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Onopordum acanthium Ozitliniin Acanthamoeba castellanii Trofozoitleri
Uzerinde Amoebisidal Etkisinin, DNA Hasarina Karsi Koruyucu ve Sitotoksik
Aktivitelerinin Arastirilmasi
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Calismada Onopordum acanthium’un etanolik kok 6ziitiiniin, Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi amoebisidal
aktivitesi ile 6zitiin kimyasal kompozisyonu, memeli hiicrelerinde sitotoksisitesi ve DNA koruyucu aktivitesi aragtirilmistir.
Farkli konsantrasyonlardaki (82, 41, 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL) 6zitln A. castellanii trofozoitleri lzerinde
amoebisidal etkisi tespit edilmistir. Oziitiin, epitel hiicre oldugu icin secilen HelLa (serviks adenokarsinomu) hiicre hattinda
sitotoksisitesi  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT) analiziyle arastirilmustir. Oziitiin
fitobilesikleri Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile saptanmustir. Hidroksil radikaliyle pBR322 plazmid
DNA’sinda olusturulan DNA hasarina karsi 6ziitlerin DNA koruyucu potansiyeli arastirilmistir. O. acanthium 6zuttinin 82
mg/mL konsantrasyonda 72. saatte canli trofozoite rastlanmadigi gézlenmistir. ICso degerinin sirasiyla 72., 48., 24. saatlerde
3,09, 5,55 ve 13,6 mg/mL olarak tespit edilmistir. MTT analizi sonucunda, dziitiin farkli konsantrasyonlariyla (14, 13, 11, 9,8,
7,4, 3,150, 0,44, 0,22 mg/mL) muamele edilen HeLa hiicrelerinin canliligt doza bagl olarak azalmistir. 72. saatte ICso degeri
8,04 mg/mL olarak tespit edilmistir. Hidroksil radikali ile indiiklenen DNA hasarin1 engelleme iizerine etkileri incelendiginde,
0zatln 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarda DNA hasarin1 engelleme etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen verilerle 6zitin ginimuizde Acanthamoeba enfeksiyonlarimin tedavisinde kullanilan ilaglara alternatif olarak
onerilebilecek bir aday oldugu diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba castellanii, GC-MS, HeLa Hiicresi, Onopordum acanthium, pBR322 Plazmid DNA.

Investigation of Onopordum acanthium Extract Regarding Its Amoebicidal
Activity Against Acanthamoeba castellanii Trophozoites, DNA-protecting and
Cytotoxic Activities

Abstract

The amoebicidal activity of the ethanolic root extract of Onopordum acanthium against Acanthamoeba castellanii trophozoites,
its chemical composition, cytotoxicity in mammalian cells, and DNA protective activity were investigated. The amoebicidal
effect of the extract was assessed at various concentrations (82, 41, 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL) on A. castellanii
trophozoites. The cytotoxicity of the extract in the HeLa (cervix adenocarcinoma) cell line, which was selected due to it is an
epithelial nature, was evaluated using the 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) analysis. The
phyto-compounds present in the extract were identified using Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The DNA
protective potential of the extracts against hydroxyl radical induced DNA damage in pBR322 plasmid DNA was also examined.
At a concentration of 82 mg/mL of O. acanthium extract, no viable trophozoites were observed at the 72" hour. The 1Cso values
were 3,09, 5,55 and 13,6 mg/mL at 72, 48 and 24 hours, respectively. MTT analysis revealed a dose-dependent decrease in the
viability of HeLa cells treated with various concentrations of the extract (14, 13, 11, 9,8, 7, 4, 3, 1,50, 0,44, 0,22 mg/mL), with
an ICso value of 8,04 mg/mL at 24 hours. Furthermore, the extract exhibited protective effects against DNA damage induced by
hydroxyl radicals at concentrations of 20,5, 10,25, 5,125, 2,56 and 1,28 mg/mL. According to our results, the extract is proposed
as a potential alternative to current medications used to treat Acanthamoeba infections.

Keywords: Acanthamoeba castellanii, GC-MS, HeLa Cell, Onopordum acanthium, pBR322 Plasmid DNA.
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1. Giris

Serbest yasayan amiplerden olan Acanthamoeba castellanii su ve toprak basta olmak tizere
diinyada genis yayilim gosteren, insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olan, trofozoit ve kist
formlarinda bulunabilen, Acanthamoebidae ailesine ait bir tiir olan, mitozla ¢ogalan dkaryotik bir
protozoondur (Visvesvara ve ark., 2007; De Lacerda ve Lira, 2021).

Toprak, igme ve yiizme sulari, kaplicalar, lagimlar, akvaryumlar, klimalar, hastaneler ile dis
tedavi birimleri ve diyaliz liniteleri, kontakt lens saklama konteynerleri ile lens dezenfektanlari, hiicre
kiiltiirleri, baz1 bitkiler ve omurgali canlilar insanlarin nazal mukoza, bogaz, enfekte beyin ve akciger
dokusu ile deri lezyonlar1 ve keratitli hastalarin kornea dokusu Acanthamoeba tiirlerinin yasam
alanlaridir (Aykur ve Dagci, 2023).

Biiyiime ve gelisme, beslenme, hareket etme ve iireme faaliyetlerinin yiiriitiildiigii trofozoit
evresi ve olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli olan kist evresi olmak iizere yagam dongiisii 2 evreye
sahiptir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Kaynak ve ark., 2018).

Cogunlukla kontakt lens kullananlarda goriilen ve ihmal edildiginde goérme kaybiyla
sonuclanabilen Acanthamoeba Keratiti (AK), ender gorilen ve 6limle sonuglanabilen Graniilomattz
Amoebik Ensefalit (GAE) ve Kutan0z Acanthamoebiasis Acanthamoeba kaynakli 6nemli
hastaliklardir. Ayrica immiin sistemi zayiflamis bireylerde goriilen pnémoni, yayilim enfeksiyonu,
deri lezyonlar1 parazitin sebep oldugu diger hastaliklardir (Siddiqui ve Khan, 2012; Stetkevich ve
ark., 2022).

Gunlmuzde Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ilaglarin yeterince etkili
olamamalari, uzun siiren tedavilerin hastalar tarafinda iyi tolere edilememesi ve ilaglarin ciddi yan
etkilerinin olmasi, 6te yandan kullanilan ilaglara karsi parazitin direng gelistirmesi, parazitin Kist
formunun ila¢ ve dezenfektanlara karsi direngli olmasi ve parazitin dkaryotik yapida olmast gibi
sorunlar nedeniyle Acanthamoeba tiirlerinin trofozoit ve kist formlar1 {izerinde iyi tolere edilebilen,
etkin ve non-sitotoksik ilag arayislar1 halen surmektedir (Fiori ve ark., 2006; Kaynak ve ark., 2019).

Onopordum acanthium (Galagan ya da Kangal) Asteraceae familyasina ait bir tiir olup iki y1llik
otsu formda ortalama 1,5 m buytyebilen bir bitkidir. Amonyum tuzlari bakimindan zengin kayalik,
yamag, ¢alilik, yol kenarlar1 ve tarlalarda yetisen bu tiir, Haziran- Eyliil aylarinda ¢i¢eklenmektedir.
Kokii kalin ve sulu olan bitkinin govdesi dik ve dalli olup kenarlar1 dikenli kanatlara sahiptir.
Yapraklar rozet seklindedir (Cavers ve ark., 2011; Garsiya ve ark., 2019). Bitki, Afrika'da (Cezayir),
Asya'da (Turkiye, Rusya, Cin, Hindistan, Pakistan, vb.), Avrupa'da (Almanya, Hollanda, Yunanistan,
Italya, Fransa, Portekiz, Norveg, vb.) Avustralya, Kuzey ve Giiney Amerika’nin baz1 bolgelerinde
yayilis gostermektedir. Bitki, Tiirkiye’de Karadeniz’in dogusu, Dogu Marmara, Orta ve Dogu
Anadolu ile Orta Akdeniz’de yayilis gostermektedir (Al-Snafi, 2020).
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Farkli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan O. acanthium’un toprak tstii kisminin
kaynatilarak tiiketildiginde sakinlestirici ve idrar soktiiriicti etkisi bildirilmistir. Ayrica merkezi sinir
sistemini uyarabilen bitki, kardiyotonik ve hemostatik ozelliklere sahiptir (Mobli ve ark., 2015;
Garsiya ve ark., 2019). Yaprak ve ¢icek inflizyonu 6demini azaltici etkiye sahiptir (Mamedov ve ark.,
2015; Garsiya ve ark., 2019). O. acanthium’un g¢igek, yaprak ve govdesinden elde edilen etanolik
Ozltler kozmetik alanda krem ve merhemlerde kullanilmaktadir. Bu 6ziitler derinin yeniden
yapilanmasini saglar, nemlendirir ve yaslanma karsit1 etkilere sahiptir (Garsiya ve ark., 2019).

Bu calismanin amaci, O. acanthium’un A. castellanii trofozoitleri lzerinde amoebisidal
aktivitesini ve hidroksil radikali ile indiiklenen DNA hasarin1 engelleme aktivitesini arastirmaktir.
Ayrica O. acanthium’un doza bagli olarak HeLa hiicre hattinda hiicre canlihigini etkileyip

etkilemedigini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Bitki Oziitiiniin Hazirlanmasi

Bitkinin kok kismindan 60 g hassas terazide tartilip, 180 mL etanolle dgiitiilmiistiir. Karigim
100 rpm calkalayicida 72 saat bekletilmis, siire sonunda filtre kagidindan siiziildiikten sonra
evaporatdrde 35°C’de etanol uzaklastirilmigtir. Son konsantrasyonu 82 mg/mL hesaplanmistir

(Kaynak ve ark., 2018).

2.2 A. castellanii Trofozoit Kultlrt

Ringer agar besiyerlerine 1’er mL Ringer broth eklendikten sonra 0,5’er ml E. coli (ATCC
25922) slspansiyonu (Acanthamoeba ksenik kiiltiiriinde canli besin olarak kullanilmistir) ve A.
castellanii (ATCC 30010) susundan 350°ser puL eklenerek steril 6zeyle ekim yapilmistir. 26°C etiivde
96 saat inkiibasyondan sonra trofozoitler, Ringer broth ile yikanarak toplanmis ve thoma laminda
mL’deki trofozoit sayis1 ve %0,4’liikk trypan blue boyasi ile canlilik testi yapilmistir. Deneye
1x108/mL trofozoit sayis1 ve %100 canlilikla baglanilmistir (Kaynak ve ark., 2018).

2.3 Ozutiin Amoebisidal Aktivitesinin Test Edilmesi
O. acanthium o6zuta 82, 41, 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarda

hazirlanmigtir. Bu konsantrasyonlardan 200’er pL alinarak 200’er uL trofozoitle karistirilmistir.
Negatif kontrol (NK) (trofozoit + steril deiyonize su) ile pozitif kontrol (PK) (trofozoit+%0,05
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klorheksidin glukonat) hazirlanarak 26°C etiivde 24, 48, 72 saat bekletilmis, her siire bitiminde

%0,4’liik trypan blue eklenip thoma laminda sayilmistir. Her sayim ii¢ kez tekrarlanmistir (Kaynak
ve ark., 2018).

2.4 MTT Sitotoksisite Testi

O. acanthium o6zutd 14, 13, 11, 9,8, 7, 4, 3, 1,50, 0,44, 0,22 mg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanarak memeli hiicrelerinde sitotoksik etkisi HeLa hiicre hatt1 kullanilarak test edilmistir. HeLa
hiicreleri %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ile 2 mM I-glutamin, 100 pg/mL streptomisin, 100 U/mL
penisilin iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) kiiltiir ortaminda 37°C'de %5
COz, iceren inkiibatdrde T75’lik hiicre kaplarinda biiylitiilmiistiir. HeLa hiicrelerinin 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarma kuyucuk basina 5x103 hiicre olarak %10 FBS iceren DMEM besiyerine ekimi
yapilmistir. Ertesi giin hiicrelere 0ziit, farkli konsantrasyonlarda uygulanarak 24 saat bekletilmistir.
Elabscience MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kiti kullanilmustir. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi tiim kuyucuklara 50 puLL serumsuz besiyeri ile 50 uL MTT reaktifi eklenmistir.Kontrol igin,
hiicre igcermeyen bir kuyucuga 50 uLL MTT reaktifi eklenmistir. %5 COz2, ve 37°C inkiibatdrde 3 saat
inkiibe edildikten sonra kuyucuklara 150 uL MTT solvent eklenmistir. 15 dakika orbital ¢alkalayicida
calkalanmigtir. Stire sonunda Tecan i-control™ Microplate Reader’da 570 nm’de absorbansi

okutulmustur.

2.5 Ozitiin DNA Koruyucu Aktivitesinin Test Edilmesi

O. acanthium 0zutl hidroksil radikali ile indiiklenen DNA hasarina kars1 koruyucu etkisini
arastirmak i¢in 15 pL son hacimde 0,25 pg/uL pBR322 plazmit DNA's1, 2,5 mM Nax-EDTA, 2,5
mM Fe2S04, %2 H202, Oziit 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarda 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7) bulundugu bir reaksiyon karisimi hazirlanarak 37°C'de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, &rnekler elektroforez icin %1 agaroza (0,5 mg/mL etidyum bromdr
iceren) yiiklenmistir. Elektroforezden sonra ¢alisma tamponunda (1X Tris asetik EDTA; TAE) UV
15181 altinda goriintiiler kaydedilmistir (Col-Ayvaz ve ark., 2018).

2.6 Ozutin GC-MS Analizi:
0. acanthium kok 6zattndn icerisindeki etanol ve su evaporatdrde tamamen ucurulduktan sonra

DMSO (Dimetil siilfoksit) ¢oziici kullanilarak 2000 ppm konsantrasyonda hazirlanarak GC-MS
analizi Restek-Rtx-5 kapiller kolonda (30,0m x 0,25mm x 0,25um) 70 ev'de elektron darbe modu;
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helyum (%99) kullanilarak yapilmistir. Tasiyict gaz 1 mL/dakika sabit akista ve enjeksiyon hacmi
1uL olarak ayarlanmistir. Split ratio 1/10, enjektor sicakligi 240°C ve iyon kaynagi sicakligi 200°C
olacak sekilde firin sicakligi 40°C’de 2 dakikadan baslayarak 4°C /dakikalik bir artigla 240°C’ye (10
dakika) ¢ikarilmis ve toplam calisma siiresi 50 dakika olmustur (EI-Beltagi ve ark., 2019). Verilerin
degerlendirmesinde 6zel bir kiitle spektral veritaban1 (WILEY), Aroma ve Koku Ulusal Standartlar
ve Teknoloji Enstitisi (NIST) ve Dogal ve Sentetik Bilesikler Kiitiiphanesi (FFNSC3),

kiitiiphanelerinden faydalanilmistir.

2.7 istatistiksel Analiz

Kontrol (K) ile 6ziit test gruplarinin 24., 48., 72. saatlerdeki degisimlerine ait veriler ve farkl
konsantrasyonlardaki 6ziitin HelLa hiicrelerinde sitotoksisite testine ait veri girisi, grafikler ve
tanimlayici veri analizi Microsoft Excel ile IBM SPSS Statistics 27.0.1 programlart ile yapilmustir.
Veriler ortalama (Mean) + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. p degeri <0,01 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. Oziitiin amoebisidal aktivitesini gdsteren % canlilik sayim sonuglari
IBM SPSS Statistics 27.0.1 kullanilarak post-Hock ¢oklu karsilastirma analizi, Tukey ikili grup
karsilastirilmas1 yapilarak degerlendirilmistir. Trofozoitler ve HeLa hiicrelerinde letal aktivite
gosteren Oziitlin farkli konsantrasyonlari, ICso degerlerinin hesaplanmasinda logaritmik regresyon
analizi kullanilmistir. Agiklayict degiskenler ve tiim konsantrasyonlarin sonuglarini dzetlerken

Principal Component Analysis (PCA) Jamovi 2.4.11 programi ile gorsellestirilmistir.

3. Bulgular

3.1 Oziitiin Amoebisidal Aktivitesi

0. acanthium 6ziitiiniin 82 mg/mL konsantrasyonda 24. saatte trofozoitlerin ¢ogunda letal etki
gosterdigi, ayni konsantrasyonda 72. saatte canli trofozoite rastlanmadigi, 41 mg/mL
konsantrasyonda ise 72. saatte trofozoitlerin ¢ogunda onemli oranda letal etki gosterdigi tespit

edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. A. castellanii trofozoitleri Gzerinde O. acanthium 6ziitiiniin farkli doz ve siirelerde amoebisidal
etkisinin grafigi

O. acanthium 0zutuntn trofozoitler tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso degerleri

sirasiyla 3,09, 5,55 ve 13,6 mg/mL olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli konsantrasyonlardaki O. acanthium 0ziitiintin A. castellanii trofozoitleri Gizerindeki ICso

degerleri
A. castellanii Uygulanan Saat %50 inhibitor Konsantrasyon (1Csg)
72 3,09 mg/mL
Trofozoit 48 5,55 mg/mL
24 13,6 mg/mL

0. acanthium 6zdtlnln A. castellanii trofozoitleri tizerinde uygulanan 6ziit dozlarinin canlilik
tizerine etkileri incelendiginde, 6ziit dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldig: tespit edilmistir. En
yuksek canlilik 1,28 mg/mL’de, en diisiik canlilik 82 mg/mL’de 6l¢iilmiistiir. Bekleme siiresi arttik¢a
da canlilik oranlarinin azaldig belirlenmistir. En yiliksek canlilik 24. saatte, en diisiik canlilik 72.

saatte Ol¢iilmiistiir (Tablo 2).

Tablo 2. O. acanthium'un farkli doz ve siirelerde A. castellanii trofozoitleri Uizerindeki hiicre canliligina

etkisi
Doz/Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat Y
Kontrol 100+0,00? 99,66+0,57¢ 99,33+1,15° 99,66+0,70°
1,28 mg/mL 91,78+1,10° 72,83+1,35¢ 64,28+2,01¢ 76,30+12,26"
2,56 mg/mL 85,01+2,31°¢ 63,17+2,16° 51,69+1,64 66,62+14,76°

5,125 mg/mL 72,06+2,67° 50,32+1,08f 33,72+1,53¢ 52,03+16,73¢




Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 15(1), 434-447, 2025

10,25 mg/mL 55,42+3,94 34,441,600 21,89+1,72"
20,5 mg/mL 38,62+1,78¢ 20,10+2,05" 11,32+1,07
41 mg/mL 25,07+2,50" 12,1242,17¢ 5,651,144
82 mg/mL 17,04+1,88" 7,04+1,19% 0,00+0,00'

Y 60,62+30,10° 44,96+31,04 35,98+32,49°

440

37,25+14,84°

23,35+12,15f
14,28+8,749
8,03+7,50"

Ust simge olarak verilen degerler ile farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel

farkliliklar bulunmaktadir.

0. acanthium 6zut dozlarinin trofozoitler tizerindeki % canlilik sonug¢larimi 6zetlemek i¢in

aciklayict degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir. A¢iklama orani (%99,97) olan eksenin sag ve sol

tarafin1 ayirdigimizda 82, 41, 20,5, 10,25 mg/mL’deki dozlar ile kontrol, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL

dozlar arasinda negatif korelasyon gostermektedir (Sekil 2A). O. acanthium’un tiim dozlarinin 24

saatlik dilimindeki % hiicre canlilig1 degerleri ile 72 saatteki degerler arasinda 6nemli diizeyde negatif

korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canlilig1 verileri, eksenin ortasinda yer aldigindan tiim

dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir (Sekil 2B).
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlardaki O. acanthium 6zitliniin PCA ile gbsterimi (A),
O. acanthium &ziitiintin farkli doz ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi (B).

O. acanthium’un o6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi incelendiginde tiim eksenler

varyanslarin %100°linii agiklamaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. O. acanthium'un 6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdeleri

Ozdeger Varyans Yiizdesi Y%Kimulatif
Dim. 1 2,93027 97,6756 97,7
Dim. 2 0,06817 2,2723 99,9

Dim. 3 0,00156 0,0521 100,0
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3.2 Ozutin DNA Koruyucu Aktivitesi

O. acanthium 6zituniin hidroksil radikali ile indiiklenmis DNA hasarini engelleyici aktivitesini
arastirmak amaciyla hidroksil radikali ile indiiklenmis pBR322 plazmid DNA’s1 agaroz jel
elektroforeziyle incelenmistir. pBR322 plazmid DNA’s1 stressiz sartlar altinda siiper coil haldedir.
Hidroksil radikali ile olusturulan DNA hasar1 sonucunda DNA sirkiiler ve lineer hale gegmektedir.
Trolox gibi antioksidan ajan kullanilan pozitif kontrollerinde oldugu gibi DNA hasari
engellendiginde DNA tekrar stipercoil hale donmektedir. O. acanthium 6zuttinun 20,5, 10,25, 5,125,
2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarinin hidroksil radikali ile olusturulan DNA hasarina karsi

koruyucu etkilerinin gii¢lii oldugu tespit edilmistir (Sekil 3).

UL

Sekil 3. O. acanthium ézitiniin pBR322 plazmid DNA’s1 iizerinde hidroksil radikalinin neden oldugu
DNA hasarma karst DNA koruyucu aktivitesini gosteren agaroz jel elektroforezi goriintusi

1: DNA

2: DNA+Na;EDTA+H0,+Fe2S04

3: DNA+Na:EDTA+H;0,+Fe>S0O4 +Trolox

4-10: Trolox yerine farkli konsantrasyonlardaki

O. acanthium oztleri (20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL).

3.3 Oziituin Sitotoksik Aktivitesi

O. acanthium 6z0tu farkli konsantrasyonlarda (14, 13, 11, 9,8, 7, 4, 3, 1,50, 0,44, 0,22 mg/mL)
HelLa hiicre hattinda 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Oziitiin doza bagl olarak hiicre canliligini
azalttig1 gozlenmistir. 72 saat sonra yaklasik ICso degerinin 8,04 mg/mL oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4). O. acanthium 6ziitiin HeLa hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. O. acanthium oziitiiniin farkli konsantrasyonlarinin HeLa hiicreleri tizerinde 24 saatteki
sitotoksisitesi.

3.4 Ozitin Kimyasal Kompozisyonun Belirlenmesi

0. acanthium 6ziti GC-MS ile analiz edildiginde (Tablo 4) bitkinin kimyasal kompozisyonu
arasinda bulunan bazi fitobilesiklerin [Dimethylsulfoxonium formylmethylide (Jha ve ark., 2022),
Butyrate (Du ve ark., 2021), 5-Hydroxymethyl furfural (Ntalli ve ark., 2010)] kapsamli literatiir
taramasi sonucunda antimikrobiyal etkilerinin tespit edildigi caligmalara rastlanmistir. O. acanthium

kok 6zutinin GC-MS analiz grafigi Sekil 5’te sunulmustur.

Tablo 4. O. acanthium Oziitiiniin Kimyasal Kompozisyonu

Molekiil .
Pik Té‘.t.‘:::a A:/a“ Kimyasalin Adi Clé)s Formiil Agirhg Igfg‘r’;'f';e
iiresi o (MW) i Yy
1 10063 12,35 Dimethylsulfoxonium 31043-74-0  C4Hs0:8 120 NISTI1
formylmethylide
2 10,459 44,3  Methanesulfonyl chloride 124-63-0 CH3Ci028 144 NIST11
3 11,924 3,73 Chloromethanesulfonyl chloride 3518-65-8  CICH2SOCI 149 NISTI1
4 19,64 494 2OH)-Furanone, 4-methyl-3-(2- 89902-24-9  CoH 1202 152 NIST11
methyl-2-propenyl)-
5 31,317 2,11  Decanoic acid, silver (1+) salt 13126-67-5 CioHi9 AgO2 279 NIST11
6 33,162 3,16  Cyclohexane, 1-butenylidene- 89902-24-9 CioHi6 136 NIST11
7 41,72 3,37  9,12,15-Octadecatrienal 26537-71-3 C1sH300 262 NIST11
8 41,79 4,39  9,17-Octadecadienal, (Z)- 56554-35-9 Ci1sH320 264 NIST11
9 10063 1235 Methane, sulfinylbis- (CAS) Dimethyl o, 6o 5 ¢ 1,08 78 WILEY 7
sulfoxide
10 10459 443 Methane, sulfonylbis- (CAS) 67-71-0  C2Hs 02 94 WILEY 7

Dimethyl sulfone

11 11,924 3,73  1-Chloro-2-fluoroethane 0-00-0 C2H4CIF 82 WILEY 7
2-Furancarboxaldehyde, 5-

12 19,64 4,94 (hydroxymethyl)- (CAS) HMF
13 31,317 2,11 Quinic Acid 77-95-2 C7 Hi2 O¢ 192 WILEY 7

67-47-0 Co Hs O3 126 WILEY 7
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14 33,162 3,16 1,4,8-Dodecatriene, (E,E,E)- (CAS) 24252-85-5 Ci2 His 162 WILEY 7
11,14,17-Eicosatrienoic acid, methyl
15 41,72 3,37  ester (CAS) Methyl-11,14,17- 55682-88-7  Cz1 H3s O2 320 WILEY 7
Eicosatrienoate
16 41,79 4,39  Tetradecadien-4,9 ol-1 0-00-0 Ci4 H2s O 210 WILEY 7
17 10,063 12,35  Sclerosol 67-68-5 C:H¢O S 78 FFNSC 3
18 10,391 18,05 Norborneol <exo-2-> 497-37-0 C7H120 112 FFNSC 3
19 11,924 373 Elfylil_f;de <methyl 2-methyl- 3= 65505171 CoHs0S: 160 FFNSC 3
20 19,64 4,94  5-Hydroxymethylfurfural 67-47-0 Cs He O3 126 FFNSC 3
21 31,317 2,11 Butyrate <decyl-> 5454-09-1 Ci4 Has O2 228 FFNSC 3
22 33,162 3,16  Dodeca-(8E,10E)-dienyl acetate 53880-51-6  Cia H24 O2 224 FFNSC 3
23 41,72 3,37 Civetone 542-46-1 Ci17H30 0 250 FFNSC 3
e e T T TR e TR Bt T

LR

4 l

_ L ] .
=-n-.1:'$‘_1?:“=-ﬂ:7c-.':‘l-z-n“::';=:',—ﬁf}h’:r."_-.".‘.‘:-.'::' ..:nT;WW:.F:A—ﬂHv.ﬂE#W .
e Hs s 18 N5 Hs  Me Hf s Hs Ms  ¥s B s do 05 e sis sy w8 we

Sekil 5. O. acanthium 6zuttinin GC-MS analiz grafigi

4. Tartisma

Gilinlimiizde bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildig1 ¢aligmalar giderek artig
gostermektedir. Bazi Onopordum tlrlerinin antibakteriyel [O. alexandrinum (Abd El-Moaty ve ark.,
2016), O. acanthium (Al-Snafi, 2020), P.umbonatum ve O. jordanicolum (Obeidat, 2018)],
antifungal [O. alexandrinum (Abd El-Moaty ve ark., 2016), P. umbonatum ve O. jordanicolum
(Obeidat, 2018), O. acanthium (Mouffouk ve ark., 2023)] ve antimalaryal [O. alexandrinum (Abd El-
Moaty ve ark., 2016)] aktivitelerinin arastirildigi ¢alismalar yapilmistir. Calismamizda ise; O.
acanthium’un A. castellanii trofozoitleri iizerinde amoebisidal aktivitesi arastirilmistir. O.
acanthium’un 82 mg/mL’de 24. saatte trofozoitlerin gogunda letal etki gdsterdigi, 72. saatte canli
trofozoite rastlanmadigi, 41 mg/mL’de 72. saatte trofozoitlerin ¢ogunda 6nemli oranda letal etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 2). O. acanthium’un trofozoitler Gizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde
yaklasik 1Cso degerleri sirasiyla 3,09, 5,55 ve 13,6 mg/mL olarak bulunmustur (Tablo 2). O.
acanthium’un dozu arttikca canlilik oranlarmin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik 1,28
mg/mL’de, en diisiik canlilik 82 mg/mL’de 6l¢iilmiistiir. Bekleme siiresi arttik¢a canlilik oranlarinin

azaldig1 belirlenmistir. En yliksek canlilik 24. saatte, en diisiik canlilik 72. saatte dl¢tilmiistiir (Tablo
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3) PCA’ya gore agiklama orani (%99,97) olan eksenin sag ve sol tarafini ayirdigimizda 82, 41, 20,5,
10,25 mg/mL’deki dozlar ile kontrol, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL dozlar arasinda negatif korelasyon
gostermektedir. O. acanthium’un tiim dozlarinin 24 saatlik dilimindeki % hiicre canlilig1 degerleri ile
72 saatteki degerler arasinda onemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre
canlili1 verileri, eksenin ortasinda yer aldigindan tiim dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir (Sekil
3).

Asteraceae familyasina ait bazi bitki tiirlerine [Tanacetum kotschyi ve Tanacetum tomentellum
(Savci ve ark., 2019), Lactuca sativa (Naseem ve Ismail, 2022), Wedelia chinensis (Pandey ve ark.,
2024)] ait 6zutlerin pPBR322 plazmid DNA’s1 iizerinde DNA koruyucu aktivitelerinin arastirildigi
calismalara da rastlanmaktadir. Calismamizda da Asteraceae familyasina ait olan O. acanthium’un
hidroksil radikali ile olusturulan DNA hasarina karsi pBR322 plazmid DNA’s1 lizerinde O. acanthium
kokinden elde edilen 6zUtin DNA hasarina karsi koruyucu etkisi arastirilmistir. O. acanthium
0zutinln 20,5, 10,25, 5,125, 2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarinin DNA hasarimna kars1 koruyucu
etkisi ilk kez bu yayila gosterilmistir (Sekil 4).

Bazi Onopordum tdrlerinin [O. heteracanthum (Durak ve Aysu, 2014), O. arenarium (Bouazzi
ve ark., 2020), O. Anatolicum ve O. heteracanthum (Basturk ve Peker, 2021)] GC-MS analizi ile
fitokimyasal bilesiklerin incelendigi ¢alismalar da yapilmistir. Calismamizda da O. acanthium’un
GC-MS analizi ile kimyasal kompozisyonu belirlenmistir. Kapsamli literatiir taramas1 sonucunda bu
kimyasal bilesiklerin bazilarmin [Dimethylsulfoxonium formylmethylide (Jha ve ark., 2022),
Butyrate (Du ve ark., 2021), 5-Hydroxymethyl furfural (Ntalli ve ark., 2010)] antimikrobiyal
etkilerinin tespit edildigi ¢caligmalara rastlanmgtir.

Bazi arastirmacilar Onopordum’un baz tiirlerinin [O. cynarocephalum (Formisano ve ark.,
2012), O. leptolepis (Mirzaei ve ark., 2018)] MTT analizi ile memeli hiicrelerinde sitotoksisitelerinin
incelendigi ¢alismalar da mevcuttur. Calismamizda da O. acanthium’un memeli hiicrelerinde
sitotoksik aktivitesi MTT ile HeLa hiicre hatt1 kullanilarak test edilmistir. O. acanthium’un hiicre
canlilig1 lizerinde test edilen dozlara bagh azalma gozlenmis ve 72. saatte yaklasik 1Cso degerinin
8,04 mg/mL oldugu tespit edilmistir. O. acanthium 'un Hel a hiicre hatt1 i¢in sitotoksik etki gosterdigi

tespit edilmistir.

5. Sonuglar ve Oneriler

Calismamizda O. acanthium’un A. castellanii trofozoitleri Uzerinde amoebisidal aktivitesi
arastirtlmistir. O. acanthium’un 82 mg/mL’de 24. saatte trofozoitlerin ¢ogunda letal etki gosterdigi,
72. saatte canli trofozoite rastlanmadigi, bulunmustur. O. acanthium’un trofozoitler tizerindeki 72.,

48. ve 24. saatlerde yaklagik ICso degerleri sirasiyla 3,09, 5,55 ve 13,6 mg/mL olarak bulunmustur.
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O. acanthium’un dozu arttik¢a canlilik oranlarmin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik 1,28
mg/mL’de, en diisiik canlilik 82 mg/mL’de Olcililmiistiir. Bekleme siiresi arttik¢a canlilik oranlariin
azaldig1 belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saatte, en diisiikk canlilik 72. saatte Ol¢iilmiistiir. O.
acanthium’un GC-MS analizi ile kimyasal kompozisyonu da belirlenmistir.

Ayrica O. acanthium 6ziitiiniin hidroksil radikali ile olusturulan DNA hasarma karsi pBR322
plazmid DNA’s1 lizerinde DNA hasarina kars1 koruyucu etkisi arastirilmaistir. Oziitiiniin 20,5, 10,25,
5,125, 2,56, 1,28 mg/mL konsantrasyonlarinin DNA hasarina karsi koruyucu etkileri bulunmustur.

flave olarak O. acanthium’un memeli hiicrelerinde sitotoksik aktivitesi HeLa hiicre hatti
kullanilarak MTT ile test edilmistir. O. acanthium’un hiicre canlilig1 {izerinde test edilen dozlara bagl
azalma gozlenmis ve 72. saatte yaklasik ICso degerinin 8,04 mg/mL oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen veriler 1s1g1inda O. acanthium 6zuttinun HeLa hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi ve
oksidatif stres ile olusan DNA hasarina kars1 koruyucu aktivite gostermesinin yani sira A. castellanii
trofozoitlerine kars1 amoebisidal aktivitesi tespit edilmistir. Bu noktadan hareketle kontrollii sartlar
altinda O. acanthium ézutinin Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde alternatif veya kombine
olarak kullanilabilecegini diisiiniilmektedir. Ancak c¢alismanin sonraki asamasinda, deney
hayvanlarinda non-toksik olup olmadiginin in vivo galismalar ile ortaya konulmasi gerektigi

distiniilmektedir.

Yazarlarin Katkisi

TUm yazarlar ¢alismaya esit katkida bulunmustur.

Cikar Catismasi1 Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan caligsmada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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