 8.9 mg/ml

Trofozoit 8 11.9 mg/ml

6 13.3 mg/ml

3 16.7 mg/ml

1 24.2 mg/ml

4.4. O. sigmoideum oziitiiniin ringer soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii kistleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.3’te ve Sckil 4.4°de goriildiigii gibi, O. sigmoideum oziitliniin ringer
soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon serilerinin tiim konsantrasyonlarinda,
beklendigi gibi canli kist sayisinda ¢ok fazla miktarda azalma goriilmemis hatta
metanol ile hazirlanan konsantrasyon serilerine gére daha az miktarda azalmanin s6z
konusu oldugu farkedilmistir. O. sigmoideum ringer oziitiinin 40 mg/ml
konsantrasyonunda 72. saatin sonunda A.castellanii kist formu tizerindeki % canlilik
etkisi (87 + 0.0) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.4). Kontrol grubunda
bitki 6zitii bulunmayip sadece A. castellanii Kist ile ringer soliisyon igermektedir.
Kontrol grubuna Cizelge 4.3’¢ bakildiginda, 72. saatin sonunda canli kist sayis1 hig

azalmamustir.

A. castellanii kistleri lizerine amoebisidal etkilerin 6l¢iildigi 1., 3., 6., 8., 24., 48.
saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar
incelendiginde Cizelge 4.3° te gorildigi gibi O. sigmoideum 40 mg/ml
konsantrasyonundaki ringer oziitiinde 72 saatte gozlenen % canlilik oranlari ile diger

tiim saatler arasinda anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir.
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Yine ayni bitkinin 20, 10, 5, 2.5 ve 1.25 mg/ml konsantrasyonlarindaki metanol
oOziitlerinde 48. saat ile 72. saat arasinda % canlilik oranlar1 bakimindan herhangi bir

farklilik gézlenmemistir (Cizelge 4.3).

100 - T
== 40 mg/ml
98 -
== 20 mg/ml
96
== 10mg/ml
94 +
=5 mg/ml
92
= —#—2.5mg/ml
= 80
r—;“ =0—1.25mg/ml
8 88 -
Kontrol
86 -
84
82 -
80 T T T T T 1
1.saat 3.saat 6.saat 8.saat 24.saat  48.saat  72.saat
Oziitiin uygulama zamani

Sekil 4.4. Ringer ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan O. sigmoideum Oziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii kistleri izerine amoebisidal etkisinin grafigi

45. T. orientalis oziitiiniin metanol (% 1) ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkKisi

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’te gorildigi gibi, T. orientalis 6ziitiiniin metanol ile
hazirlanan konsantrasyon serilerinden 80 mg/ml konsantrasyonu 72. saatin sonunda
trofozoitlerin tamamu tizerinde letal etki gostermistir. 40 mg/ml konsantrasyonda ise
canli trofozoit sayisinda hizli bir diisiis olmus, A. castellanii trofozoit formu
tizerindeki % canlilik oran1 72. saatte (1.6 + 0.3) olarak bulunmustur. Ayrica 20 ve
10 mg/ml konsantrasyonda ise 24. saatten sonra canli trofozoit sayisinda hizli bir
azalma tespit edilmistir. 80 mg/ml metanol 6ziit konsantrasyonu ile uygulanan
saatlere gore % canlilik oranlart arasindaki farkliliklar Cizelge 4.5’te gosterilmistir.
Buna gore 1.(a), 3.(b), 6.(c), 8.(d), 24.(e), 48.(f), saat ile 72. saat arasinda anlaml
istatistiksel farklilik (p<0.05) bulunmustur. Kontrol grubunda bitki 6ziitii bulunmayip

sadece A. castellanii trofozoitleri ile metanol (%1) icermektedir. Kontrol grubuna
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Cizelge 4.5’e bakildiginda metanoliin toksik etkisinden dolay1 72. saatin sonunda

canli trofozoit sayisinda yaklasik % 3’liik bir azalma goriilmiistiir.

100
=380 mg/ml

90 1 ——40 mg/ml

80 ——20mg/ml

70 - =10 mg/ml

60 | —=5mg/ml
S
= 50 - =0—2.5mg/ml
= 1.25mg/ml
S 40
9] Kontrol

30

20

10 -

O T T T T T
l.saat 3.saat 6.saat 8.saat 24.saat  48.saat  72.saat
Oziitiin uygulama zamani

Sekil 4.5. Metanol ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan T. orientalis 6zitiintin farkli
saatlerde A. castellanii trofozoit {izerine amoebisidal etkisinin grafigi

A. castellanii trofozoitleri tizerine amoebisidal etkilerin dl¢ildiigi 1., 3., 6., 8., 24.,
48. saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar
incelendiginde, Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi T. orientalis’in 80 mg/ml ve 40 mg/ml
konsantrasyonundaki metanol 6ziitiinde 72 saat ile sadece 24. ve 48. saatler arasinda
anlamli bir farklilk go6zlenmemigstir. T. orientalis metanol Oziitiniin diger
konsantrasyonlarinda (20, 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml) uygulanan tiim saatler ile 72. saat

arasinda % canlilik oranlar1 bakimindan anlaml farklilik gozlenmistir (Cizelge 4.5).

T. orientalis metanol oziitiiniin A.castellani trofozoit formu tizerindeki yaklasik IC50
degeri sirasiyla 72., 48., 24., 8., 6., 3. ve 1. saatlerde 4, 7.2, 8.7, 11.1, 14.1, 21.4 ve
23.8 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki T. orientalis metanol 6ziitiiniin A.castellani trofozoit ve kist formu tizerindeki yiizde (%) canlilik etkisi

Konsantrasyon Yasam Deney periyodu
formu

1. saat 3. saat 6. saat 8. saat 24. saat 48. saat 72. saat
80 mg/ml Trofozoit 5.6+0.32 4.3+0.3° 3.3£0.3¢ 2.6+0.39 2.0+0.0 1.0£0.0 0.0+0.0
Kist 93.6+0.32 93.3+0.3° 91.6+0.6° 89.6+0.64 87.6+0.3¢ 86.6+0.3f 84.6+0.3
40 mg/ml Trofozoit 9.6+0.32 7.3£0.3° 5.3£0.3¢ 4.3+0.34 3.3£0.3 2.6£0.3 1.6£0.3
Kist 95.3+0.32 94.0+0.0° 92.6+0.3° 91.3+0.3¢ 89.6+0.3¢ 88.0+0.0f 86.0+0.0
20 mg/ml Trofozoit 66.0+0.52 56.3+0.8° 34.0+0.5¢ 28.3+0.8¢ 23.3+0.3¢ 18.3+0.3" 12.3+0.3
Kist 96.3+0.32 94.6+0.3° 93.6+0.3° 92.3+0.3¢ 90.0+0.5¢ 88.6+0.3 87.6+0.3
10 mg/ml Trofozoit 85.0+0.52 78.3+0.3° 69.0+0.5¢ 57.0+0.0¢ 45.0+0.5° 34.6+0.3f 29.0+0.5
Kist 96.6+0.32 95.3+0.3° 94.3+0.3° 92.6+0.3¢ 90.6+0.3¢ 89.6+0.3 88.6+0.3
5 mg/ml Trofozoit 96.3+0.32 89.3+0.3° 85.3+£0.3¢ 83.3+0.34 80.3+0.3¢ 71.3+0.3f 46.0£0.5
Kist 97.6+0.32 96.6+0.3° 95.34+0.3¢ 93.6+0.3¢ 92.6+0.3¢ 91.3+0.3 89.6+0.3
2.5 mg/ml Trofozoit 98.0+0.02 96.0+0.0° 94.0+0.0° 93.0+0.0¢ 84.0+0.0¢ 75.340.3f 64.0+0.0
Kist 98.6+0.32 97.3+0.3° 96.0+0.0° 94.6+0.3¢ 93.6+0.3¢ 92.3+0.3f 90.3+0.3
1.25 mg/ml Trofozoit 99.0+0.02 97.0+0.0° 95.0+0.0° 94.0+0.0¢ 90.6+0.3¢ 85.3+0.3f 76.3+0.3
Kist 99.6+0.32 98.3+0.3° 96.6+0.3¢ 95.3+0.34 94.3+0.3¢ 92.3+0.3 91.3+0.3
Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 99.0+0.5 98.0+0.5 97.3+0.3
Kist 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 99.3+0.3 99.3+0.0 99.0+0.3

Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir.

a,b,c,d, e, f: 72. saatten farkli istatistiksel degerlerdir, p (0.05).

a: 1.- 72. saat; b: 3.- 72. saat; c: 6. - 72. saat; d: 8. - 72. saat; e: 24. - 72. saat; f: 48. - 72. saat.



Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki T. orientalis Metanol oziitiiniin A.castellanii
trofozoit formu iizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor
konsantrasyon
(1C50)
72 4 mg/ml
48 7.2 mg/ml
. 24 8.7 mg/ml
Trofozoit 8 11.1 mg/ml
6 14.1 mg/mi
3 21.4 mg/ml
1 23.8 mg/mi

4.6. T. orientalis oziitiiniin metanol (% 1) ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii Kistleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6’da goriildiigii gibi, T. orientalis 6ziitiiniin metanol ile
hazirlanan konsantrasyon serilerinden 80 mg/ml konsantrasyonu 72. saatin sonunda
kistlerin % canlilik oran1 (84.6 = 0.3) seklinde bulunmustur. Kontrol grubunda bitki
oziitii bulunmayip sadece A. castellanii kist ile metanol (%1) soliisyon icermektedir.
Sekil 4.6’ya bakildiginda, kontrol grubunda 72. saatin sonunda canli kist sayisinda %
1’lik hiicre oliimii goriilmistir. Bu durum metanoliin olusturdugu toksik etkiye

baglanmaktadir.

A. castellanii kistleri {izerine amoebisidal etkilerin dl¢iildigi 1., 3., 6., 8., 24., 48.
saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar
incelendiginde Cizelge 4.5’ te goriildiigii gibi T. orientalis’in 80, 40, 2.5 mg/ml
konsantrasyonundaki metanol oziitlinde 72 saatte gozlenen % canlilik oranlar ile

diger tiim saatler arasinda anlamli farkliliklar oldugu tespit edilmistir.
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Yine aym bitkinin 20, 10, 5 ve 1.25 mg/ml konsantrasyonlarindaki metanol
oOziitlerinde 48. saat ile 72. saat arasinda % canlilik oranlar1 bakimindan herhangi bir

farklilik gézlenmemistir (Cizelge 4.5).

100 4
——80mg/ml
==40 mg/ml
95 +
=20 mg/ml
90 - —=10mg/ml
® == 5 mg/ml
=
E 85 - —0—2.5mg/ml
1.25mg/ml
80 - Kontrol
75 T T T T 1
l.saat 3.saat 6.saat B.saat 24.saat 48.saat 72.saat
Oziitin uygulama zamani

Sekil 4.6. Metanol ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan T. orientalis ozitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii kistleri tizerine amoebisidal etkisinin grafigi

4.7. T. orientalis oziitiiniin ringer soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine amoebisidal etkisi

Cizelge 4.7°de goriildigi gibi, T. orientalis oziitiiniin ringer soliisyonu ile hazirlanan
konsantrasyon serilerinden 80 mg/ml ve 40 mg/ml konsantrasyonlarinda canli
trofozoit sayisinda 1. saatte hizli bir azalma olmakla beraber 72. saatin sonunda
trofozoitlerin % canlilik orani sirasiyla (1.6 + 0.3) ve (6.3 = 0.3) seklinde
bulunmustur. 20 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarinda ise, canli trofozoit
sayisinda azalma devam ederek 72. saatin sonunda trofozoitlerin % canlilik orani
sirastyla (19.3 + 0.3) ve (45 + 0.5) olarak gozlenmistir. Kontrol grubunda bitki dziitii
bulunmay1p sadece A. castellanii trofozoit ile ringer soliisyon igermektedir. Kontrol
grubuna Sekil 4.7’ye bakildiginda 72. saatin sonunda canli trofozoit sayisinda

neredeyse hi¢ azalma goriilmemistir.
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A. castellanii trofozoitleri tizerine amoebisidal etkilerin 6l¢ildigi 1., 3., 6., 8., 24.,
48. saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlari arasindaki istatistiksel farkliliklar
incelendiginde, Cizelge 4.7°de goruldigi gibi T. orientalis’in 80 mg/ml
konsantrasyonundaki ringer Oziitiinde 72 saat ile sadece 24. ve 48. saatlerde, 40

mg/ml konsantrasyonunda ise 72 saat ile 48. saat arasinda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir.
100 -+
—4—380mg/ml
90 -
=40 mg/ml
80 4 8/
70 - == 20 mg/ml
60 - =10 mg/ml
S
= 50 - —+—=5mg/ml
E 40 - =0—2.5mg/ml
30 1.25mg/ml
20 Kontrol
0| -
M h : s & N
0 T T T T e T = T 1
l.saat 3.saat 6.saat 8.saat 24.saat 48saat  V2.saat
Oziitiin uygulama zamani

Sekil 4.7. Ringer ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan T. orientalis 6ziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii trofozoitleri {izerine amoeboesidal etkisinin grafigi

T. orientalis ringer 6ziitiiniin diger konsantrasyonlarinda (20, 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml)
uygulanan tiim saatler ile 72. saat arasinda % canlilik oranlari bakimindan anlaml

farklilik gozlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki T. orientalis ringer 6ziitiiniin A.castellani trofozoit ve kist formu iizerindeki yiizde (%) canlilik etkisi

Konsantrasyon Yasam Deney periyodu
formu

1. saat 3. saat 6. saat 8. saat 24. saat 48. saat 72. saat

80 mg/ml Trofozoit 7.6£0.32 6.6+0.3° 5.6+0.3¢ 4.6+0.3¢ 3.6+0.3 2.6+0.3 1.6+0.3
Kist 95.3+0.32 94.3+0.3P 93.0+0.0° 91.6+0.3¢ 90.0+0.0° 88.340.3 87.0+0.5

40 mg/ml Trofozoit 15.3+0.32 11.3+0.3° 10.0+0.5¢ 9.3+(0.3¢ 8.6+0.3¢ 8.0+0.5 6.3+0.3
Kist 96.0+0.02 95.0+0.0P 93.3+0.3¢ 92.0+0.5¢ 90.6+0.3¢ 89.6+0.3 88.0+0.0

20 mg/ml Trofozoit 70.6+1.22 64.0+0.5P 53.0+0.0° 43.3+0.3¢ 37.3+0.3¢ 28.6+0.3f 19.3+0.3
Kist 97.0+0.02 96.0+0.0° 94.6%0.3¢ 94.0+0.0¢ 92.3+0.3¢ 90.6+0.3 89.6+0.3

10 mg/ml Trofozoit 88.3+0.32 79.6+0.3° 74.3+0.3¢ 66.0+0.59 66.3+0.3¢ 54.6+0.3f 45.0+0.5
Kist 98.3+0.62 96.6+0.3° 95.3+0.3¢ 94.3+0.3¢ 93.0+0.0° 92.0+0.0 91.0+0.0

5 mg/ml Trofozoit 98.0+0.02 90.6+0.3° 86.3+0.3¢ 83.6+0.3¢ 80.3+0.3¢ 78.6+0.3f 66.3+0.3
Kist 99.0+0.02 97.0+0.0° 96.0+0.0° 94.6+0.3¢ 94.0+0.0¢ 93.0+0.5 92.0+0.0

2.5 mg/ml Trofozoit 98.6+0.32 96.6+0.3P 94.6+0.3¢ 93.3+0.3¢ 85.0+0.0° 80.0+0.0° 76.6+0.6
Kist 99.34+0.32 98.3+0.6° 96.6+0.3¢ 95.3+0.34 94.6+0.3¢ 93.3+0.3 93.0+0.0

1.25 mg/ml Trofozoit 100.0+0.0? 97.6+0.3° 95.6+0.3¢ 94.3+0.3¢ 91.3+0.3¢ 86.0+0.0 82.0+0.0
Kist 99.6+0.32 99.0+0.0° 97.0+0.0° 96.6+0.3¢ 95.6+0.3¢ 94.6+0.3 93.6+0.3

Kontrol Trofozoit 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 99.6+0.3
Kist 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
a, b, c,d, e, f: 72. saatten farkli istatistiksel degerlerdir, p (0.05).

a: 1.-72. saat; b: 3.- 72. saat; c: 6. - 72. saat; d: 8. - 72. saat; e: 24. - 72. saat; f: 48. - 72. saat



T. orientalis ringer 6ziitiiniin A.castellani trofozoit formu tizerindeki yaklasik 1C50
degeri sirasiyla 72., 48., 24., 8., 6., 3. ve 1. saatlerde 8.5, 11.1, 14.4, 15.9, 20.9, 23.9
ve 25.8 mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki T. orientalis ringer 6ziitiintin A.castellanii trofozoit
formu tizerindeki IC50 degeri

A. castellanii Uygulanan saat % 50 inhibitor
konsantrasyon
(1C50)

72 8.5 mg/ml

48 11.1 mg/ml

i 24 14.4 mg/ml

Trofozoit 8 15.9 mg/ml

6 20.9 mg/ml

3 23.9 mg/ml

1 25.8 mg/ml

4.8. T. orientalis oziitiiniin ringer soliisyon ile hazirlanan konsantrasyon

serilerinin A. castellanii Kkistleri iizerine amoebisidal etKisi

Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8°’de goriildiigii gibi, T. orientalis oziitiiniin ringer ile
hazirlanan konsantrasyon serilerinden 80 mg/ml konsantrasyonu 72. saatin sonunda
Kistlerin % canlilik oran1 (87.0 + 0.5) seklinde bulunmustur. Kontrol grubunda bitki
Oziiti bulunmayip sadece A. castellanii kist ile Ringer soliisyonu i¢ermektedir.
Cizelge 4.7’ ye bakildiginda, kontrol grubunda 72. saatin sonunda canli kist sayisi hig

azalmamustir.

Cizelge 4.7°de gortildigii gibi, T. orientalis 6ziitiiniin ringer soliisyon ile hazirlanan
konsantrasyon serilerinin tiim konsantrasyonlarinda, canli kist sayisinda istenilen
miktarda bir azalma goriilmeyip hatta metanol ile hazirlanan konsantrasyon serilerine
gdre daha az miktarda azalma s6z konusudur. Oziitiin ringer soliisyonu ile hazirlanan
konsantrasyon serilerinin tamami, 72. saatin sonunda Kistlerin tiimiinii bertaraf
edememistir. Kontrol grubunda bitki 6ziitii bulunmayip sadece A. castellanii kist ile
ringer soliisyon igermektedir. Kontrol grubuna Sekil 4.8’e bakildiginda, 72. saatin

sonunda canli kist sayis1 hi¢ azalmamustir.
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A. castellanii kistleri {izerine amoebisidal etkilerin dl¢iildigi 1., 3., 6., 8., 24., 48.
saatler ile 72. saatteki % canlilik oranlar1 arasindaki istatistiksel farklilik
incelendiginde Cizelge 4.7’ te goriildiigii gibi T. orientalis’in 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 ve
1.25 mg/ml konsantrasyonlarindaki ringer oziitiinde sadece 48. saat ile 72. saat

arasinda % canlilik oranlart bakimindan herhangi bir farklilhik gozlenmemistir
(Cizelge 4.7).

100 +
—4—30 mg/ml
== 40mg/ml
95 - g/
—e=20 mg/ml
90 - =10 mg/ml
= =5 mg/ml
=
r_Eu 85 - =0—2.5mg/ml
(=)
—+=1.25mg/ml
80 - Kontrol
75 T T T T T 1
1.saat J.saat 6.saat 8.saat 24.saat 48.saat 72.saat
Oziitiin uygulama zaman

Sekil 4.8. Ringer ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan T. orientalis 6ziitiiniin farkli
saatlerde A. castellanii Kistleri iizerine amoebisidal etkisinin grafigi
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Acanthamoeba tiirleri, serbest yasayan amipler arasinda olup dogada, toprak ve
sularda yaygin olarak bulunmaktadir (Maghsood ve ark., 2005; Winck ve ark., 2011;
Siddiqui ve Khan, 2012; Ergiiden, 2015). Acanthamoeba tiirlerinin sebep oldugu
Acanthamoeba keratiti (AK), Graniilomatoz amibik ensefalit (GAE), Kutantz
acanthamoebiasis gibi 6nemli enfeksiyonlar son yillarda artis gostermektedir
(Siddiqui ve Khan, 2012; Ergiiden, 2015). Bu enfeksiyonlarin eradikasyonunda,

erken tani ve etkili tedavi biiylik onem tasimaktadir.

Giliniimiizde kullanilan antiparaziter ilaglar, MSS ve goz gibi bazi1 anatomik
bolgelerde yeterince etkili olamadiklarindan Acanthamoeba tiirlerine bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde yetersiz kalmaktadir. Ayrica AK tedavisi giiniimiizde,
Klorheksidin ve poliheksametilen biguanid gibi katyonik antiseptiklerin ya tek basina
ya da ikisinin kombinasyonu seklinde uygulanmaktadir. GAE, AK’ne gore daha az
goriildiigli icin GAE’nin standart tedavi semast heniiz bulunmamaktadir (Fiori ve
ark., 2006; Ergiiden, 2015). Katyonik antiseptikler, antifungaller ve makrolid grubu
antibiyotikler, in vitro ve in vivo olarak test edilmis ancak tedavide her zaman
basarili sonuglar alinamamistir (Mattana ve ark., 2004; Ergiliden, 2015). Baz1 anti-
ameobik ilaglar sadece amoebastatik etki gostermekte ve tedavide kullanilan
molekiiller, konak igin sitotoksik etki gosterebilmektedir. Anti-ameobik ilag
tedavileri, uzun silire uygulandiklarinda hasta tarafindan iyi tolere edilememekte, ve
bu ilaglara zamanla mikroorganizmalar tarafindan direng gelisebilmektedir (Fiori ve
ark., 2006; Aydin, 2008). Bu problemler sebebiyle trofozoitler ve kistler {izerinde
etkili, iy1 tolere edilebilen ve sitotoksik olmayan ila¢ arayislar1 halen devam
etmektedir (Saygi ve Polat, 2003; Ergiiden, 2015). Mevcut tedavilerin istenilen
aktivite ve selektiviteye sahip olmamasi, tedavi siirelerinin uzun olmasi ve buna bagh
yan etkilerin ortaya cikmasi, kronik enfeksiyonlarda gozlenen kist formlarinin
ilaglara direngli olusu gibi problemlerin ortadan kaldirilmasi igin alternatif tedavi
yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu baglamda bitkisel kimyasallara dogru bir
egilim s6z konusu olmaktadir. Modern tipta ve ilag endiistrisinde, bitkisel kaynakli
kimyasallarin kullanilmas1 yoniindeki egilim artarak devam etmektedir (Vidal ve

ark., 2007; Inbaneson ve ark., 2012).
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Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin veya oziitlerin amoebisidal aktivitelerinin
arastirildigr c¢alismalar son yillarda hizla artis gostermektedir. Acanthamoeba
tirleriyle ilgili bu alanda yapilan ¢alismalarda buna paralel olarak devam etmektedir.
Ancak, yapilan caligmalarda etkili bulunan ugucu yaglarin ya da bitkisel oziitlerin
biyolojik aktivitesinden sorumlu olan bilesenlerin etki mekanizmalar1 hakkindaki

bilgiler sinirl kalmaktadir.

Bircok ¢alismada farkli bitki tlirlerinin metanol ile hazirlanmis Oziitleri kullanilarak
A. castellanii trofozoitleri ve Kistleri {izerinde in vitro amoebisidal etkileri
karsilastirma yapilarak arastirilmistir.  Ornegin, Polat ve ark., (2007c), A.
castellanii'ye karsi Tirkiye'den dort Allium tiirtintin (Allium sivasicum, Allium
dictyoprosum, Allium scrodoprosum subsp. rotundum, ve Allium atroviolaceum)
metanol Oziitlerinin in vitro amoebisidal etkinligini ve korneal hiicrelerdeki
sitotoksisitesini arastirmiglardir. Calismalarinin sonucunda Allium scrodoprosum
subsp. Rotundum’un en giiglii amoebisidal etki gosterdigini vurgulamiglardir. Goze
ve ark., (2009), A. castellanii trofozoitleri ve kistleri tizerine Salvia tiirlerinin (S.
caespitosa ve S. staminea) metanol 6ziitlerinin in vitro etkilerini incelemisler ve S.
staminea’nin metanol Oziitlinlin daha giiglii amoebisidal etkisinin oldugunu
belirtmislerdir. Malatyali ve ark., (2011a), Peucedanum caucasicum, Peucedanum
palimbioides, Peucedanum chryseum ve Peucedanum longibracteolatum'un metanol
ozitlerini A. castellanii trofozoitleri ve kistleri {izerine in vitro amoebisidal
etkinligini degerlendirmislerdir. P. longibracteolatum'un, en giiglii amoebisidal etkiyi
gosterdigini  belirtmislerdir. Malatyali ve ark., (2011b), Satureja cuneifolia ve
Melissa officinalis metanol 6ziitlerini A. castellanii trofozoitleri ve kistleri iizerine in
vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmislerdir. S. cuneifolia’nmin, daha giiglii
amoebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir. Tepe ve ark., (2011), Teucrium
polium ve Teucrium chamaedrys'in metanol 6ziitlerini A. castellanii trofozoitleri ve
kistleri ilizerine in vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmislerdir. T.
chamaedrys’in en giliglii amoebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir. Degerli ve
ark., (2012), Origanum syriacum ve Origanum laevigatum metanol Oziitlerini A.
castellanii trofozoitleri ve Kistleri {izerinde amoebisidal etkinligini incelemislerdir.

O. syriacum’un en gii¢lii amoebisidal etkiyi gosterdigini belirtmislerdir.
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Sunulan ¢alismada da, O. sigmoideum’un ve T. orientalis’in  farkli
konsantrasyonlardaki metanol (%1) oziitleri A. castellanii trofozoitleri ve kistleri
tizerinde amoebisidal aktivitesi in vitro olarak incelenmistir. O. sigmoideum’un
metanol (%1) oziitiiniin A. castellanii trofozoitleri ve Kistleri iizerinde amoebisidal
aktivitesinin T. orientalis’in metanol (%1) Oziitine gore daha etkili oldugu

gozlenmistir.

Arastirmada; O. sigmoideum ile T. orientalis metanol (%1) 6ziitlerinin A. castellanii
trofozoitleri tizerine amoebisidal etkileri karsilastirildiginda, O. sigmoideum’dan elde
edilen metanol (%1) o6zitii, Acanthamoeba trofozoitleri tizerinde T. orientalis’in

metanol (%1) 6ziitiinden daha etkili oldugu bulunmustur.

O. sigmoideum ile T. orientalis metanol (%1) oziitlerinin A. castellanii Kistleri
tizerine amoebisidal etkileri karsilastirildiginda, A. castellanii kistlerinin her iki 6ziite
karst duyarliligi birbirinden ¢ok farkli olmayip Acanthamoeba trofozoitleriyle
karsilastirildiklarinda, trofozoitlerin 6ziitlere olan duyarliliginin kistlerden daha fazla
oldugu gorilmistir. Bu durum, O. Sigmoideum’da bulunan farkli sekonder

metobolitlerin amobisidal etkisinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Birgok arastirici tarafindan metanol disinda farkli ¢oziiciiler kullanilarak da bitki
oziitlerinin hazirlandig arastirmalar yapilmistir. Ornegin, Topalkara ve ark., (2007),
propolisin etanol oziitlinii, A. castellanii trofozoitleri ve kistleri tizerindeki in vitro
amoebisidal etkilerini arastirmislar ve giiclii bir amoebisidal etkisinin oldugunu
vurgulamislardir. Rodio ve ark., (2008), Pterocaulon polystachyum'un hekzan,
diklorometan ve metanol oOziitlerini A. castellanii'ye karsi denemislerdir. A.
castellanii'ye karsi en etkili amoebisidal aktiviteyi hekzan ile hazirlanan Oziitiin
gosterdigini belirtmislerdir. Degerli ve ark., (2011a), Pastinaca armenea ve Inula
oculus-christi  bitkilerinden deiyonize su kullanarak hazirlanan 6ziitlerini  A.
castellanii’ye karsi in vitro amoebisidal etkinligini degerlendirmislerdir. Inula
oculus-christi‘nin, trofozoitler ve kistler lizerinde en gii¢lii amoebisidal etkiyi
gosterdigini vurgulamislardir. Nagwa ve ark., (2011), Arachis hypogaea L. ,
Curcuma longa L. ve Pancratium maritimum L. bitkilerinden etanol ile hazirlanan
oziitlerin A. castellanii kistleri {izerinde in vitro amoebisidal etkinligini

degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak, A. hypogaea, C. longa ve P. maritimum‘un
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etanol Oziitlerinin Acanthamoeba kistlerine karsi tiim oziitlerin, Klorheksidin'den
daha etkili oldugunu bulmuslardir. Sifaoui ve ark., (2013), Tunus’taki bes fakli
zeytin agaglarindan (Chemlali Tataouine, Zarrazi, Toffehi, Dhokkar ve Limouni) ti¢
farkli ¢oziicii (metanol, etanol ve her ikisinin karisimi) kullanilarak elde edilmis
yaprak Oziitlerini A. castellanii’ye karsi amoebisidal etkinligini incelemislerdir.
Dhokkar yapraginin metanol 6ziitii en giiclii amoebisidal etkiyi gostermistir. Badria
ve ark., (2014), amibik keratitten izole edilen A. castellanii kistlerine karsi
Helianthemum lippii (L.) 'nin etil asetat ve metanol 6ziitlerinin amoebisidal etkilerini
in vitro incelemiglerdir. Etil asetat Oziitlerinin metanol Oziitlerinden daha etkili
oldugunu belirtmislerdir. Derda ve ark., (2015), Artemisia annua L bitkisinin
deiyonize su, alkol ve kloroform &ziitlerinin acanthamoebiasis tedavisinde
antibiyotiklerle kombine olarak in vivo test etmislerdir. Kloroform ile hazirlanan
Oziitleri daha etkili bulmuslardir. Mahboob ve ark., (2016), Lonicera japonica
bitkisinin kurutulmus ¢i¢ek tomurcuklarindan etil asetat, su ve biitanol ile hazirlanan
Oziitlerini Acanthamoeba triangularis’e karsi in vitro amoebisidal aktivitesini
incelemiglerdir. Etil asetat ile hazirlanan 6ziitliin en giicli amoebisidal etkiyi
gostermis oldugunu belirtmislerdir. Dodangeh ve ark., (2017), Ziziphus vulgaris'in
sulu oziitlerini (kloroform, su ve alkol) Acanthamoeba trofozoit ve kistlerine kars1 in
vitro amoebisidal etkilerini arastirmislardir. Ek olarak, fare peritoneal makrofajlari
tizerinde de sitotoksisitesini test etmislerdir. Kloroform 6ziitiiniin diger 6ziitlerle gore
daha yiiksek bir amoebisidal aktivitesi oldugunu ortaya koymuslar ve oziitlerin
herhangi bir sitotoksisite gostermedigini de vurgulamislardir. Bu 6rneklerden
anlasilacagr gibi, farkli oOziitlerin amoebisidal etkileri karsilagtirmali olarak

incelendiginde her bir ¢alismadan alinan sonuglar birbirine benzer bulunmamustir.

Calismada da O. sigmoideum ve T. orientalis oziitleri, metanol (%1) disinda ringer
soliisyonu kullanilarak da hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlardaki metanol (%1)
ve ringer Ozitlerinin A. castellanii trofozoitleri ve Kkistleri {izerinde in vitro
amoebisidal aktivitesi arastirilmistir. Ringer oziitiiniin A. castellanii trofozoitleri ve
Kistleri iizerinde amoebisidal aktivitesinin metanol (%1) oziitiine gore daha az etkili
oldugu goézlenmistir. Ancak, sadece metanol (%1) iceren kontrol gruplarinda 24.
saatten baslayip 72. saate kadar yaklasik olarak 0.7-3 % arasinda hiicre Oliimii

gozoniine alindiginda kullanilan bitkilerin disinda metanoliin  kendisinin de
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trofozoitler ve kistler igin az da olsa toksik etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur.
Bununla beraber, sadece ringer igeren kontrol gruplarinda uygulanan farkli saatlerin

neredeyse higbirinde trofozoitlerin ve kistlerin 6liimii s6zkonusu degildir.

O. sigmoideum ile T. orientalis ringer Oziitlerinin A. castellanii trofozoitleri iizerine
amoebisidal etkileri karsilagtirildiginda, O. sigmoideum’dan elde edilen ringer
oziitiiniin de Acanthamoeba trofozoitleri lizerinde T. orientalis’in ringer 6ziitinden

daha etkili oldugu gézlenmistir.

O. sigmoideum ile T. orientalis ringer Oziitlerinin A. castellanii kistleri tizerinde
amoebisidal etkileri karsilastirildiginda, A. castellanii kistlerinin her iki 6ziite karsi
duyarliligi  birbirinden ¢ok farkli olmayip Acanthamoeba trofozoitleriyle
karsilastirildiklarinda, trofozoitlerin 6ziitlere olan duyarliliginin kistlerden daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Bu durum, ringer soliisyonunun parazitin besiyerinde kullaniyor

olmasindan da kaynaklanmis olabilir.

Bitkisel o6ziitlerin ve ugucu yaglarin, A. castellanii Kistleri ve trofozoitleri {izerine
etkisi ve memeli hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileriyle ilgili farkli sonuglar elde
edildigi goriilmektedir. Memeli hiicrelerinde sitotoksik etkinin varligin1 bildiren
caligmalarin yaninda en yiiksek konsantrasyonlarda bile herhangi bir sitotoksisitenin
goriilmedigini bildiren g¢alismalar da bulunmaktadir. Sunulan ¢aligmada ise O.
sigmoideum ve T. orientalis bitki 6ziitlerinin A. castellanii kistleri ve trofozoitleri
tizerinde amoebisidal etkisi in vitro olarak incelenmis ve her iki oziit i¢in farkl
oranlarda amoebisidial etki gézlenmistir. Boylece, O. sigmoideum ve T. orientalis
bitki 6ziitlerinin A. castellanii trofozoitleri ve kistleri lizerinde sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu ve bu aktivitenin konsantrasyonlara bagli olarak degistigi
vurgulanmigtir. O. sigmoideum oziitiiniin, trofozoitler ve kistler i¢in 7. orientalis’e
gore daha giiglii amoebisidal etki gosterdigi belirlenmistir. O. sigmoideum ve T.
orientalis bitkilerinden elde edilen oOziitlerin Acanthamoeba enfeksiyonlarinda
fitoterapi amaciyla kullanilabilecek alternatif iirtinler olabilecegi ortaya konulmustur.
Ayrica, kullanilan oziitlerin sitotoksik aktiviteye neden olan etken maddelerinin
tespiti ve biyolojik etkinliginin dogrulanmasi i¢in bu ¢alismanin temel olusturacagi

distiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Son yillarda, sentetik bilesikli ilaglarin kullanimina bagli yasanan problemlerin
giderilebilmesi i¢in bitkisel potansiyelin agiga ¢ikarilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Yiizyillar boyunca halk arasinda gida, baharat, cay veya sifa gibi amaclarda da
kullanilan bitkiler, yakin zamana kadar gelismis ve gelismekte olan iilkelerin sentetik
bilesimli ilaglara karsi alternatif dogal kaynaklarini olusturmaktadirlar. Tiirkiye’de
bitkisel bilesenlerin biyolojik aktivite potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi 1990’1
yillarn ilk yillarinda baglamistir.

Sunulan ¢alismada, O. sigmoideum ve T. orientalis bitkilerinden elde edilen ringer ve
metanol (% 1) oziitlerinin Acanthamoeba castellanii kistleri ve trofozoitleri
tizerindeki yiizde (%) canlilik etkisi ve IC50 degeri arastirilmistir. Ulagilan kaynak
bilgilerde bu bitkilerin anti-amoebik aktivitelerinin incelendigi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Bu c¢aligmanin da paraziter hastaliklarin tedavisinde alternatif

olarak bitkisel kaynaklarin kullanimina katki saglayacagi diistiniilmektedir.

O. sigmoideum’un 40 mg/ml metanol (% 1) oziiti ¢ok gii¢lii amoebisidal etki
gostererek 48. saatte canli parazite rastlanilmamistir. Bitkinin ayni saatteki 1C50
degeri 6.6 mg/ml olarak bulunmustur. T.orientalis’in 80 mg/ml metanol (% 1) oziiti
de cok giiclii amoebisidal etki gostererek 72. saatte benzer sonug elde edilmistir.

Yine ayni saatteki IC50 degeri 4 mg/ml olarak bulunmustur.

Calismada O. sigmoideum ve T. orientalis metanol (% 1) oziitlerinin A. castellanii
Kistlerine ve trofozoitlerine karsi amoebisidal etkileri karsilastirildiginda ise, O.
sigmoideum’dan elde edilen metanol (% 1) O6ziitiiniin, Acanthamoeba trofozoitleri
tizerinde T. orientalis’den daha etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, O. sigmoideum ve
T.orientalis metanol (% 1) oziitlerine karg1 A. castellanii trofozoitlerin duyarliliginin
kistlerden daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kistlerin 6ziitlere karst duyarliligi ise

benzer olarak saptanmistir.

O. sigmoideum 'un 40 mg/ml ringer 6ziitii de giiclii amoebisidal etki gostererek 72.

saatte % canlilik oram1 2.0 £ 0.0 seklinde gosterilmistir. O. sigmoideum ringer

oziitiiniin A.castellanii trofozoit formu tizerindeki IC50 degeri 72. saatte 7.3 mg/ml

olarak bulunmustur. T.orientalis’in 80 mg/ml ringer 6ziitii de gii¢lii amoebisidal etki

gostererek 72. saatte % canlilik oran1 1.6 + 0.3 seklinde gosterilmistir. Bitkinin
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parazitin trofozoit formu {izerindeki IC50 degeri de 72. saatte 8.5 mg/ml olarak

bulunmustur.

Calismada O. sigmoideum’dan elde edilen ringer oOziitiiniin de Acanthamoeba
trofozoitleri tizerinde T. orientalis’den daha etkili oldugu go6zlenmistir. O.
sigmoideum ve T.orientalis ringer oziitlerine karsi A. castellanii trofozoitlerinin
duyarliligmin kistlerden daha fazla oldugu goriilmistiir. Kistlerin oziitlere karst

duyarlilig1 ise benzer olarak saptanmistir.

Calismada A. castellanii canli kistleri ve trofozoitleri bitki Oziitlerinin artan
konsantrasyonlarina ve zamana bagli olarak azalma goéstermistir. Alinan sonuglara
gore, O. sigmoideum’un metanol (% 1) ve ringer oOziitlerinin, Acanthamoeba
trofozoitleri ve kistleri tizerinde T. orientalis’den elde edilen metanol (% 1) ve ringer

Oziitlerine gore daha ¢ok letal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Arastirmadan elde edilen bulgular dogrultusunda;

- Ringer oziitlerinin de metanol (% 1) o6ziitlerine alternatif olarak kullanilabilecegi

ortaya konulmustur.

- Kontrollii kosullar altinda O. sigmoideum ve T. orientalis bitkilerinden elde edilen
oziitlerin Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif veya kombine

tedavi olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

- Kullanilan bitki o6ziitlerinin A. castellanii Kistlerine ve trofozoitlerine karsi

amoebisidal etkili oldugu saptanmistir.

- Aragtirmada etkili bulunan konsantrasyonlarin memeli hiicresinde sitotoksik olup
olmadiginin tespit edilmesi, deney hayvanlar i¢in toksik olmadigini gosteren in vivo
caligmalarin yapilmast ve bu oOziitlerin biyolojik aktivitesini saglayan etken

maddelerin etki mekanizmalarinin arastirilmasi gerektigi onerileri sunulmustur.
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