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Vincetoxicum cinsinin tibbi 6zellikleri uzun zamandir bilinmektedir. Bazi Vincetoxicum tirlerinin yapraklari, kuru tohumlari ve
rizomlari geleneksel tipta incinme, uyuz, nevroz, skrofula, sitma, yara, ates, rlptir ve eksternal kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu ¢alisma, V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata (endemik) tohumlarinin
anti(miko)bakteriyel, antifungal ve antiproliferatif aktivitelerini degerlendirmeye odaklanmistir. iki bitkinin tohumlarinin etanol ve
hekzan ekstreleri t¢ fungal susa (Candida albicans, Candida tropicalis ve Candida glabrata), iki Gram-pozitif bakteri susuna (Bacillus
subtilis ve Staphylococcus aureus), Ug Gram-negatif bakteri susuna (Aeromonas hydrophila, Escherichia coli ve Acinetobacter
baumannii) ve Mycobacterium tuberculosis H37Rv susuna karsi Sivi Mikrodillisyon Yontemi kullanilarak test edilmistir. Referans
ilaclar olarak Flukonazol, Etambutol, Ampisilin ve izoniazid kullanilmistir. Etanol ve hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin
(200, 100, 50 ve 25 ug/mL) antiproliferatif etkileri MTT testi kullanilarak A549 insan akciger kanseri hiicre dizilerine karsi test
edilmistir. Etanol ekstrelerinin A. baumannii'ye (62.5 pg/mL MIK degeri) karsi Ampisilin'den (125 pg/mL MiK degeri) daha etkili
oldugu bulunmustur. A549 insan akciger kanseri hicre dizilerine karsi V. canescens subsp. canescens tohumlarinin etanol
ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonu ve V. cancescens subsp. pedunculata tohumlarinin etanol ekstresinin 200 pg/mL
konsantrasyonu, kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak daha disuk hiicre canlilik seviyeleri sergilemistir (P <0.05). Sonug olarak,
V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata tohumlari, test edilen tim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal ve A549 insan akciger kanseri hiicre dizilerine karsi antiproliferatif etki gdstermistir; ayrica, etanol ekstreleri hekzan
ekstrelerinden daha etkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Vincetoxicum, Tohum, Antimikrobiyal, Hlicre canhhg
ABSTRACT

Medicinal properties of Vincetoxicum genus have been known for a long time. Leaves, dry seeds, and rhizomes of some
Vincetoxicum species have been used in folk medicine for the treatment of injuries, scabies, neurosis, scrofula, malaria, wound,
fever, rupture, and external cancers. The present study focused on evaluating anti(myco)bacterial, antifungal, and antiproliferative
activities of seeds of V. canescens subsp. canescens and V. cancescens subsp. pedunculata (endemic). Ethanol and hexane extracts
of seeds of two plants were tested against three fungal strains (Candida albicans, Candida tropicalis, and Candida glabrata), two
Gram-positive bacterial strains (Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus), three Gram-negative bacterial strains (Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, and Acinetobacter baumannii), and Mycobacterium tuberculosis H37Rv using broth microdilution
method. Fluconazole, Ethambutol, Ampicillin, and Isoniazid were used as reference drugs. Antiproliferative effects of various
concentrations (200, 100, 50, and 25 pg/mL) of ethanol and hexane extracts were tested against A549 human lung cancer cell lines
using MTT test. The ethanol extracts were found to be more effective against A. baumannii (62.5 pug/mL MIC value) than Ampicillin
(125 pg/mL MIC value). Against A549 human lung cancer cell lines, 100 pug/mL concentration of ethanol extract of V. canescens
subsp. canescens seeds and 200 pg/mL concentration of ethanol extract of V. cancescens subsp. pedunculata seeds were exhibited
statistically lower cell viability levels than control groups (P <0.05). As a result, V. canescens subsp. canescens and V. cancescens
subsp. pedunculata seeds showed antimicrobial and antiproliferative effects against all tested microorganisms and A549 human
lung cancer cell lines; moreover, ethanol extracts were found to be more effective than hexane extracts.
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GIRIS

Geleneksel kullanimlari, fitokimyasal bilesimleri ve farmakolojik etkileri nedeniyle bitkiler uzun zamandir
dikkatleri tzerine ¢ekmektedir.! Literatiirde bitkilerin tedavi edici etkilerini gosteren ¢ok sayida ¢alisma
olup; 20.000'den fazla tibbi bitkinin zatlirre, diyare, Ulser, soguk alginhgi, bronsit ve solunum vyolu
hastaliklari gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi Diinya Saghk Orgiitiu tarafindan bildirilmistir.?
Kendilerine karsi kullanilan antimikrobiyal ilaclara karsi mikroorganizmalarin direng gelistirme potansiyelleri
bulunmaktadir. ilaca direngli suslar nedeniyle mikroorganizmalarin yol actigi bulasici hastaliklar Diinya
genelinde ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir. Dahasi yliksek maliyetli sentetik ilaglar ve istenmeyen
yan etkiler enfeksiyon hastaliklari ile etkili micadelede farkli hareket mekanizmalarina sahip yeni
antimikrobiyal ajanlarin kesfinin gerekliligini ortaya koymaktadir.®> Tibbi bitkiler, bunlardan elde edilen
ekstre ve bilesikler antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antienflamatuvar ve yara iyi edici etkileri
nedeniyle bircok hastaligin tedavisinde alternatif tedavi stratejileri gelistirilmesine kaynak olusturmaktadir.
Gunumuzde birgok farmakolojik etki, disiik maliyet, elde edilebilirlik gibi 6zelliklere ek olarak yiiksek etki ve
diisiik yan etki bitki ve bitkilerden elde edilen iriinlerin énemini daha da arttirmaktadir.’

Vincetoxicum N.M. Wolf cinsi (Apocynaceae: subfamilya Asclepiadoideae) yaklasik 100 tirt bulunan Kuzey
Amerika®, Avrupa, Asya ve Japonya’da’ yayilis gdsteren bir cinstir. Vincetoxicum cinsine ait turlerin kdkleri,
yapraklari ve kuru tohumlari tibbi 6zellikleri nedeniyle uzun zamandir geleneksel tipta kullaniimaktadir.? V.
hirundinaria Medicus, V.nigrum (L.) Moench ve V. stocksii Ali & Khatoon tiirleri geleneksel olarak Avrupa ve
Cin tedavi sistemlerinde incinme, uyuz, nevroz, skrofula, sitma, yara, ates ve rlptir tedavilerinde
kullaniimakta®91%; antitimaor®!!, antilaysmanyal®®, diyaforetik ve laksatif® etkileri bilinmektedir. V. stocksii
turiinden elde edilen lapa Pakistan'da eksternal kanserlerin ve yaralarin tedavisinde kullaniimaktadir.2° V.
hirundinaria tirinin kokleri veteriner hekimlikte ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve ddemde kullanilmakla®
birlikte, bitki Fransa'da "dompte-venin" ismiyle bilinmekte ve emetik ve ekspektoran 6zellikleri nedeniyle
kullanilmaktadir®?. italya'da ise ayni tiiriin toprak istii kisimlari ve kéklerinden elde edilen dekoksiyon ve
inflizyonlar zehirlenmelere karsi antidot olarak kullanilirken®?, bitki Turkiye'de "Panzehir otu ve Kirlangi¢
kuyrugu" olarak adlandirilmakta ve koklerin emetik etkisi bilinmektedir*. V. canescens subsp. canescens
(Willd.) Decne. tiirii Tunceli (Ovacik) yoresinde "zehir otu"?® yerel ismiyle bilinmekte olup, ezilmis meyve ve
yapraklari fungal enfeksiyonlarin tedavisinde haricen kullaniimaktadir®®, Ayrica V. canescens subsp.
canescens ve V. tmoleum Boiss. tirleri Dogu Anadolu Bolgesi'nde "Zilasur" yerel ismi ile bilinmekte olup
uyuz tedavisinde déviilmis halde disardan kullanimlar bildirilmistir.® Geleneksel kullanimlarina ek olarak
cinse ait tirlerin sitotoksik, antikanser’, antifungal, antibakteriyal®¥-2, antilaysmanyal, antimalaryal®® ve
antioksidan® aktiviteleri de rapor edilmistir.

Bugline kadar yapilan fitokimyasal arastirmalar bu cinse ait tirlerin triterpenler, steroidal glikozitler,
steroidler, alkanoller!, fenantroindolizidin alkaloitleri-?!, saponinler, seker, nisasta?’, flavonoit ve tanen?!
icerdigini bildirmistir.

Turkiye'de Vincetoxicum cinsi 3'i endemik olmak tizere 10 takson ile temsil edilmektedir.? Turkiye'de dogal
olarak yetisen Vincetoxicum cinsine ait tlrler Uzerinde aktivite ¢alismalar ilk kez ¢alisma grubumuz
tarafindan &nceki arastirmalarimizda yapilmistir.1®2224 Literatiir taramalarinda Vincetoxicum cinsinin
tohumlari tizerine yapilmis herhangi bir biyoaktivite ¢alismasina rastlanmamistir. Bu nedenle bu galismada;
Turkiye’de dogal olarak yetisen ve biri endemik olan iki Vincetoxicum taksonunun [V. canescens subsp.
canescens ve V. cancescens (Willd.) Decne. subsp. pedunculata Browicz (endemik)] tohumlarindan elde
edilen etanol ve hekzan ekstrelerinin jn vitro anti(miko)bakteriyal, antifungal ve antiproliferatif
aktivitelerinin arastirilmasi amacglanmistir.

YONTEMLER
Bitki materyali ve ekstraksiyon prosediirii

V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata Turkiye'nin iki farkli bolgesinden
toplanmis ve teshisleri Dr. Sevda Giizel ve Dr. Ahmet ilcim tarafindan yapilmistir.?® Bitki materyallerine ait
herbaryum 6rnekleri Mustafa Kemal Universitesi herbaryumunda saklanmakta olup érneklere ait detayl
bilgiler Tablo 1'de verilmistir.
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Tablo 1. Calisilan taksonlara ait bilgiler

Calisilan Taksonlar

V. canescens subsp. canescens (Willd.) V. canescens subsp. pedunculata
Decne. Browicz
Endemik takson” - Endemik
Lokalite” C6: Kahramanmaras, Engizek Dagi B3: Afyon, Dinar; Kumalar Dagi
Fitocografik orjin” iran-Turan elementi Dogu Akdeniz elementi
Toplama zamani 13.07.2016 20.07.2016
Yikseklik (m) 1.000 1.500-1.600
Herbaryum numarasi MKUH 1283 MKUH 1284
Etanol ekstre verimi (mg/g kuru 240.15 248.95
ornek)
Hekzan ekstre verimi (mg/g kuru 206.6 210.2
ornek)

*Turkiye Florasina gére diizenlenmistir.23

Ogutilen tohumlar %96'lik etanolle (1 g tohum materyali: 20 mL etanol) oda sicakliginda bir gece
karistiricida (Stirrer DLS-Velp Scientifica) karistirilarak bekletildikten sonra siispansiyon Whatman No.1 filtre
kagidindan slzilmis ve kalan artik Gzerine etanol eklenerek ayni islem bir kez daha tekrarlanmistir.
Birlestirilen stzlintller disilik sicaklikta rotary-evaporatorde (Heidolph-Rotary TLR 1000) ucurulmus, elde
edilen etanol ekstreleri kullanilana kadar +4°C'de karanlikta muhafaza edilmistir. Hekzan ekstresi i¢in ise toz
edilmis tohumlar Soxhlet cihazinda 6 saat siireyle ekstre edilmis ve sonrasinda ¢6ziicl rotary-evaporatorde
ucurulmustur. Elde edilen hekzan ekstreleri kahverengi siselere konarak kullanilana kadar oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite

Mikroorganizmalar: Bakteri suslari Staphylococcus aureus (ATCC 25925), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 25923), Acinetobacter baumannii (ATCC 02026), Aeromonas hydrophila (ATCC
95080), Mycobacterium tuberculosis H37Rv, ve fungal suslar Candida albicans (ATCC 14053), Candida
tropicalis (ATCC 1369) ve Candida glabrata (ATCC 15126) Refik Saydam Hifzissihha Enstitlisi'nden (Ankara)
temin edilmistir.

Antibakteriyal aktivite

V. canescens subsp. canescens ve V. canescens subsp. pedunculata tohumlarindan elde edilen etanol ve
hekzan ekstreleri iki Gram-pozitif (S. aureus ve B. subtilis) ve li¢ Gram-negatif (E. coli, A. baumannii ve A.
hydrophila) standart bakteri susuna karsi Sivi Mikrodiliisyon Yontemi kullanilarak in vitro antibakteriyal
aktiviteleri icin test edilmistir. Ampisilin ¢alismada referans antibakteriyal ilag olarak kullaniimistir. Ekstreler
dimetil sulfoksitde (DMSO) ¢6ziilerek 2000 pg/mL konsantrasyonda stok sollisyonlari hazirlanmistir. Steril
mikroplak kuyularina Mueller-Hinton sivi besiyerinden ve ¢6zlinmis ekstrelerden eklendikten sonra bir seri
seyreltme islemi ile test edilecek ekstrelerin konsantrasyonlari 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.8,
3.9 ve 1.9 pg/mL olarak ayarlanmistir. Her bir standart bakteri susundan ayri ayr steril tiplerde 0.5
McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonlari hazirlanmis ve bu siispansiyonlar steril distile su ile 1:20
oraninda seyreltilmistir. Slspansiyonlardan, icerisinde besiyeri ve ekstre bulunan her bir kuyuya 10 uL
eklenmistir. Boylelikle kuyulardaki son bakteri yogunlugu 5x10° CFU/mL'ye ayarlanmistir. Ayni islem
Ampisilin icinde yapilmis ve ayni seyreltme serisi elde edilmistir. Coziicliniin (DMSO) mikrobiyal biylime
etkisi de arastiriimis ve test edilen mikroorganizmalar tGzerinde etkisinin olmadigi belirlenmistir. Deneyler iki
tekrarli yapilmis ve her bir ekstrenin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri belirlenmistir.*

Antimikobakteriyal aktivite

Etanol ve hekzan ekstreleri M. tuberculosis H37Rv standart susuna karsi Resazurin Mikroplak Yontemi ile in
vitro antimikobakteriyal aktiviteleri igin test edilmistir. Calismada %0.1 kaziton, %0.5 gliserol ve %10 oleik
asit-albimin-dekstroz-katalaz (Becton Dickinson) ile zenginlestirilmis Middlebrook 7H9 besiyeri (Becton
Dickinson) bazli 7H9-S besiyeri kullaniimistir. Resazurin ¢alisma soltisyonu distile su kullanilarak %0.01 (a/h)
konsantrasyonda hazirlanmis ve membran filtreden (cap: 0.22 um) gecirilerek steril edilmistir. izoniazid
(Sigma, 13377) ve Etambutol (Sigma, E4630) referans ilaclar olarak kullaniimistir. Ekstrelerin ve referans
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ilaclarin DMSQ’da 2000 pg/mL konsantrasyonda stok soltisyonlari hazirlanmis ve membran filtrelerden
(¢ap: 0.22 um) gegirilerek steril edilmistir. SolGsyonlarin iki kat seri seyreltmeleri 96 kuyulu mikroplaklarda
7H9-S besiyeri (100 pL) ile yapilmis ve boylelikle 250-0.12 pg/mL araliginda konsantrasyon degerleri elde
edilmistir. Her bir plaga ayrica standart antibiyotik icermeyen bir Greme kontroli ve inokulum icermeyen bir
sterilite kontrolli eklenmistir. Lowenstein-Jensen besiyerinde Uretilen H37Rv kolonilerinden bir 6ze dolusu
alinarak, 5 mL 7H9-S besiyerinde slspanse edilmistir. Sispansiyon 2 dakika vortekslenmis ve sonra 30
dakika hareket ettiriimeden bekletilerek biylk partikillerin ve besiyeri kalintilarinin dibe ¢okmesi
saglanmistir. Slire sonunda silpernatant yeni bir steril tlipe aktariimis ve besiyeri ile McFarland No:1
bulaniklik degerinde slispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon 7H9-S besiyeri ile 1:20 oraninda
seyreltilmistir. Bu slispansiyondan 100 puL, plak kuyularina eklenmis; plaklar parafilm ile kapatilmis ve
37°C'de normal atmosferde 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiim kuyulara
resazurin ¢alisma sollsyonu (30 uL) eklenerek plaklar 1 giin daha inkiibe edilmis ve sonuglar gorsel olarak
degerlendirilmistir. Cozlicinin (DMSO) blyime etkisi de test edilmis, etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Calisma cift tekrarli yapilmistir. Resazurin’in renginin maviden pembeye dénmesi resazurinin redikte
oldugunu, yani kuyuda bakteri tiredigini gésterir. MiK degeri, maviden pembeye renk degisimini engelleyen
en diisiik konsantrasyon olarak belirlenmistir.*

Antifungal aktivite

Etanol ve hekzan ekstrelerinin in vitro antifungal aktiviteleri C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata fungal
suslarina karsi NCCLS/M27-A2%> standart protokolii kullanilarak Sivi  Mikrodilisyon Yéntemi ile
arastirilmistir. Flukonazol (Sigma, F8929) referans antifungal ilac olarak secilmistir. Deneylerde, 0.165 M 3-
(N-morfolino)-propansiilfonik asit (Sigma, M1254) ile pH’si 7.0'a ayarlanmis RPMI 1640 besiyeri (Sigma,
R6504) kullaniimistir. Standart suslarin RPMI 1640 besiyerinde 1:100 daha sonra 1:20 seyreltilmis calisma
suspansiyonlari hazirlanmistir. DMSQ'da ekstrelerin ve standart ilacin 1000 pg/mL konsantrasyonda stok
soltisyonlari hazirlanmis ve membran filtreden gecirilerek (cap: 0.22 um) steril edilmistir. Soltsyonlarin iki
kat seri seyreltmeleri RPMI 1640 besiyeri kullanilarak 96 kuyulu mikroplaklarda yapilmis ve boylelikle 250-
0.12 pg/mL araliginda konsantrasyon degerleri elde edilmistir. Her plaga standart antibiyotik icermeyen bir
Greme kontroll ve inokulum icermeyen bir sterilite kontroll eklenmistir. Her kuyuya 100 pL hazirlanan
inokulum stspansiyonundan eklenmis, plaklar 35°C'de normal atmosferde 48 saat inkiibe edilmis ve
sonuglar gorsel olarak degerlendirilmistir. Cozliclinlin (DMSO) biliyime etkisi de test edilmis, etkisinin
olmadigi belirlenmistir. MiK degerleri, test edilen ekstrelerin (iremeyi inhibe eden en disik
konsantrasyonlari olarak belirlenmistir.*2*

Antiproliferatif aktivite

Hicre kiilttri: Cahismada A549 insan akciger kanseri hiicre dizileri (ATCC-Amerikan Tip Kiltir Koleksiyonu)
kullanilmistir. Hicre kiltird icin %10 fetal kalf serumu (Sigma-Aldrich) iceren DMEM (Sigma-Aldrich)
kullanilmistir. Hicreler 37°C sicaklikta %95 hava ve %5 karbondioksit iceren uygun kiltlir ortaminda
tutulmustur.

Hiicre canliiginin degerlendirilmesi

Hicre canhhgi, MTT (3- [4,5- dimetiltiazol- 2- yl]- 2,5- difenil- tetrazolium bromit) yéntemi ile test edilmistir.
Hicreler kiltir ortaminda %70-80 yogunluga ulastiktan sonra 3.0 mL Trypsin-EDTA sollisyonu (Sigma)
yardimiyla 96 kuyulu mikroplaklara yerlestirilmistir (her kuyucuga 10* hiicre gelecek sekilde). 24 saat
inklilbasyon sonunda ekstrelerin DMSO ile hazirlanan farkh seyreltmeleri (25, 50, 100 ve 200 pg/mL)
kuyulara ilave edilmis ve 24 saat inkibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak %10 FKS icermeyen
besiyerinde bekletilen hiicreler kullanilmis. inkiibasyon sonunda siipernatant 1 mg/mL MTT (Sigma-Aldrich)
iceren besiyeri ile degistirilerek 37°C de mor renkli ¢okelti gbzlenene kadar inklibasyona birakilmistir.
Sonrasinda MTT sollisyonu ortamdan uzaklastirilarak hticrelerin Gzerine DMSO eklenmistir. Sonuglar
spektrofotometre (Epoch) yardimiyla 550 nm dalga boyunda okunarak hiicre canliligi tespit edilmistir.
DMSOQO’nun da hiicre canhligl Gzerine etkisi test edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadigi
bulunmustur. Calisma 4 tekrarli yapilmistir.2®
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istatistik analizler

istatistiksel analizler SPSS 25.0 (IBM) ve MS Office Excel (Microsoft) programlari kullanilarak yapilmistir.
Veriler ortalama * Standart sapma olarak gosterilmistir. Kruskal Wallis H ve ANOVA testleri kullanilmistir. P
<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismada Tirkiye'de dogal olarak yetisen ve biri endemik olan V. canescens subsp. canescens ve V.
canescens subsp. pedunculata tohumlarindan elde edilen etanol ve hekzan ekstreleri anti(miko)bakteriyal,
antifungal ve antiprolifetatif aktiviteleri icin ilk kez arastirilmis olup c¢alisilan taksonlara ait detayh bilgiler ve
ekstre verimleri Tablo 1’'de verilmistir.

Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivite sonuglari Tablo 2’de verilmistir. V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens
subsp. pedunculata tohumlarindan elde edilen ekstrelerin test edildikleri 6 bakteriyal ve 3 fungal susa karsi
250-62.5 pg/mL araliginda MiK degerleri ile antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Her iki
taksonda etanol ekstreleri hekzan ekstrelerinden daha etkili bulunmustur. Her iki taksondan elde edilen
etanol ekstreleri A. baumannii’ye karsi 62.5 ug/mL MiK degeri ile referans ilag Ampisilinden (MiK degeri:
125 pg/mL) daha etkilidir. Test edilen dért ekstre A. hydrophila’ya karsi (MiK degeri: 125 pg/mL) ihmh etki
gdstermis olup sonuglar Ampisilinle (MIK degeri: 31.25 pg/mL) karsilastirildiginda etkinlik dusiktir.
Antimikobakteriyal aktivite sonuglarina gore teste edilen ekstrelerin timi M. tuberculosis H37Rv standart
susuna karsi 62.5 pg/mL MIK degeri ile etkilidir. Fakat sonuglar referans ilaglar izoniazid ve Etambutol
(sirastyla MiK degerleri: 0.97 ve 1.95 pg/ml) ile karsilastirildiginda etkinligi cok diistiktiir. Antifungal aktivite
sonuglari, cahsilan tirlerin test edilen standart fungal suslara (C. albicans, C. tropicalis ve C. glabrata) karsi
250-62.5 pg/mL araliginda gesitli MiK degerleri ile etkili oldugunu gdstermistir. Dahasi etanol ekstrelerinin
(MIK degeri: 62.5 pg/mL) antifungal aktivitesinin hekzan (MIK degeri: 250 pg/mL ve 125 pg/mL)
ekstrelerininkinden daha vyiksek oldugu goérilmustir. Fakat sonuglar referans ilag Flukonazol ile
karsilastirildiginda (MiK degerleri: C. albicans, 31.25 pg/mL; C. tropicalis, 15.62 pg/mL ve C. glabrata: 3.90
pg/mL) etkinlik disuktlr (Tablo 2).

Tablo 2. Bakteriyal ve fungal suslara karsi test edilen V. canescens subsp. canescens ve V. canescens subsp. pedunculata
tohumlarinin ve referans ilaglarin MiK degerleri (ug/mL)

V. canescens subsp. V. canescens subsp. Referans ilaglar

Mikroorganizmalar canescens pedunculata
Etanol Hekzan Etanol Hekzan Ampisilin  izoniazid Etambutol Flukonazol

Bakteriyal suslar
Staphylococcus aureus ATCC 25925 250 250 250 250 31.25 - - -
Bacillus subtilis ATCC 6633 125 250 250 250 0.9 - - -
Escherichia coli ATCC 25923 250 250 250 250 15.62 - - -
Acinetobacter baumannii ATCC 625 250 62.5 250 125 ) ) )
02026
Aeromonas hydrophila ATCC 95080 125 125 125 125 31.25 - - -
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 62.5 62.5 62.5 62.5 - 0.97 1.95 -
Fungal suslar
Candida albicans ATCC 14053 62.5 250 62.5 250 - - - 31.25
Candida tropicalis ATCC 1369 62.5 250 62.5 250 - - - 15.62
Candida glabrata ATCC 15126 62.5 250 62.5 125 - - - 3.90

Calisma iki tekrarli yapilmis ve MiK degerleri belirlenmistir. -: Test edilmedi.
Antiproliferatif aktivite

Calisilan tirlerin tohumlarindan elde edilen etanol ve hekzan ekstrelerinin farkli konsantrasyonlari (25, 50,
100 ve 200 pg/mL) A549 insan akciger kanseri hiicre dizilerine karsi antiproliferatif etkileri icin test edilmis
ve sonuglar Tablo 3’de verilmistir. V. canescens subsp. canescens tohumlarindan elde edilen etanol
ekstresinin 50, 100 ve 200 ug/mL konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda sirasiyla 0.645 + 0.01, 0.614 +
0.009 ve 0.628 + 0.026 degerleri ve hekzan ekstresinin 25 ve 50 pug/mL konsantrasyonlarinin uygulandig
gruplarda sirasiyla 0.861 + 0.022 ve 0.875 + 0.01 degerleri ile kontrol gruplarina (sirasiyla 1.079 + 0.011 ve
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0.994 + 0.009) gore istatistiksel olarak anlamh derecede duslik hiicre canliigi diizeyleri tespit edilmistir (P
<0.05). V. cancescens subsp. pedunculata tohumlarindan elde edilen etanol ekstresinin 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda sirasiyla 0.768 + 0.007 ve 0.709 + 0.007 degerleri ile ve hekzan
ekstresinin 50 pg/mL konsantrasyonunun uygulandigi grupta 0.947 + 0.027 degeri ile kontrol gruplarina
(sirasiyla 1.089 + 0.011 ve 1.035 + 0.016) gore istatistiksel olarak anlamli derecede dusik hiicre canlilig
dizeyleri tespit edilmistir (P <0.05). Calisilan diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
gbzlenmemistir (P > 0.05) (Tablo 3).

Tablo 3. V. canescens subsp. canescens ve V. canescens subsp. pedunculata tohumlarinin A549 insan akciger kanseri hiicre dizileri
Uzerine antiproliferatif etkisi

V. canescens subsp. canescens

V. canescens subsp. pedunculata

Gruplar Etanol Hekzan Etanol Hekzan
Kontrol 1.079 £0.011 0.994 + 0.009 1.089 £ 0.011 1.035 +0.016
(1.071 - 1.095) (0.984 - 1.006) (1.075 - 1.098) (1.015 - 1.049)
DMSO 1.024 £ 0.019 0.989 £ 0.005 1.029 £ 0.012 1.029 £ 0.012
(1.006 - 1.045) (0.984 - 0.993) (1.011 - 1.037) (1.011 - 1.037)
25 0.718 £ 0.019 0.861 +0.022" 0.828 + 0.035 0.996 + 0.021
(0.710-0.724) (0.841-0.891) (0.794 - 0.860) (0.971-1.022)
50 0.645 +0.01" 0.875+0.01" 0.830+£0.033 0.947 +0.027"
(0.630-0.649) (0.866 - 0.889) (0.798 - 0.860) (0.941-0.976)
100 0.614 +0.009" 0.902 +0.023 0.768 £ 0.007" 0.963 +0.014
(0.610 - 0.630) (0.882 - 0.922) (0.762 - 0.777) (0.943 - 0.975)
200 0.628 +0.026" 0.936£0.021 0.709 + 0.007" 0.950 £ 0.023
(0.606 - 0.651) (0.917 - 0.956) (0.701-0.718) (0.933-0.984)

Olgiimler ortalama * Standart sapma olarak verilmistir. Parantez icinde Min-Max degerleri yer alir. Kruskal Wallis H ve ANOVA
testleri kullanilmistir. n = 4. P< 0.05 istatistiksel olarak anlamlidir. *Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir. (Kontrol: hig¢ bir
kimyasal uygulanmayan, sadece besiyerinde tutulan grup; DMSO: Besiyeri ve DMSO uygulanan grup; 25: 25 pg/mL
konsantrasyonda ekstre uygulanan grup; 50: 50 pg/mL konsantrasyonda ekstre uygulanan grup; 100: 100 pg/mL konsantrasyonda
ekstre uygulanan grup; 200: 200 pg/mL konsantrasyonda ekstre uygulanan grup).

TARTISMA

Bu calisma, Tirkiye’de dogal olarak yetisen ve biri endemik olan iki Vincetoxicum taksonunun tohumlarinin
biyolojik aktiviteleri Gzerine yapilmis ilk bilimsel ¢alismadir.

Literatlir taramalarinda, Vincetoxicum cinsine ait bazi taksonlarin farkl kisimlari Gizerine yapilmis az sayida
antimikrobiyal aktivite ¢alismasinin oldugu gérulmustiir. 1820242728 v/ pymilum Decne. tiriinden elde edilen
metanol ekstresi B. subtilis, S. aureus, E. coli ve C. albicans'in da icerisinde oldugu bir grup
mikroorganizmaya karsi test edilmis ve C. albicans'a karsi belirgin antifungal aktivitesi oldugu; bakteri
suslarina karsi ise etkili olmadigi gérilmistir.?” V. stocksii tiiriniin metanol ekstresinden elde edilen etil
asetat, hekzan, bitanol, kloroform ve su fraksiyonlari C. albicans'inda iclerinde oldugu 12 fungal susa ve B.
subtilis, E. colive S. aureus'un da iclerinde oldugu 12 bakteriyal susa karsi antimikrobiyal aktiviteleri icin test
edilmis; B. subtilis ve C. albicans'a karsi belirgin aktiviteli oldugu, E. coli'ye karsi ihmli aktivite gosterdigi ve S.
aureus karsi ise etkili olmadigi bulunmustur.®® V. rossicum’un kok, taze yaprak ve olgun meyvelerinden elde
edilen etanol ekstreleri gesitli bakterilere ve funguslara karsi antimikrobiyal aktiviteleri igin incelenmis ve
bitkinin antimikrobiyal etkili oldugu, dahasi kdklerin yapraklardan daha etkili oldugu bildirilmistir.?®
Tirkiye’de dogal olarak yetisen bes Vincetoxicum taksonunun (V. canescens subsp. canescens, V. canescens
subsp. pedunculata, V. fuscatum subsp. fuscatum, V. fuscatum subsp. boissieri ve V. parviflorum) kok ve
toprak Gstii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin (diklorometan, diklorometan: metanol (1:1), metanol ve
total etanol) A. fumigatus'a karsi 1 mg/mL konsantrasyonda antifungal aktivitelerine bakilmis ve V.
parviflorum'un kok ve toprak tsti kisimlarindan ve V. canescens subsp. canescens'in koklerinden elde
edilen diklorometanli ekstrelerinin %45.86 inhibisyon degeri ile en yiiksek etkiyi gosterdigi bildirilmistir.2*
Ayrica bu bes Vincetoxicum taksonunun kok ve toprak Ustl kisimlarindan elde edilen etanol ekstreleri
antimikrobiyal aktiviteleri icin dokuz mikroorganizmaya karsi (S. aureus, B. subtilis, E. coli, A. baumannii, A.
hydrophila, M. tuberculosis, C. glabrata, C. parapsilosis ve C. tropicalis) test edilmis ve ekstrelerin tamami A.
baumannii’ye karsi referans ilagc Ampisilinden (MiK degeri: 125 pg/mL) daha etkili bulunmustur; dzellikle V.
canescens subsp. pedunculata’nin kokleri ve V. fuscatum subsp. boissieri’nin toprak Gsti kisimlari 31.25
pug/mL MIK degeri ile en etkilileri olarak tespit edilmistir. Dahasi test edilen ekstrelerin antifungal
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aktivitelerinin de oldugu ancak etkinligin referans ila¢ Flukonazole gére diisiik oldugu belirlenmistir.2® Bir
baska calismada iclerinde bu arastirmaya konu olan iki taksonunda yer aldig1 dort Vincetoxicum taksonunun
tohum zarflarindan elde edilen etanol ekstreleri antimikrobiyal aktiviteleri icin S. aureus, B. subtilis, A.
baumannii, E. coli, A. hydrophila, M. tuberculosis, C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis’e karsi test
edilmis ve A. baumannii'ye karsi test edilen tim ekstreler Ampisilinden daha etkili bulunmustur. V.
canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata tohum zarflarinin etanol ekstrelerinin MiK
degeri 62.5 pg/mL olarak belirlenmistir. Test edilen ekstrelerin ayrica antifungal aktivitesi olup V. canescens
subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata tohum zarflarinin etanol ekstrelerinin MiK
degerlerinin 31.25-62.5 pg/mL araliginda oldugu tespit edilmistir; fakat referans ila¢ Flukonazol kadar etkili
olmadiklari gérilmustiir.?® Bu calismada ise V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp.
pedunculata tohumlarinin etanol ve hekzan ekstreleri antimikrobiyal aktiviteleri igin ilk kez arastiriimis ve
her iki bitkinin iki farkl ekstresinin de test edildikleri bakteri ve funguslarin bliyiimesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. Etanol ekstreleri hekzan ekstrelerine gore daha etkili bulunmustur. Etanol ekstreleri ozellikle
Gram-negatif nozokomiyal patojen A. baumannii’'ye (MiK degeri: 62.5 ug/mL) karsi referans ilagc Ampisilinle
karsilastirildiginda (MiK degeri: 125 ug/mL) cok etkili bulunmustur. Gram-negatif bakteriler Gram-pozitif
bakterilere gore dogal bilesiklere daha direnclidir?®, hiicre duvarlarinin yapisi ise daha farkli ve komplekstir.
Bu durum her iki bakteri grubunda makromolekillerin alimini farkl sekilde etkilemektedir.® Gram-negatif
bakterilerin lipopolisakkarit iceren hidrofilik yapili hiicre duvarlari hidrofobik yaglar, steroitler ve bitki
ekstrelerinin emilimini ve hedef hiicre zarinda birikimini inhibe etmektedir.?® A. baumannii kendisine karsi
kullanilan antibakteriyal ilaglara karsi direng gelistirme yeteneginde olan; Diinya genelinde ciddi saghk
sorunlarina yol acan bir patojendir.3! Yogun bakim iinitelerinde goriilen enfeksiyonlardan sorumlu olup son
donemde oldukca dikkat cekmektedir. Dahasi genis aralikta enfeksiyonlardan (idrar yolu enfeksiyonlari,
bakteriyemi, menenjit, vantilatér kaynakli zatiirre, kan dolasimi ve cerrahi yara enfeksiyonlari)
sorumludur.®? Bu calismadan elde edilen bulgular yukarida bahsedilen literatiir verileri ile uyumlu olup test
edilen iki taksonun tohumlarinin A. baumannii'nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde umut verici
antimikrobiyal ajanlar olabilecegini gostermektedir.

Literatir verilerine gore akciger kanseri ylksek 6lim oranlariyla malignant tiimorler arasinda en yaygin olan
kanser tirlerinden biri olup 2035 yilinda 3 milyon 6lime neden olacagl beklenmektedir.3® Bu calismada
A549 insan akciger kanseri hiicre dizilerine karsi V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp.
pedunculata taksonlarinin tohumlarinin antiproliferatif etkileri test edilmis ve her iki bitkinin tohumunun
antiproliferatif 6zelliginin oldugu belirlenmistir. Etanol ekstrelerinin daha etkili oldugu gorilmastir. Test
edilen konsantrasyonlar arasinda (25, 50, 100 ve 200 pg/mL), V. canescens subsp. canescens tohumlarinin
etanol ekstresinin 100 ug/mL konsantrasyonu ve V. cancescens subsp. pedunculata tohumlarinin etanol
ekstresinin 200 pug/mL konsantrasyonu kontrol gruplarina gére en dustk hiicre canliligi diizeylerine neden
olmustur. Literatlirde V. hirundinaria tirinin toprak Gstd kisimlarinin in vitro sitotoksik aktivitelerinin ilag
duyarli KB-3-1 ve c¢oklu ilag direngli KB-V1 kanser hiicre dizilerine karsi test edildigi'’** gérilmis olup
Vincetoxicum cinsine ait tiirlerin tohumlari ile ilgili bir arastirmaya rastlanmamistir.

Calismada elde edilen antimikrobiyal ve antiproliferatif aktivite sonuglari etanol ekstrelerinin hekzan
ekstrelerinden daha etkili oldugunu gostermistir. Literatiirde Vincetoxicum cinsine ait tlrlerin ¢esitli
fitokimyasallari icerdigi bildirilmistir.t¥172122 V. canescens subsp. canescens ve V. cancescens subsp.
pedunculata taksonlari Gizerinde yaptigimiz fitokimyasal arastirmalar sonucunda koklerinde seker, steroidal
glikozitler ve nisasta?’; toprak Usti kisimlarinda ise alkaloit (fenantroindolizidin alkaloitler), flavonoit,
kardiyoaktif glikozitler ve seker? bulundugu tespit edilmistir. Literatiir taramalari polisakkaritler, steroller?®,
flavonoitler, fenolik asitler, alkaloitler, tanenler, saponinler, terpenler ve ugucu yaglarin®3¢ antimikrobiyal
dzelliklerinin oldugunu gdstermistir. Etanol, genis aralikta polar bilesikleri ¢cozen?’; fenolikler, alkaloitler,
steroller ve terpenler®® icin uygun bir ¢dziictidiir. Bu durum, ¢alismamizda etanol ekstrelerinin neden daha
etkili oldugunu da agiklamaktadir.

Sonug olarak bu calismada Vincetoxicum cinsine ait tohumlar ilk kez arastirilmistir. Sonuglar V. canescens
subsp. canescens ve V. cancescens subsp. pedunculata tohumlarinin tibbi potansiyeli oldugunu
gostermektedir. Bu durum iki taksonun ileri arastirmalarla farkli mikroorganizmalar ve cesitli kanser hicre
dizilerine karsi detayli incelenmesinin ve ayrica gelecekte Vincetoxicum cinsine ait diger tirlerin
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tohumlarinin da arastirilmasinin yolunu agmaktadir. Dahasi ileri asamada etkiden sorumlu bilesikler, ekstre
bilesik etkinliginin karsilastiriimasi, etki mekanizmalari, hayvan deneyleri ve toksisite testlerinin de yapilmasi
gerekliligi ortaya cikmaktadir. Boylece, arastirmamizin bu bitkilerin enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
antimikrobiyal ajan olarak ve cesitli kanser tirlerine karsi antiproliferatif ajan olarak kullanimlarinin uygun
olup olmayacaginin degerlendirilmesi icin yeni arastirmalara 6nculiik edecegi distinilmektedir.
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