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OZET

Bitki ekstratlar1 paraziter enfeksiyonlarin tedavisi agisindan dnemli potansiyele
sahiptirler. Naftakinonlar ve artemisinin veteriner ve tip hekimliginde kan parazitlerine karsi
kullanilan bitkisel orijinli molekiillerdir. Ulkemizin bir¢ok bdlgesinde dogal olarak yetisen
Arnebia densiflora (A.densiflora) icerdigi naftakinonlar nedeni ile, ve Artemisia annua
(A.annua) igerdigi artemisinin nedeni ile tibbi 6neme haiz bitkilerdir. Bu ¢calismada s6z
konusu bitkilerden elde edilen ekstratlarin Theileria annulata (T.annulata) schizontlari ile
enfekte Peripheral Blood Mononuclear (PBM) hiicrelere karsi etkinlikleri arastirilmistir. Bu
amacla, Eskisehir yoresinden toplanan A.densiflora bitkisinin kokleri, Bursa yoresinden
toplanan A.annua bitkisinin toprakiistii kistmlar: acik havada ve golgede kurutulmus, mekanik
olarak parcalanmustir. A.densiflora’nin n-hekzan ekstresi, A.annua’nin petrol eteri ve metanol
ekstreleri ¢ikarilmistir. A.annua ekstrelerinin igerdikleri Artemisinin miktarin belirlemek
amact ile Gas Chromatographic analizleri yapilmistir. Ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde 8 ul/0.5
ml medium konsantrasyonunda Dimethylsulfoksit (DMSO) kullanmilmistir. Saglikli ve enfekte
PBM hiicrelerinin kiiltivasyonu RPMI 1640 besi yeri ile saglanmistir. Hiicreler denemelerin
yapilacagi kuyucuklara 0.5 ml medium icinde 2x10° adet bulunacak sekilde dagitiimislardir.
A.densiflora 125, 62.5, 15.625, 7.8125, 3.9062 ug/ml konsantrasyonlarda, A.annua 125, 62.5,
31.25, 15.625, 7.8125, 3.9062, 1.9531 ug/ml konsantrasyonlarda PBM hiicreleri tizerinde
denenmistir. Kontrol grubu olarak ayrilan kuyucuklara sadece medium ilave edilmistir. Canli
ve Olii hiicrelerin ayrimi denemenin 24 ve 48. saatlerinde 6rnek hiicreleri Trypan blue ile
boyayarak yapilmistir. Deneme gruplar ile kontroller arasindaki farklarin istatistiki analizleri
icin Mann Whitney U Test uygulanmis, p<0.05 ve iistii degerler anlamli kabul edilmistir.

A.densiflora bitkisinde 90.5 g drogdan 4.12 g ekstre, A.annua bitkisinde 100 g
drogdan petrol eteri ile 2.28 g, metanol ile 5.56 g ekstre elde edilmistir. A.annua metanol
ekstresinde 1.14 + 0.07 mg/ 100 g, petrol eteri ekstresinde 4.54 + 0.10 mg/100g diizeylerinde
Artemisinin varlig: tespit edilmistir.

A.densiflora ekstresinin denenen tiim konsantrasyonlarda hem saglikli hem enfekte
hiicreleri kontrol gruplarindakilere kiyasla anlamli diizeylerde (p<0.05) 6ldiirdiigii
gozlenmistir.

A.annua metanol ekstresinin saglikli hiicreler tizerinde hi¢bir olumsuz etkisi olmamas,
enfekte hiicreler lizerindeki etkisi ise yetersiz diizeyde olmasina ragmen sadece

125 pg/ml konsantrasyonda gozlenmistir.



A.annua petrol eteri ekstresi saglikli hiicreler iizerinde olumsuz etki gostermemis,
enfekte hiicreleri ise denemenin 24. saati itibar1 ile 15.625 pg/ml ve iistii konsantrasyonlarda
anlamli diizeylerde (p<0.05) 6ldiirmiistiir. Denemenin 48. saatinde 62.5 pg/ml
konsantrasyonda tiim enfekte hiicreler dlmiistiir.

Sonug olarak A.annua petrol eteri ekstresinin 15.625-62.5 pg/ml konsantrasyonlarda
saglikli hiicrelere zarar vermeden T.annulata schizontu ile enfekte PBM hiicrelerini in vitro
ortamda etkili sekilde yok ettigi ortaya konmus, ekstrenin hastalar tizerinde denenmesi

gerektigi kanisia varilmstir.

Anahtar kelimeler: Theileria annulata, Arnebia densiflora, Artemisia annua, naftakinonlar,

artemisinin



SUMMARY

In Vitro Efficacy of Some Plant Extracts Against Theileria annulata

Plant extracts have significant potentials for the treatment of parasitic infections.
Naphtaquinones and artemisinin are plant based molecules used against blood parasites in
veterinary and human medicine. Arnebia densiflora (A.densiflora) and Artemisia annua
(A.annua) grow in most parts of our country and have medical value due to their
naphtaquinone and artemisinin contents, respectively. In this study, effects of the extracts of
these plants on peripheral blood mononuclear (PBM) cells infected with Theileria annulata
schizonts were investigated. For this aim, roots of A. densiflora collected in Eskisehir
province and over-soil parts of A.annua collected in Bursa province were shade-dried and
grinned mechanically. A. densiflora’s n-hexane extract, and A. annua’s petroleum ether and
methanol extract were prepared. Gas chromotography was performed to measure the
artemisinin quantity in A.annua extracts. Dimethylsulfoxide (DMSO, 8 pl/0.5 ml medium)
was used for dissolving the extracts. Cultivation of healthy and infected PBM cells was
carried out with RPMI 1640 medium. Cells were put into trial wells as 2x10° cells in 0.5 ml
medium per well. A. densiflora was added at concentrations of 125, 62.5, 15.625, 7.8125,
3.9062 pg/ml and A. annua was added at concentrations of 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.8125,
3.9062, 1.9531 pg/ml on PBM cells. In control wells medium was added only. Distinction of
dead and alive cells was made by trypan blue staining of sampled cells at 24th and 48th hours
of the trial. Mann Whitney U test was applied for the statistical analysis of trial and control
groups; a p value of <0.05 and over was accepted significant.

4.12 g of extract was achieved from 90.5 g drog prepared from A.densiflora, while
5.56 g and 2.28 g of extract was achieved via methanol and petroleum ether extractions,
respectively, from 100 g drog prepared from A.annua. 1.14 +0.07 mg/ 100 g and 4.54 +0.10
mg/100g of artemisinin was yielded after methanol and petroleum ether extraction of
A.annua.

A.densiflora extract killed both healthy and infected cells at all concentrations when
compared with the control group (p<0.05).

A.annua methanol extract did not have any negative effect on healthy cells. A mild

affect was seen on infected cells at concentration of 125 pg/ml.



A.annua petroleum ether extract had no negative effect on healthy cells, but killed
infected cells at concentration of 15.625 pg/ml and over at 24th hour of trial (p<0.05). All
infected cells died at concentration of 62.5 pg/ml at 48th hour.

Consequently, it was proven that PBM cells infected with 7. annulata schizonts are
effectively destroyed in vitro by A. annua petroleum ether extract at concentrations of
15.625-62.5 pg/ml without damaging healthy cells. Trial of this extract on patients is
suggested.

Key words: Theileria annulata, Arnebia densiflora, Artemisia annua, naphtaquinones,

artemisinin



GIRIS

Tiirkiye’de yiiksek verimli sigir irklarimin sayismin artirilmasi amacuiyla, kiiltiir irk1
sigir ithali ve bu rk hayvanlarin diisiik verimli yerli irklarla melezlenmesi ¢aligmalar:
yapilmaktadir. Bu calismalar sonucunda elde edilen yiiksek verimli wrklar, yerli rklara gore
viral, bakteriyel ve bazi paraziter hastaliklara daha duyarhdirlar.

Tropikal theileriosis, Tiirkiye’de 6zellikle ithal edilen yiiksek verimli sigirlarda ve
melezlerinde yiiksek oranda dliimlere ve verim diisiikliiklerine sebep olan ve bu nedenle iilke
ekonomisine biiyiik zararlar veren bir protozoon enfeksiyonudur.

Tropikal theileriosisin kontrolii; vektor kene miicadelesinde akarisid uygulanmas,
hastalik etkenine karsi ila¢ kullanimi1 ve hastaliga kars1 korunmada atteniie macroschizontla
enfekte hiicre kiiltiirii agis1 uygulanmasi ile yapilmaktadir. Akarisid uygulamasinin, pahal
olmasi, sigirlarin et ve siitlerinde ila¢ atik maddelerinin kalmasi, ilaglarin ¢evreyi kirletmeleri
ve kenede akarisidlere kars1 direng gelismesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hastahiga
kars1 korunmada kullanilan as1 ise, iiretilen doz miktarmin yetersiz olmasi, tasima ve
uygulamadaki bazi giicliikler nedeniyle hastaligin kontrol altina alinmasinda yetersiz
kalmaktadir.

Ulkemizde theileriosisin tedavisinde Buparvaquone etken maddeli bir ila¢ olan
Butalex kullanilmaktadir. Ancak ilacla tedavi ¢ok pahali olmakta ve tedaviye erken donemde
baslanilmadiginda istenilen sonug elde edilememektedir.

Dozu ve stabilitesi kolay ayarlanabilen sentetik ilaglarin varligina ragmen pek ¢ok
hastaligin tedavisinde alternatif bir yontem olarak bitki kullanimi, gelismis ve gelismekte olan
toplumlarda yaygmlagmigtir.

Icermis olduklar1 etken maddelerin yapilarinin aydinlatilmasiyla, ayni etkiyi
gosterebilecek bir¢ok sentetik ilag icin model olarak kullanilabilen bitkisel materyaller
modern tibbin vazgec¢ilmez unsurlarindandir. Ayrica, 1yi degerlendirildiklerinde tilkeler icin
biiylik bir ekonomik potansiyel olustururlar (1).

Tiirkiye bitkisel flora agisindan ¢cok zengin bir yap1 arz etmektedir. Dogal olarak
yetisen dokuz binden fazla bitki tiirli goz oniine alindiginda iilkemiz sayisal olarak bile biiyiik
bir potansiyele sahiptir. Ulkemizin cografi konumu, iklim &zellikleri ve degisik ekolojik
sartlarinin yarattig1 bu zenginlikler ile ekonomik kalkinmaya aktarilabilecek ¢ok cesitli
imkanlarin saglandig1 goriilmektedir. Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ¢ok eski

devirlere kadar gitmektedir. Yiizyillar boyunca geleneksel olarak kullanilmis olan bitkisel



kaynakl ilaglarm bu yondeki etkilerinin ve varsa toksik ¢zelliklerinin olup olmadiginin
belirlenmesi arastirmalar arasinda yer almaktadir (2).

Bu caligmada; Tiirkiye’de Eskisehir yoresinde yaygin olarak bulunan A. densiflora
bitkisinin kok ekstresinin ve Bursa yoresinde bulunan A. annua bitkisinin toprak iistii
kisminin farkl ekstrelerinin icerdikleri Artemisinin diizeylerini belirleyerek bu ekstrelerin 7
.annulata schizontlarina kars1 in vitro etkinliklerini arastirmak, in vivo denemeler i¢in timit

verici olup olmadiklarim belirlemek amag¢lanmustir.



GENEL BIiLGIiLER

1. THEIiLERIiA ANNULATA

1.1. Tropikal Theileriosis’in Tarihcesi

Tropikal theileriosis, Akdeniz Sahil Hummasi veya Misir Hummasi etkeni olan
Theileria annulata, Kuzey Afrika, Giiney Avrupa, Orta Dogu, Hindistan, Cin, Asya’nin bir
boliimii ile Nil Vadisi’nden Sudan’a kadar uzanan genis bir cografyada sigir, manda ve
zebularda goriilen, Hyalomma cinsine bagli keneler tarafindan transtadial olarak nakledilen
onemli bir protozoondur (3-7).

Mimioglu (8)’na gore ilk kez 1904 yilinda Dschunkowsky ve Luhs tarafindan
Kafkasya sigirlarinda tespit edilen 7. annulata, Dogu Sahil Hummasi etkeni Theileria parva
ile cubuk seklindeki eritrositik formundan dolay1 benzerlik gostermigse de, eritrosit icindeki
halka formlar1 ¢ogunlukta oldugu icin Piroplasma annulatum olarak adlandirilmistir.
Mimioglu (8)’na gore Bettencourt ve arkadaslar1 1907 yilinda P. annulatum ile P.
bigeminum’un i¢ organlardaki gelisimlerini karsilastirmali olarak incelemis, P. annulatum’un
schizontlarina i¢ organlarda rastladiklar1 halde P. bigeminum’un schizontlar1
bulunmadigindan bu paraziti Piroplasma cinsinden ¢ikarip Theileria cinsine almislardir.

Levine (3)’a gore 1924 yilinda Kuzey Afrika’da Sergent ve arkadaslar1 yaptiklar:
incelemelerden sonra orada hiikiim siiren hastalik etkeninin ayr1 oldugunu tespit ederek
parazite Theileria dispar adi vermisglerdir. Bundan sonra uzun yillar 7. annulata ve T.
dispar’m ayr tiirler olduklar1 kabul edilmistir. Ayni yillarda Tiirkistan’da bulunan tiiriin de
bagska bir parazit oldugu tahmin edilerek Theileria turkestanica olarak isimlendirilmistir.

Mimioglu (8)’nun bildirdigine gére 1948’de Dschunkowsky ve 1949°da Delpy bu
parazitlere ayr1 ayr1 isim vermek yerine (7. dispar, T. turkestanica ) T. annulata adinin

kullanilmasin1 6nermislerdir.



1.2. Theileria annulata’nin Siiflandirilmasi

Theileria tiirlerinin simiflandirilmasinda, uzun siire schizont ve piroplasmlarin
morfolojik yapilari, vektor kene spesifikligi, patojenite, biyolojik karakterler ve serolojik
tanimlamalar esas alinmistir. Ancak piroplasmlarin morfolojisi, enfeksiyonun seyri sirasinda
degisebilecegi i¢in tiirlerin ayriminda kullanilabilecek iyi bir kriter olmadig: belirtilmistir (9).

Giintimiizde Theileria tiirlerinin ayriminda, parazitteki molekiiler ve genetik
farkliliklar1 ortaya koyan filogenetik analizlerin dikkate alinmasi gerektigi ifade edilmektedir
(10).

Levine’a gore (3) T.annulata’nin taksonomideki yeri asagidaki gibidir:

Alem: Animalia
Alt alem: Protozoa
Sube: Apicomplexa
Smif: Sporozoasida
Alt sinif: Coccidiasina
Takim: Eucoccidiorida
Alt Takim: Piroplasmorina
Aile: Theileriidae
Cins: Theileria

Tiir: Theileria annulata

Theileria tiirleri Apicomplexa subesinde yer almalarina ragmen, parazitlerin apikal
kompleksi azalmistir. Sadece rhoptriye sahip olup, polar ring, konoid, mikronem ve
subpellikiiler mikrotubullerden yoksundurlar (11). Ancak hareketli olan kinetler mikroneme,

intraeritrositik formlar ise mikropora sahiptir (12).



1.3. Theileria annulata Enfeksiyonlarinda Tedavi ve Kontrol

Bircok tilkede kene ve kenelerle bulasan hastaliklar ciftlik hayvanlar1 endiistrisinin
gelisimini onemli Ol¢iide engellemektedir. Tropikal theileriosis sigirlarda et ve siit iiretiminde
azalma ve hastaligin kontrolii amaciyla yapilan harcamalar sonucunda biiyiik ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (13).

Tiirkiye’de sigirlarda goriilen 6nemli hastaliklardan biri olan tropikal theileriosis
diinyada 250 milyon si1gir1 tehdit etmektedir (14).

Tropikal theileriosis’in kontroliinde vektor kene ile miicadele, ilacla tedavi ve
hastaliga duyarli hayvanlarda asilama metodlar1 kullanilmaktadir (15).

Vektor kene ile miicadele hayvanlarin ve hayvan barinaklarinin Avermektinler,
Formamidinler, Piretiroidler, Organofosfatlar, Makrosiklik laktonlar gibi akarisidlerle
kenelerden arindirilmasi esasina dayanmaktadir (15, 16). Basarili bir uygulama i¢in miicadele
programinin ¢ok iyi planlanmis olmasi gerekmektedir (15). Bircok durumda akarisidler 21-30
giinde bir tekrarlanmaktadir (16). Uzun siire akarisid kullanim1 kenelerde akarisidlere kars1
diren¢ gelismesine neden olabilmektedir. Akarisidlerin devamli kullanilmasi, yerli wrklarda
var olan endemik stabilitenin gelismesini engelleyebilmekte ve boyle bir sigir irkinda akarisid
kullaniminin aksadig1 donemlerde hastaliga yakalanma riski artmaktadir. Bunlarm disinda
akarisid miicadelesinin pahali olmasi, sigirlarin et ve siitlerinde ila¢ atik maddelerinin kalmasi
ayrica ilaclarin ¢evreyi kirletmeleri gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (15, 16).

Tropikal theileriosise kars1 macroschizont ile enfekte hiicre kiiltiirii (canli-atteniie) ile
asilama korumada 6nemli yer tutmaktadir (15). Theileriosise kars1 asilama ilk olarak 1924
yilinda Cezayir’de theileriosis tespit edilen bir sigirdan alman kanm, mekanik olarak saglam
sigirlara inokule edilmesi ile saglanmistir (17).

T. annulata’nin schizont formlarinin in vitro kiiltiiriiniin yapildig1 1945 ile 1965 yillar:
arasinda asilama daha carpici bir ilerleme kaydetmistir (17). Karatepe (18)’nin bildirdigine
gore T. annulata ilk olarak 1945 yilinda doku kiiltiiriinde tiretilmis ve Tsur tarafindan 7.
annulata schizontlarmin in vitro kiiltivasyonunun yapilmasi ile tropikal theileriosis’e kars1 bir
kiiltiir asis1 gelistirilmistir.

Yapailan kiiltiirlerde iki karakteristik 6zellik gozlenmistir; biri hiicre i¢i schizontlarin
icinde bulundugu lenfosit hiicresi ile es zamanli olarak boliinmesi, digeri ise uzun siiren

kiiltivasyon sonucunda schizontlarin viriilenslerini kaybetmeleridir (19).



Macroschizont ile enfekte hiicre kiiltiirlerinin atteniie olma stireleri her sus icin
degiskenlik gostermektedir, farkli izolatlar farkli pasaj sayilarinda tam atteniiasyona
ulagsmaktadir. Tam atteniiasyon macroschizontlarin merozoit ve boylece de piroplasm iiretme
yeteneklerinin kaybolmas: ile iligkilidir (15).

Theileria annulata schizont asis1, bugiin Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu bir¢cok
iilkede kullanilmaktadir (6, 20-27).

Ulkemizde tropikal theileriosis’e kars1 as1 olarak kullanilan sus Ankara yoresinden
izole edilmistir. Bu as1 Tarim ve Koyisleri Bakanligi Pendik Hayvan Hastaliklar1t Merkez
Arastirma Enstitiisii’nde 1982 yilindan berti iiretilmektedir. Tam atteniiasyon 250’ nci pasaj
civarinda elde edilmistir. Tam atteniie olmus schizontlarin ileri pasajlarda virulans
kazanmadig1 da saptanmustir. Atteniie schizontlarla enfekte 1.2 x 10° lenfoid hiicre, koruyucu
immiiniteyi olusturmak icin yeterlidir. Ancak asinin dondurularak muhafazasi, sahaya nakli,
¢ozdiiriilmesi ve hayvanlara tatbiki esnasindaki biitiin riskleri hesaba katarak bir dozu 10’
hiicre olacak sekilde hazirlanmaktadir (18).

Nalbantoglu (17), tropikal theileriosis 7. annulata schizont asis1 uyguladigi 58 sigirdan
45 (% 77.5)’inin T. annulata piroplasm ve schizont antijenine karsi1 4-12 ay siireyle antikor
tasidigimi ve 6 (% 10.3) sigirm da piroplasm tastyicisi oldugunu saptamustir. Yaman (28), 10
hiicre dozunda 7. annulata schizont asisi ile asiladigi 54 sigirdan 43 (% 79.62)’{iniin 7.
annulata piroplasm ve schizont antijenine kars1 3-7 ay siireyle antikor tasidigini ve 2 sigirin
da (% 3.7) piroplasm tastyicisi oldugunu tespit etmistir. Oz (19), as1 uygulamas1 sonrast %
100 oraninda 7. annulata’nin schizont ve piroplasm antijenleri ile dl¢giilebilen antikor yaniti,
% 75.4 oraninda ise 7. annulata’nm piroplasmik formlarini tespit etmistir. Karatepe (18),
tropikal theileriosis’e kars1 atteniie 10" hiicrelik bir dozda T.annulata schizont asis1 uygulanan
degisik yas gruplarina ait 46 sigirdan 37 (% 80.4)’ sinde seropozitiflik tespit etmis olup, 2 (%
4.3)’sinde de piroplasm tasiyiciligi saptamistir. Arastirici (18) asilanan hayvanlarin 6-12 ay
slireyle antikor tasidigini tespit etmistir.

Her ne kadar atteniie canli asilar basart ile bir¢ok iilkede kullanilmakta ise de, canli
asilarin uygulanmasinda dezavantajlar da s6z konusudur. Asinin hazirlanmasi zor, zaman
alict ve her asinin serisinin kontrolii pahali olmaktadir. Ayrica asilarin uygulandigi alana
soguk zincir ile taginmas1 gerekmektedir. Asinin koruyuculuk 6mrii kisa oldugu ve endemik
stabilitenin olmadig1 durumlarda asilamanin tekrar gerekmektedir. Asinin tekrarlanmasi
graft reaksiyonlarina neden olarak immun cevabin olusumunu engelleyebilmektedir (15).

Tedavi amaciyla tropikal theileriosise kars1 1980’11 yillarin ortalarina kadar akridin

grubu bilesikler, lire-xuinoleine deriveleri, pentamidin, 4 ve 8-aminoquinoleine deriveleri,



biguanid deriveleri, diguanil-diazo-aminobenzol derivesi, siilffonamidler, antibiyotikler ve
immun serum, immun kan, immun gamma globulin gibi biyolojik maddeler kullanilmigtir
(29). 1990’1l yillarin ortalarina kadar sigir theileriosisi’nin tedavisinde, menoctone,
parvaquone ve buparvaquone gibi hydroxynaphtaquinone’lar ve halofuginone gibi
quinazolinone’lar kullanilmistir (4, 30). Giiniimiizde de s6z konusu ilaglara ilave olacak
giiclii bir alternatif mevcut degildir. Buparvaquone’un yapilan in vitro ve in vivo denemeler
sonucunda sigirlarda en etkili anti-theilerial ila¢ oldugu bildirilmistir. Klinik theileriosis’in
tedavisinde 2.5 mg/kg dozda kullanimi 6nerilmektedir. Bazi gerekli durumlarda ikinci defa
ayni dozun uygulanabilecegi belirtilmistir. Ayrica alternatif olarak 5 mg/kg tek doz
uygulamasinin daha etkili oldugu vurgulanmistir (31).

Giil ve arkadaslar1 (30) Elazig ve cevresinde T. annulata ile enfekte sigirlarin
buparvaquone ile tedavisi lizerine yaptiklar arastirmada, toplam 96 hasta sigira 2.5 mg/kg
dozda intramuskiiler olarak tek doz buparvaquone (Butalex) uygulamiglardir. Atesi diismeyen
4 sigira ise tedaviden 48 saat sonra ayni doz 2. defa yapilmustir. Tedavi edilen hastalarda
piroplazm formda dejenerasyon olusmasina ragmen, en yash inegin (14 yasinda) anemi, 3
buzaginin ise diare ile komplikasyon sonucu 6ldiikleri belirlenmistir. Sonug olarak
buparvaquone sigirlarda 7. annulata enfeksiyonlarinin tedavisinde ¢ok etkili bulunmus,
uygulama sonrasi ilaca bagli hi¢cbir komplikasyon goriilmemistir.

Kenya’da yapilan bir ¢calismada (32) 7. parva enfeksiyonlarinin tedavisinde
parvaquone ve buparvaquone karsilastirmali olarak denenmis, her ikisinin de benzer etkiye
sahip oldugu bildirilmistir.

Tanzanya’da yapilan bir calismada (33), 7. parva ile enfekte 60 sigirin tedavi amaciyla
30’una parvaquone, diger 30 tanesine de parvaquone-frusemid verilmistir. Parvaquone —
frusemide uygulanan grupta 28 (% 93.3) sigir tedavi edilirken parvaquone uygulanan grupta
24 (% 80) sig1r tedaviye cevap vermistir. Bu calisma (33), parvaquone-frusemide’in 7. parva
enfeksiyonlarinin tedavisinde daha kullanigh oldugunu ortaya koymustur.

Mbwambo ve arkadaslar1 (34) Tanzanya’da T. parva ile enfekte 63 sigira tedavi
amaciyla 2.5 mg/kg dozda intramuskuler olarak tek doz buparvaquone uygulamislar ve
deneme sonunda 38 (% 60.3) sigirin hastaligin erken doneminde, 25 (% 39.7) sigirin ise
hastaligin ileri doneminde tedavi edildigini bildirmislerdir. Sonug olarak buparvaquone’un 7.
parva enfeksiyonlarinin tedavisinde giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir.

Giintimiizde theileriosisin tedavisinde kullanilan Buparvaquone ve Parvaquone etken
maddeli ilaglara alternatif olabilecek bir ila¢ bulunmamaktadir. Theileriosisin bitkilerden elde

edilen etken maddeler ile tedavi edilmesi iizerine az sayida ¢aligma yapilmustir.



Mirzaei (35) Iran’da T. annulata ile enfekte 50 sigira 5 mg/kg dozda 5 giin boyunca
Peganum harmala ekstresini intramuskuler olarak uygulamis ve 39 (% 78) sigirin tedavi

edildigini, 11 (% 22) sigirm ise tedaviye cevap vermedigini ve 6ldiigiini bildirmistir.



2. Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. Bitkisi (Eyilik Otu)

2.1. Botanik Ozellikleri ve Yayilist

Arnebia cinsi Boraginaceae familyasina dahildir. Bu familyanin iiyeleri otsu bitkiler
ve ¢alilardan olusmaktadir. Ulkemizde 30 kadar cinsi ve 150 kadar tiirii bilinmektedir.
Arnebia cinsinin dort tiiriinden birisi olan A. densiflora (Nordm.) Ledeb. ¢ok yillik, kalin
odunsu bir bitkidir. Go6vdesi basit, 25-40 cm. uzunlugunda kadife tiiylii ve dikenlidir.
Yapraklar1 yatik-killi ve kadife tiiyliidiir. Cicek durumu yogun 6-12 cm. biiyiikliigiindedir.
Mayis-Agustos aylar1 arasinda ¢igek acarlar. Kokleri erguvan rengi boya tasiyan bu bitki sarp
kayalik, kayalik ¢ikintilar, kirecli kayaliklar ve volkanik yiizeylerde yaklasik 750-2600 m.
yiikseklikte bulunur (36).

A. densiflora bitkisinin Tiirkiye florasinda yedi adet sinonimi verilmistir (2):

Lithospermum densiflorum
- Arnebia cephatoles

- Munbya cephatoles

- Munbya densiflora

- Munbya conglobata

- Macrotomia cephatoles

- Arnebia macrothyrsa

A. densiflora’nin Tiirkiye’de yetistigi bolgeler su sekildedir: Bursa Uludag; Manisa
Kirkagac; Eskisehir Kepen; Kayseri Bakir Dagi; Adana Saimbeyli, Bozoglan Dagy; Erzincan
Kesis Dag1; Konya Hamitseydi, Ermenek, Bogaz-Beskuyu; Nigde Aladag, Ulupinar yaylast;
Kahramanmaras Berit Dagi; Sivas Ulas, Kangal ve Giiriin’diir. Tiirkiye disinda Yunanistan’da

da yetismektedir (2).



2.2. Arnebia Tiirlerinin Naftakinonlari

Boraginaceae familyasi naftakinonlarca ¢ok zengindir. En fazla naftakinon ihtiva eden
tiirler, bu familyanin Lithospermum, Echium, Onosma, Alkana, Cynoglossum ve Arnebia
cinslerine aittir (37, 38). Bunlarin icinde naftakinon yoniinden en zengin olan Lithospermum
cinsidir. Naftakinonlar Alkanna tinctoria’nin koklerinden izole edilen ilk naftakinon olan
alkanninden dolayi alkanninler adi ile de bilinmektedirler (38).

A. densiflora’dan izole edilen naftakinonlar ise sunlardir (39).

- Alkannin

- Arnebin-7

- Asetilalkannin

- Izovalerilalkannin

- a-metil-n-butilalkannin

- B, B-dimetilakrilalkannin

- Anjelikalkannin

Naftakinonlarin biyolojik aktivitelerinde kayiplar 6zellikle 151k, hava ve 1sinin etkisiyle
meydana gelen polimerizasyonlarda goriilmiistiir. Bu nedenle izolasyon esnasinda
farmakolojik aktiviteleri goz oniinde bulundurularak polimerizasyonu en az diizeye indiren
izolasyon yontemi secilmelidir (40). Bozan (41) 5°C’de saklanmasi halinde
terakrilalkannin’in pH 3.05’te yarilanma omriinii 478 giin (16 ay), pH 2.2°de 332 giin (11 ay)
olarak tespit etmistir.

Bozan (42) naftakinonlarin izolasyonu ic¢in Sivas Kangal’dan toplanan
A. densiflora bitkisinin koklerinden elde edilen ekstreyi kullanmistir. A. densiflora bitkisinin
koklerinin n-hekzanli ekstresinden, ince tabaka kromatografisi kullanilarak izole edilen
naftakinonlar asagida belirtilmistir.

Terakrilalkannin
- B, B-dimetilakrilalkannin

a-metil-n-butilalkannin

Izovalerilalkannin

Bozan ve arkadaslar1 (39) tarafindan Eskisehir-Sivrihisar’dan toplanan materyalden
Thin Layer Chromatography (TLC) - densitometri kullanarak A. densiflora koklerindeki

naftakinon igeriginin kantitatif olarak belirlendigi caliymada Bozan (1) ile benzer sonuglar



elde etmiglerdir. Ayn1 calismada (39) arastiricilar TLC ile elde ettikleri bu bulgular1 High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) kullanilarak bulunan verilerle karsilastirmislar
ve belirlenen naftakinon icerikleri arasinda 6nemli bir fark tespit edememislerdir.

A. densiflora koklerinin maksimum ekstraksiyon verimi ¢oziicii olarak n-hekzan
kullanilarak Soxhlet cihazi ile yapilan ekstraksiyonda % 5.65 olarak bulunmustur. Soxhlet
cihazinda ilk yarim saat i¢inde naftakinonlarin yaklasik % 80’1, ilk iki saatte ise % 86-90’1
ekstre edilebilmektedir. Koklerin parcacik boyutu ekstraksiyon verimi lizerine yaklasik % 3
etki etmektedir (41).

2.3. Biyoaktivite Bilgileri

Biitiin naftakinonlar biyolojik olarak son derece aktif bilesiklerdir. Bu tiir maddelerin
antibakteriyel (40), antitiimor (2, 40), herbisidal (43) ve yara iyilestirici (2) aktiviteleri
belirgindir. Bu grubun biitiin iiyelerinin sahip oldugu yara iyilestirici etkileri, belki de en
fazla klinik oneme sahip 6zelligidir.

Boraginaceae koklerinden elde edilen iiriinler bir¢ok iilkede halk arasinda eczema,
keratodermia, dermatophytosis, corns callus, acne vulgaris, yaniklar ve tiim hemorrhoidlerde
kullanilmaktadir. Bu etkileri agiklayacak bilimsel caligmalar 1980’11 yillarda gelismeye ve
destek gbormeye baslamistir (38).

Naftakinonlar, parazitolojide bazi protozoon enfeksiyonlarinin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Trypanozoma cruzi’de bulunan trypanothione reductase enziminin
naftakinon tiirevi ile inhibe edildigi bildirilmistir (44). Dobbelaere ve ark (45) tarafindan
naftakinon tiirevlerinin Theileria parva’ nin mitokondrial elektron transportunu engelleyerek
parazitin 6liimiine neden oldugu gozlenmistir. Bunlara ilave olarak naftakinonlarin sitma,
toxoplasmosis ve Pneumocystis pneumonia’nin tedavisi amaciyla kullanildig: belirtilmistir
(46).

Boraginaceae familyasinin tiim iiyelerinde tipik olarak bulunan pyrolizidine
alkoloidlerin memelilerde hepatotoksik etkisi oldugu bilinmektedir (47).

Boraginaceae familyasi iiyelerinin sahip oldugu bu 6zellikler nedeniyle iiyelerinin
farmakolojik 6zellikleri arastirilarak tedavi alanina sunulmasi ¢caligmalar1 halen devam

etmektedir (40).



3. Artemisia annua Lamarck BitKisi (Ac1 Pelin)
3.1. Botanik Ozellikleri ve Yayilist

Asteraceae familyasindan olan bu bitki, tek yillik ve dik gdvdelidir. Govde genellikle
kirmizimsi ve puberulos tiiyliidiir. Yapraklar 2-pinnatisect parcali olup her biri diizenli ve
derin dislidir. Cicek durumu genisce yaygin paniculadir. Kapitulum yuvarlak, ¢ok cicekli ve
2-4 mm genisligindedir. Distaki fillariler uzunca otsu; ictekiler ise uzunca yumurta sekilli ve
distakilerden daha uzun olup ¢ogunlukla ince zarimsidir. Distaki cicekler ipliksi, disi;
ictekiler ise hermafrodit, fertil, korolla sarimsi ve tiiysiizdiir. Bitkinin ¢iceklenme donemi
Haziran ve Kasim aylar1 arasindadir. Diisiik rakimlarda, dere kenari, ¢ayir gibi alanlarda
yayilis gosterir (36).

A. annua L. diinyada Tiirkiye, Ispanya, Fransa, Balkan iilkeleri, Rusya, Iran ve Cin’de

yetisir (48).
Artemisia cinsinin sistematik durumu asagida belirtilmistir (49);

Boliim (Divisio) : Spermatophyta

Alt Boliim (Subdivisio): Angiospermae

Sinif (Classis) : Dicotyledone
Alt Sinif (Subclassis) : Asteridae
(Ordo) . Asterales
Aile (Familya) . Asteraceae
(Tribus) : Anthemideae
Cins (Genus) : Artemisia L.

Tir : Artemisia annua L.



3.2. Etnofarmakolojik Bilgiler

Artemisia L. tiirleri eski Misirlilar doneminden beri tedavide kullanilmaktadir(49).

Bu bitki tiirleri dogada yaygin olarak bulunmaktadir ve bircogu karakteristik tat ve
kokuya sahiptir. Bir¢ok yerde, geleneksel tedavide tonik, antihelmintik, antiplasmodial,
romatizmal agrilarda, hepatit ve kanserde, mantar, bakteri ve viriislerin sebep oldugu
enfeksiyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (49).

Ulkemizde halk dilinde ac1 pelin olarak, yurt disinda sweet wormwood veya sweet
annie olarak bilinen A. annua yiyeceklere hos koku vermek amaciyla kullanilir. Bu bitki
diinyada, kozmetik sanayinde, u¢ucu yagindan dolayr koku vermek amaciyla parfiimeride,
biyolojik aktivitesinden dolay1 da ila¢ sanayinde kullanilmaktadir (48).

Antalya ve Kiitahya yorelerinde yetisen bazi Artemisia tiirlerinin ¢igekli dallariin
sitmaya karsi toz halinde (ac1 lezzetini saklamak icin sigara kagidina sarilarak), dahilen
dizanteri ve vereme kars1, haricen ¢ibanlari iyilestirici olarak da kullanildig: bildirilmektedir

(49).

3.3. Biyoaktivite Bilgileri

Giintimiizde Artemisia tiirlerinin 6nem kazanmas1 1971 yilinda Cinli arastirmacilarin
A. annua’dan “Artemisinin (Qing Hao Sui)” adm verdikleri hidrofobik, biyolojik
membranlar1 kolaylikla gegebilen, seskiterpen lakton yapili, antiplasmodial etkili bir maddeyi
izole etmesiyle baslamistir (50, 51).

A. annua’nin hos kokulu toprak {iistii kisimlarinin, ugucu yag elde edilmis ve
kromatografik yontemlerle yapisi aydmlatilmistir. Yapida ylang, delta-cadinen, beta-selinen,
beta-farnasen, capilen, mentol, borneol, terpinen-4-ol, pinokarveol, pinokarvon, 3-metil-
pinokarvon oldugu saptanmustir (48).

A. annua’dan artemisinin izolasyonu i¢in en ¢ok kullanilan ¢oziiciiler toluene, n-
hekzan, chloroform ve petrol eteridir. Yapilan bir caligmada (52) n-hekzan, toluene ve petrol
eteri ¢coziicii olarak kullanilmig ve artemisinin tiirevlerinden artemisinik asit ve arteannuin B
ekstraksiyonu yoniinden karsilastirilmistir. Ekstraksiyon iiriinleri yoniinden bu ¢oziiciiler

arasinda fark olmadig: bildirilmistir.



Bitkinin toprak iistii kisimlar1 kurutulmus, toz haline getirilmis, alinan hekzan ekstresi
HPLC, HPLC/DAD (Diode Array Detector) ve HPLC/MS (Mass Spectrometry)
spektrumundaki analizler sonucu incelenmis ve elde edilen maddenin artemisinin adli bir
seskiterpen lakton oldugu saptanmustir (53).

Woerdenbag ve arkadaslar1 (54) A.annua’dan elde edilen seskiterpen lakton yapisinda
olan artemisinin maddesi ve tiirevlerinin antiplasmodial ila¢ olabilecegini bildirmistir. Ayni
arastirici (55) artemisinin, dihidroartemisinin ve yari sentetik tiirevlerinin sitotoksik etkilerini
arastirmis ve bu maddelerin kanserli hiicreler iizerinde etkili olabilecegini bildirmistir.

Woodrow ve arkadaslar1 (50) artemisinin ve tiirevlerinin in vitro ortamda parazit
oldiiriicti 6zelligi oldugunu, nanomolar dozlarda dahi parazitleri diger antiplasmodial
ilaclardan daha hizli 61diirdiigiinti bildirmistir.

A. annua’nin hekzan ekstresinin incelenmesi sonucu elde edilen artemisinik asidin de
antiplasmodial etkiye sahip oldugu belirlenmistir (56).

A. annua’dan izole edilen artemisinin tiirevlerinden dihydroartemisinin, artesunat,
artemeter ve arteeter’in giiniimiizde plasmodiumun tedavisinde artemisinin ile birlikte
kullanildig: bildirilmistir (57).

Mishina ve arkadaslar1 (51) artemisinin bilesiklerinin Leishmania major, L.infantum,
L.donovani, Trypanosoma cruzi ve T.brucei rhodesiense’ye karsi etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Kim ve arkadaslar1 (58) nin bildirdigine gore artemisinin, Eimeria tenella, Neospora
caninum, Cryptosporidium parvum, Naegleria fowleri, Toxoplasma gondii, Schistosoma
Jjaponicum, S.mansoni ve Clonorchis sinensis’e karsi etkili bulunmustur.

A. annua bitkisinden elde edilen antiplasmodial etkili artemisinin maddesinin yani sira
elde edilen artemisinik asit, arteannuin B, arteeter ve bunlarin sentetik tiirevlerinin monokotil
ve dikotil tohumlu bitkiler iizerinde yasayan parazitlere karsi insektisit etkili olduklar:
saptanmustir (48).

1996 yilinda bu bitkinin kokleri ile yapilan bir ¢caligsmada artemisinin maddesi tesbit
edilmis ve bitkinin sadece toprak iistii kistmlarinin degil koklerinin de antiplasmodial olarak

kullanilabilecegi tespit edilmistir (59).



GEREC VE YONTEM

1. Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Coziiciilerle Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan bitkilerin toplama ve kurutma islemlerini takiben tiim
ekstraksiyon, bitki iceriklerinin ve/veya miktarlarinin belirlenmesi islemleri Anadolu

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dalinca gergeklestirilmistir.

1.1. Arnebia densiflora Bitkisinin Toplanmasi, Kurutulmasi ve

n-hekzan ile Ekstraksiyonu

Bu calismada, A. densiflora bitkisinin kokleri kullanilmistir. A. densiflora bitkisi
(Sekil 1), 12.07.2005 tarihinde Eskisehir-Sivrihisar karayolunda Alpu’ya 10 km uzaklikta

kire¢li tepelerden toplanmustir.

Sekil-1. Arnebia densiflora bitkisinin goriinlimii

Toplanan bitkilerin kokleri ¢ikarilmis, acik havada ve golgede kurutulmus, mekanik
olarak kaba toz haline getirilmis (drog) ve Soxhlet apareyinde (Sekil 2) oda sartlarinda n-

hekzan ile ekstraksiyona tabi tutulmustur (1).
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Sekil-2. Soxhlet apareyi

Soxhlet apareyindeki balon jojeye ¢oziicii olarak n-hekzan ¢ikis borusu seviyesine
kadar doldurulmus ve 1siticiya yerlestirilmistir. 90.5 g drog, kurutma kagidina sarilarak
ekstraktore koyulmustur. Kaynama basladig1 zaman genis capli olan ¢oziicii ¢ikis borusundan
¢Oziicii buharlar1 yiikselmis, sogutucuda yogunlasarak drog iizerinde birikmeye baslamistir.
Ekstraktordeki ¢oziicli seviyesi ince ¢apli olan sifon borusu seviyesine geldigi zaman sifon
gerceklesmis ve renkli ekstre balona donmiistiir. Ekstraksiyona, ¢cdzeltiye renkli madde
gecmeyinceye kadar devam edilmistir.

Ekstraksiyon sonunda ¢oziicii madde olarak kullanilan n-hekzan, rotary evaporator
(Sekil 3) araciligi ile algak basing altinda ve 40° C’yi ge¢cmeyen 1sida ortamdan uzaklastirilmis

ve ekstre yogunlastirilmstir.



Sekil-3. Rotary evaporator

1.1.1. Arnebia densiflora Ekstresinin Analizi

Bu ¢alisma 6ncesinde Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dalinca TLC yontemi ile A. densiflora koklerinden elde edilen ekstrelerin analizleri
yapilmis, izole edilen naftakinonlar ve miktarlar1 belirlenmistir (1). Ayni sonuglarin elde
edilecegi diisiiniilerek TLC caligmalar1 burada tekrarlanmamis, ancak elde edilen ekstre

kullanilmastir.

1.2. Artemisia annua Bitkisinin Toplanmasi, Kurutulmasi, Petrol Eteri ve Metanol ile

Ekstraksiyonu

Bu caligmada 12.11.2005 tarihinde Bursa- Acemler’de agik araziden toplanan
A. annua bitkisinin (Sekil 4) toprak iistii kistmlart kullanilmistir. A¢ik havada ve golgede
kurutulan, mekanik olarak kaba toz haline getirilen ¢icek ve yapraklardan, ultrasonik su

banyosunda petrol eteri ve metanol maserasyonu ile ekstreler elde edilmistir(52).



100 g drog 11t’lik erlenmayere koyulmus ve tizerine 900 ml petrol eteri ilave
edilmistir. Erlenmayerin agzi kapak ile kapatilmis, etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak
karanlik ortam olusturulmustur. Erlenmayer oda 1sisinda, i¢inde distile su bulunan ultrasonik
su banyosunda 15 dakika bekletilmistir (Sekil 5). Erlenmayer i¢inde bulunan drog cam huni
icine koyulan pamuktan bos bir behere siiziilmiistiir. Drog iizerine ayn1 miktarda ¢6ziicii ilave
edilerek bu islemler toplam 3 defa tekrarlanmistir. Ekstraksiyon sonunda ¢6ziicii maddeler
rotary evaporator aracihig1 ile alcak basing altinda ve 40° C’yi gegmeyen 1sida ortamdan
uzaklastirilmis ve petrol eteri ekstresi yogunlastirilmistir.

A. annua’dan metanol ekstresi de ayni yontemle elde edilmistir.

Sekil 5. Ultrasonik su banyosu
A. densiflora ve A. annua bitkilerinden elde edilen ekstreler denemelerde kullanilmak

iizere koyu renkli cam siselerde agizlar1 kapali olarak - 20°C’de muhafaza edilmistir.



1.2.1. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin Gaz Kromatografik Analizi
A. annua bitkisinin petrol eteri ve metanol ekstreleri i¢cinde bulunan artemisinin,

chrompack kapiller kolonda tutunma siiresine gore ayrilmis ve relatif yiizdesine gore

degerlendirilmistir (60).

Gaz Kromatografisi Analiz Kosullar1

Kolon : CP-Sil 5 CB (25 m x 0.25 mm)
Dedektor : FID
Tas1yic1 gaz : Helyum
Split akis hiz1 : 0.8 ml / dak
Split oranm :25:1
Dedektor sicakligi :300°C
Enjektor sicakligi : 250°C
Program : 195°C 15 dak
5°C / dak

230°C 20 dak



2.Cahsma Plam

Calismada saglikli ve T. annulata schizontu ile enfekte Peripheral Blood Mononuclear
(PBM) hiicreleri kullanilmigtir. Her iki hiicre grubunda da kontrol amaci ile ayrilan hiicrelere
hi¢bir islem yapilmamustir. Ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan Dimetilsiilfoksit (DMSO) ve
denemeye alinan tiim ekstreler Tablo 1°de belirtilen konsantrasyonlarda her iki hiicre grubu
tizerinde denenmistir. A. densiflora n-hekzan ekstresi ile yapilan denemelerde her konsantrasyon 6
kez, A. annua petrol eteri ve metanol ekstreleri ile yapilan denemelerde her konsantrasyon 9 kez,

ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan DMSO ile yapilan denemeler 9 kez tekrar edilmistir.

Tablo-1. Calisma plani

Saghkh PBM Hiicreler Theileria annulata Schizontu ile Enfekte
PBM Hiicreler
Kontrol DMSO Kontrol DMSO Deneme
Deneme Grubu
Grubu Denemesi Grubu Denemesi Grubu
8 ul
8 ul DMSO’da DMSO’da
cozdiiriilen coOzdiiriilen
ekstrelerin 125, ekstrelerin
En yiiksek En yiiksek
Taze 62.5, 31.25, Taze 125, 62.5,
deneme deneme
medium 15.625,7.8125,  medium 31.25, 15.625,
konsantrasyonu konsantrasyonu
ilave 3.9062, ilave 7.8125,
olan 8 ul olan 8 ul
edildi 1.9531pug/ml edildi 3.9062,
denendi denendi
konsantrasyonlar1 1.9531ug/ml
denendi konsantrasyon

lar1 denendi



3. Bitki Ekstrelerinin In vitro Ortamda Saghkh Peripheral Blood Mononuclear (PBM)

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemeleri

3.1. Saghkh PBM Hiicreleri’nin Kandan izolasyonu ve Kiiltivasyonu

Peripheral Blood Mononuclear hiicreler, bir buzaginin perifer kanindan Ficoll Paque
(Biochrom AG) ile izole edilmistir (61). Ficoll Paque, kan hiicrelerinin yogunluk farkiyla
birbirinden ayrilmasini saglayan bir soliisyondur. Buzag1 kanindan lenfosit izolasyonu i¢in
kullanilan Ficoll-Paque’in yogunlugu 1077 g/t dir.

Buzaginin vena jugularisinden steril, lithium-heparinli tiipe alinan 10 ml kan, 10 ml
steril, pH 7.3 olan phosphate buffered saline (PBS) ile karistirilmistir. Kan-PBS karisim, 8
ml Ficoll Paque iizerine tabaka olusturacak sekilde aktarilmis ve 2800 rpm, 15°C’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iistte plazma, onun altinda PBM hiicreler,
hiicrelerin altinda Ficoll-Paque ve en altta eritrositler ve graniilositler yer almaktadir (61).

Peripheral Blood Mononuclear (PBM) hiicreler, i¢ yiizeyden toplanarak 20 ml PBS ile
1500 rpm, 15° C’de 10 dakika santrifiij edilerek yikanmustir. Tiipiin dibinde toplanan hiicre
peletinin iistiindeki trombositleri iceren katman uzaklastirilarak, pelet 20 ml PBS ile 1500
rpm, 15° C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Peletin iist katman atilarak pelet 14 ml medium
ile stispanse edilmistir (61).

Medium; Besi yeri (RPMI 1640), 1s1 ile inaktive edilmis % 10 neonatal calf serum
(NCS), 2 mM L-glutamine, 100 pg/ ml streptomycin ve 100 U/ ml penicillin icermektedir.

Daha sonra hiicre siispansiyonundan 200 pl alinarak PBM hiicreler hemositometri

(gelistirilmis Neubauer tipi) ile sayilmistir.

3.1.1. PBM Hiicrelerinin Mikroskobik Sayimm

Toplam hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla Neubauer laminin ortasma lamel
yerlestirilmistir. Hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak lamin iist yarimina yerlestirilmistir.
Bu bolgede 1 mm?” deki toplam hiicre sayilmustir (62).

Canli ve 0lii hiicreleri saymak amaciyla, 50 pl hiicre siispansiyonu 50 pl % 0.4 trypan
blue ile siispanse edilmistir. Bu karigimdan 20 pl, Neubauer laminin alt yarimina lam ile

lamel arasima verilmis, lam 151k mikroskobuna yerlestirilerek 10x objektifte 1 mm” deki canli



ve 6lii hiicre sayilar1 belirlenmistir. Trypan blue ile mavi renge boyanan hiicreler 6lii, boya

almayan hiicreler canli kabul edilmistir (Sekil 6) (62).

o

Sekil 6. Canli ve Olii PBM hiicreleri

3.1.1.1. 1 ml Hiicre Siispansiyonundaki Toplam Hiicre Sayisi

Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla Neubauer lammin iist yariminda
boyanmayan siispansiyon sayilmistir. Neubauer laminda 1 mm?® ‘lik 4 farkl alan
bulunmaktadir. Her 1 mm* deki hiicreler sayilmus, toplanmis ve 4’e boliinerek ortalamasi
almmistir. Cikan sonug, ortalama hiicre says1 / 1 mm” “dir (62).

(Ortalama hiicre sayis1/ 1 mm®) x 10000 = Hiicre sayis1 / 1 ml Hiicre siispansiyonu

formiiliine gore hiicre siispansiyonunun ml sindeki hiicre sayis1 bulunmustur (62) .

3.1.1.2. 1 ml Hiicre Siispansiyonundaki Canh ve Olii Hiicre Sayilari ile Oranlar

Hiicre siispansiyonundaki canli ve 6lii hiicre sayilarmi belirlemek amaciyla Neubauer
laminin alt yariminda % 0.4 trypan blue ile boyanmis hiicre siispansiyonu sayilmistir.
Hemositometrinin 1 mm?® ‘lik 4 farkli alanindaki canli hiicreler ve 6lii hiicreler ayri ayri

sayilmis, ortalamalar1 alinarak canli ve 6lii hiicre oranlar1 hesaplanmistir (62).



3.1.1.3. Saghkh PBM Hiicreleri’nin Deneme Kuyucuklarina Aktarilmasi

Ekstrelerin saglikli PBM hiicrelere etkisini belirlemek amaciyla 24 deneme kuyucuklu
pleyt kullanilmistir. Elde ettigimiz sagliklt PBM hiicre siispansiyonundan plaktaki her cukura
2 x10° hiicre olacak sekilde 0,5 ml koyulmustur (31).

4. Saghkh PBM Hiicrelerine DMSO’in Etkinlik Denemeleri

Ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan DMSQO’in saglikli hiicrelere etkisini
belirlemek amaciyla 0.5 ml mediumda 8 pl DMSO olacak sekilde hiicre siispansiyonu
bulunan deneme kuyucuklarina DMSO ilave edilmistir. Denemenin 24 ve 48. saatlerinde 6lii
hiicre oranlar1 belirlenerek kontrol gruplar ile karsilastirilmistir. Denemeler 9 kez

tekrarlanmustir.

5. Bitki Ekstrelerinin Cézdiiriilmesi, Sulandirilmasi ve icinde Saghkh PBM Hiicreleri

Bulunan Deneme Kuyucuklarina Aktarilmasi

Ekstreler DMSO’de ¢ozdiiriilmiistiir. A. densiflora’nin n-hekzan ekstresi 125 pg / ml,
62.5 ug/ml, 15.625 ng / ml, 7.8125 pg / ml, 3.9062 ng / ml konsantrasyonlarda,
A. annua’nin petrol eteri ve metanol ekstreleri 125 pg / ml, 62.5 pg / ml,
31.25 ug / ml, 15.625 pg / ml, 7.8125 pug / ml, 3.9062 pg / ml, 1.9531 pg / ml
konsantrasyonlarda denenmistir. Bu amacla, 256 pul DMSO’de 4 mg A.densiflora’nin n-
hekzan ekstresi vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmiis ve % 10 NCS iceren 8 ml mediumla
siispanse edilmistir. Siispansiyon 0.2 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve steril
tiipe aktarilarak icinde 4 ml medium bulunan tiiplerde sulandirmalar1 yapilmistir. Denemeler 6
kez tekrarlanmustir.

A. annua’nin petrol eteri ve metanol ekstresi denemeleri icin, 256 ul DMSO’de 4 mg
ekstre vorteks yardimiyla c¢ozdiiriilmiis ve % 10 NCS iceren 8 ml mediumla siispanse
edilmistir. ~ Stispansiyon 0.2 pm’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve steril tiipe
aktarilarak icinde 4 ml medium bulunan tiiplerde sulandirmalar1 yapilmigtir.

Saglikl1 PBM hiicre siispansiyonundan 0.5 ml koyulan deneme kuyucuklarma 0.5’er

ml ekstrenin sulandirmalarindan ilave edilmistir. Bdylece her deneme kuyucugunda 0.5 ml



hiicre siispansiyonu ve 0.5 ml ekstre siispansiyonu olmak iizere toplam 1 ml siispansiyon elde
edilmistir.

Her iki ekstre i¢in denemeler 9 ar kez tekrar edilmistir.

5.1. Deneme Sonrasi Hiicrelerin Deneme Kuyucuklarindan Alinmasi ve Sayilmasi

Ekstrelerin sagliklt PBM hiicrelerine uygulanmasindan sonra, pleyt 37°C, % 5 CO.’li
etiivde inkiibe edilmistir. Deneme sonras1 24. ve 48. saatlerde inverted mikroskop altinda
hiicre iiremeleri kontrol edilmistir. Her diliisyon i¢in kullanilan deneme cukurlarmmdan
150’ser ul hiicre siispansiyonu alinarak hemositometri ile toplam hiicre sayilari, canli ve 6li

hiicre oranlar1 belirlenmistir (62).

6. Bitki Ekstrelerinin In vitro Ortamda Theileria annulata Schizontu ile Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemeleri

6.1. Theileria annulata Schizontu ile Enfekte PBM Hiicrelerinin Sivi Azot Tankindan

Almnip Cozdiiriilmesi ve Kiiltivasyonu

Denemelerimizde 7. annulata Osmanbiikii-Ibrahim Ozkan izolatmin 2 ve 3 no’lu
pasajlar1 kullanilmustir. Daha once kiiltivasyonu yapilan ve -196” C’de s1v1 azot tankinda
bulunan 7.annulata schizontuyla enfekte PBM hiicrelerinin bulundugu cryotiip ¢ikarilarak 37°
C’deki su dolu beherin i¢inde 3-4 dakikada ¢ozdiiriilmiistiir. Cryotiip sudan ¢ikarilarak,
kapag1 acilmis ve icindeki siispansiyon pipetle 1 kere alt-iist edilerek icinde 8 ml medium
bulunan steril tiipe aktarilarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Buradaki amac,
hiicrelerin dondurulmas1 amaciyla kullanilan DMSO’in ortamdan uzaklastirilmasidir.
Santrifiij sonrasi peletin iistiindeki siipernatant atilarak pelet 10 ml % 20 NCS i¢eren medium
ile siispanse edilmistir. Siispansiyonun tamami 25 cm” ‘lik flaska aktarilmustir. Flask 37°C,
% 5 CO; igeren etiivde inkiibasyona birakilmistir. Hiicre sayis1 her 48-72 saatte logaritmik
artig gosterdiginden iki giin sonra hiicre tiremeleri inverted mikroskopta kontrol edilmistir
(61).

Flasktaki hiicre siispansiyonundan 200 pl alinarak 1 ml’deki canli hiicre sayis1

hemositometri ile belirlenmistir. Flaskta hiicre yogunlugu 1-2 x10° / ml olacak sekilde hiicre



slispansiyonundan belli miktarda birakilarak tizerine % 10 NCS iceren taze medium ilave

edilmistir. Flask 37°C, % 5 CO,’li etiivde inkiibasyona birakilmustir (61).

6.2. Kiiltiirii Yapilan Theileria annulata Schizontu ile Enfekte PBM Hiicrelerinin

Mikroskobik Sayiminin Yapilmasi ve Deneme Kuyucuklarina Aktarilmasi

Flasktaki hiicre siispansiyonu hiicre tiremelerinin degerlendirilmesi i¢in iki giin sonra
inverted mikroskopta incelenmistir. Hemositometri ile toplam hiicre, 6lii ve canli hiicre
sayilar1 belirlenmistir. Flaskta 1-2 x10’ /ml hiicre birakilmis ve geriye kalan hiicre
slispansiyonu steril bir tiipe aktarilmistir (61). Steril tiipe aktarilan hiicre siispansiyonundan
200 pl alinarak enfekte hiicreler hemositometri ile sayilmistir.

Flaskta kalan hiicrelere ise taze medium ilave edilerek % 5 CO, igeren etiivde,

37 ° C’de inkiibasyona birakilmustir (61).

6.2.1. 1 ml Hiicre Siispansiyonundaki Toplam Enfekte Hiicre Sayisi

Toplam hiicre sayisini belirlemek amaciyla Neubauer lammin iist yariminda
boyanmayan siispansiyon sayilmistir. Neubauer laminda 1 mm?® lik 4 farkli alan
bulunmaktadir. Her 1 mm®deki hiicreler sayilmus, toplanmis ve 4’e boliinerek ortalamasi
almmustir. Cikan sonug, ortalama hiicre sayisi/ 1 mm* dir (62).

(Ortalama hiicre sayis1/ 1 mm®) x 10000 = Hiicre sayis1 / 1 ml. Hiicre siispansiyonu

formiiliine gore hiicre siispansiyonunun ml sindeki hiicre sayis1 bulunmustur (62).

6.2.2. 1 ml Hiicre Siispansiyonundaki Canh ve Olii Hiicre Sayilar ile Oranlar

Hiicre siispansiyonundaki canli ve 6lii hiicre sayilarmi belirlemek amaciyla Neubauer
laminin alt yariminda % 0.4 trypan blue ile boyanmis hiicre siispansiyonu sayilmistir.
Hemositometrinin 1 mm?® lik 4 farkli alanindaki canli hiicreler ve lii hiicreler ayri ayri

say1lmis, ortalamalar1 alinarak canli ve 6lii hiicre yiizdeleri hesaplanmistir (62).



6.2.3. Enfekte PBM Hiicreleri’nin Deneme Kuyucuklarima Aktarilmasi

Ekstrelerin enfekte PBM hiicrelere etkisini belirlemek amaciyla 24 deneme kuyucuklu
pleyt kullanilmistir. Elde ettigimiz enfekte PBM hiicre siispansiyonundan plaktaki her ¢cukura
1x10° hiicre olacak sekilde 0,5 ml koyulmustur (31).

7. DMSO’in In vitro Ortamda Theileria annulata Schizontu ile Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemeleri

Ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan DMSO’in enfekte PBM hiicrelerine etkisini
belirlemek amaciyla 0.5 ml mediumda 8 pl DMSO olacak sekilde, hiicre siispansiyonu
bulunan deneme kuyucuklarina ilave edilmistir. Denemenin 24 ve 48. saatlerinde 6lii hiicre

oranlar1 belirlenerek kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. Denemeler 9 kez tekrarlanmastir.

8. Bitki Ekstrelerinin Cézdiiriilmesi, Sulandirilmasi ve icinde Enfekte PBM Hiicreleri

Bulunan Deneme Kuyucuklarina Aktarilmasi

Ekstreler DMSO’de ¢ozdiiriilmiistiir. A. densiflora’nin n-hekzan ekstresi 125 pg / ml,
62.5 ug/ml, 15.625 ng/ ml, 7.8125 pg / ml, 3.9062 ng / ml konsantrasyonlarda,
A. annua’nin petrol eteri ve metanol ekstreleri 125 pg / ml, 62.5 pg / ml,
31.25 ug/ ml, 15.625 pg / ml, 7.8125 pug / ml, 3.9062 pg / ml, 1.9531 pg / ml
konsantrasyonlarda denenmistir. Bu amacla, 256 pl DMSO’de 4 mg A.densiflora’nin n-
hekzan ekstresi vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmiis ve % 10 NCS iceren 8 ml mediumla
siispanse edilmistir. Siispansiyon 0.2 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve steril
tiipe aktarilarak icinde 4 ml medium bulunan tiiplerde sulandirmalar1 yapilmistir. Denemeler 6
kez tekrarlanmustir.

A. annua’nin petrol eteri ve metanol ekstresi denemeleri icin, 256 ul DMSO’de 4 mg
ekstre vorteks yardimiyla c¢ozdiiriilmiis ve % 10 NCS iceren 8 ml mediumla siispanse
edilmistir. ~ Stispansiyon 0.2 pm’lik filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve steril tiipe

aktarilarak icinde 4 ml medium bulunan tiiplerde sulandirmalar1 yapilmistir.



Enfekte PBM hiicre siispansiyonundan 0.5 ml koyulan deneme kuyucuklarmna 0.5’er
ml ekstrenin sulandirmalarindan ilave edilmistir. Bdylece her deneme kuyucugunda 0.5 ml
hiicre siispansiyonu ve 0.5 ml ekstre siispansiyonu olmak iizere toplam 1 ml siispansiyon elde
edilmistir.

Her iki ekstre i¢in denemeler 9 ar kez tekrarlanmistir.

8.1. Deneme Sonrasi Hiicrelerin Deneme Kuyucuklarindan Alinmasi ve Sayilmasi

Ekstrelerin enfekte PBM hiicrelerine uygulanmasindan sonra, pleyt 37°C, % 5 CO, ‘li
etiivde inkiibe edilmistir. Deneme sonras1 24. ve 48. saatlerde inverted mikroskop altinda
hiicre iiremeleri kontrol edilmistir. Her diliisyon i¢in kullanilan deneme ¢ukurlarindan
150’ser ul hiicre siispansiyonu alinarak hemositometri ile toplam hiicre sayilari, canli ve 6li

hiicre oranlar1 belirlenmistir (62).

9. istatistiksel Degerlendirme

Bulgularin istatistiki analizleri SPSS 11.5 programi kullanilarak yapilmistir. Kontrol
ve deneme gruplarina ait 6lii PBM hiicre yiizde oranlarmin aritmetik ortalamalar1 ve standart
hatalar1 caligmanin 24 ve 48. saatleri i¢in hesaplanmistir. Kontrol ve deneme gruplarina ait
veriler arasindaki farkliliklarin 6nem analizleri Mann Whitney U testi ile ¢calisilmistir. P<0.05

ve iistii degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



BULGULAR

5. Bitkilerin Ekstraksiyonundan Elde Edilen Bulgular

1.1. Arnebia densiflora Bitkisinin n-hekzan ile Ekstraksiyonu Sonucu Elde Edilen

Bulgular

Bitkinin kurutulmasi ve parcalanmasi ile hazirlanmis 90.5 g drogdan 4.12 g

koyu-mor renkli ekstre elde edilmistir.

1.2. Artemisia annua Bitkisinin Petrol Eteri ile Ekstraksiyonu Sonucu Elde Edilen

Bulgular

Bitkinin kurutulmas1 ve parcalanmasi ile hazirlanmig 100 g drogdan 2.28 g

yesil renkli ekstre elde edilmistir.

1.3. Artemisia annua Bitkisinin Metanol ile Ekstraksiyonu Sonucu Elde Edilen

Bulgular

Bitkinin kurutulmas1 ve parcalanmasi ile hazirlanmig 100 g drogdan 5.56 g

koyu-yesil renkli ekstre elde edilmistir.

1.4. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin Gaz Kromatografik

Analizine Ait Bulgular

A. annua bitkisinin petrol eteri ve metanol ekstreleri i¢cinde bulunan etken
madde miktari, yapilan gaz kromatografik analiz sonucunda Tablo 2’de belirtildigi

gibi bulunmustur.



Tablo-2. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin Gaz Kromatografik Analizi

Artemisinin Miktar

Ekstre
(mg/100g ekstre)
Petrol Eteri 4.54 +0.10
Metanol 1.14 £0.07

2. Bitki Ekstrelerinin In vitro Ortamda Saghkh PBM Hiicrelerine Kars1 Etkinlik

Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

2.1. Arnebia densiflora Bitkisinden Elde Edilen n-hekzan Ekstresinin Saghkh PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Deneme sonuglar1 Tablo 3’de sunulmusgtur.

Tablo-3. Arnebia densiflora n-hekzan ekstresinin saglikli PBM hiicrelerine karsi etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=6)

Ekstrenin 24.saat 48.saat
Konsantrasyonu
Ortalama (%) * Standart Hata  Ortalama (%) * Standart Hata

(ng/ml)

125 50.1743.094" 57.85+2.121°°

62.5 46.85+2.211" 56.07+1.860"
15.625 45.85+2.118" 58.30+3.244"
7.8125 45.60+3.875" 56.07+2.774"
3.9062 31.25+1.474° 48.87+1.618"
Kontrol 25.93+1.602 39.90+1.188

" . Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

. Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.01 diizeyinde 6nemlidir

Tablo 3’de goriildiigii gibi A. densiflora ekstresinin saglikli PBM hiicreleri
izerine denenen tiim konsantrasyonlarda olumsuz etkisi olmustur. Bu bulgular
A. densiflora ekstresinin in vivo kullanim i¢in iimit verici olmadig1 goriisiinii

dogurmustur.



2.2. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Petrol Eteri Ekstresinin Saghkh PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Deneme konsantrasyonlarindan elde edilen 24. ve 48. saat bulgular1 Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo-4. Artemisia annua petrol eteri ekstresinin saglikli PBM hiicrelerine karsi etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=9)

Ekstrenin Konsantrasyonu 24.saat 48.saat
(ng/ml) Ortalama (%) + Standart Hata Ortalama (%) + Standart Hata
125 33.08+2.324 53.33+4.950"
62.5 29.89+0.956 39.46+2.196
31.25 30.22+1.770 41.94+1.782
15.625 25.53+1.695 38.25+1.810
7.8125 25.37+1.863 38.01£1.609
3.9062 27.15£1.497 40.26+1.980
1,9531 25.47+1.661 34.88+2.526
Kontrol 28.08+2.460 36.84+1.501

" . Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Tablo 4’de goriildiigii gibi 24. saat sonunda gozlenen 0lii hiicre oranlar: agisindan
kontrol grubu ile deneme gruplar: arasinda istatistiki agidan onemli olabilecek bir sonug
bulunmamistir. Denemenin 48. saatinde ise yalmizca 125 pg/ml konsantrasyonla elde edilen
sonuglar istatistiki olarak anlamli bulunmugstur. Bu bulgu, A. annua petrol eteri ekstresinin
125 pg/ml’den daha diisiik konsantrasyonlarda denenmesi gerektigini, daha yiiksek

konsantrasyonlarinin saglikli hiicrelere zarar verebilecegini ortaya koymustur.



2.3. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Metanol Ekstresinin Saghkh PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Deneme konsantrasyonlarindan elde edilen bulgular Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo-5. Artemisia annua metanol ekstresinin saghkli PBM hiicrelerine kars1 etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=9)

Ekstrenin Konsantrasyonu 24.saat 48.saat

(ng/ml) Ortalama (%) + Standart Hata Ortalama (%) + Standart Hata

125 26.85+1.722 39.920+3.2270

62.5 26.53+£1.929 35.940+1.6812

31.25 27.37+£1.500 36.040+1.7583

15.625 22.42+42.366 34.420+1.9369

7.8125 24.13+0.701 35.800+2.3380

3.9062 23.55+2.162 34.640+1.7195

1,9531 22.27+0.992 33.900+2.5063

Kontrol 26.43+0.599 35.560+1.8405

Tablo 5’de goriildiigii gibi denemenin 24 ve 48. saatlerinde gdzlenen 6liim oranlar1
acisindan kontrol gruplari ile ekstreye maruz birakilan gruplar arasinda istatistiki agidan
anlaml1 farkin bulunmadig1 gbzlenmistir. Bu bulgu, A. annua metanol ekstresinin denenen
konsantrasyonlarda saglikli PBM hiicrelerine karsi olumsuz bir etkisinin olmadigini ortaya

koymustur.



2.DMSO’in In Vitro Ortamda Saghkh ve Enfekte PBM Hiicrelerine Etkinlik Denemesi
Bulgulan

Deneme sonuclar1 Tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo-6. DMSO’in saglikli ve enfekte PBM hiicrelerine kars1 etkinlik denemelerinden elde

edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=9)

Theileria annulata Schizontu ile

DMSO Saghkh PBM Hiicreleri . .
. Enfekte PBM Hiicreleri
Miktan
24.saat 48.saat 24.saat 48.saat
Ortalama (%) * Ortalama (%) * Ortalama (%) * Ortalama (%) *
8 “1 Standart Hata Standart Hata Standart Hata Standart Hata

26.578 £1.3365  32.633 +£1.2204 14.544 £2.2044 6911 +2.2378
Kontrol ~ 26.933 +£0.6726  31.683 +£1.4425 11.889 +1.7220  5.189 + 1.3958

Tablo 6’de goriildiigii gibi denemede bitki ekstrelerinin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan
DMSO’in kullanildig1 miktarda saglikli ve enfekte PBM hiicrelerine kars istatistiki olarak

anlaml1 hi¢bir olumsuz etkisi belirlenmemistir.

4. Bitki Ekstrelerinin In vitro Ortamda Theileria annulata Schizontu ile Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

4.1. Arnebia densiflora Bitkisinden Elde Edilen n-hekzan Ekstresinin Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

T. annulata schizontu ile enfekte PBM hiicrelerinden elde edilen sonuglar Tablo 7°de

gosterilmistir.



Tablo-7. Arnebia densiflora n-hekzan ekstresinin enfekte PBM hiicrelerine karsi etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=6)

Ekstrenin Konsantrasyonu 24.saat 48.saat

(ng/ml) Ortalama (%) + Standart Hata Ortalama (%) + Standart Hata
125 100+ 0.0" -
62.5 100+ 0.0" -

15.625 95.13+3.125" 100 £0.0™

7.8125 70.60+3.464" 91.48 +4.615"

3.9062 29.6243.312" 74.57 +3.565"

Kontrol 6.85+1.422 12.92+2.145

" . Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

. Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.001 diizeyinde nemlidir

Tablo 7°de goriildiigii gibi A. densiflora ekstresinin enfekte PBM hiicreler iizerine
denenen tiim konsantrasyonlarindan 24 ve 48. saatlerde elde edilen sonug¢lar kontrol
grubundakilere kiyasla istatistiki olarak farkli bulunmustur. Bu bulgu,

A. densiflora ekstresinin denenen en kiiciik konsantrasyonda dahi enfekte PBM hiicrelerine
kars1 etkili oldugunu ortaya koymustur. 62.5 ug/ml ve iistii konsantrasyonlarda 24. saat

sonunda tiim enfekte hiicrelerin 61diigii, buna karsin kontrol grubundaki 6liim oranmin ¢ok

diisiik diizeylerde oldugu gozlenmistir.



4.2. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Petrol Eteri Ekstresinin Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

Deneme sonuclar1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo-8. Artemisia annua petrol eteri ekstresinin enfekte PBM hiicrelerine karsi etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=9)

Ekstrenin 24.saat 48.saat
Konsantrasyonu (ug/ml) Ortalama (%) + Standart Hata Ortalama (%) + Standart Hata
125 100 £0.0” -

62.5 91.59+4.581"" 100 £0.0”

31.25 68.80+5.097" 74.25 +4.991°
15.625 30.31+4.703" 14.91+3.373
7.8125 14.68+2.010 10.06+2.047
3.9062 9.33+3.391 5.74+0.655

1.9531 9.92+1.643 8.17+1.586
Kontrol 9.16+2.702 9.04+1.969

" Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.01 diizeyinde 6nemlidir

" Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.001 diizeyinde 6nemlidir

Tablo 8’de goriildiigii gibi A. annua petrol eteri ekstresinin 24. saatte
125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.25 pg/ml ve 15.625 pg/ml konsantrasyonlari ile 48. saatte 62.5
pug/ml ve 31.25 ug/ml konsantrasyonlarindan elde edilen sonuglar kontrol grubuna kiyasla
istatistiki olarak anlamli diizeyde farkli bulunmustur. Denemenin 24 ve 48. saatlerinde diger
konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasinda istatistiki agidan anlaml fark bulunmadig:
gozlenmistir. Bu bulgu, A. annua petrol eteri ekstresinin 62.5 pg/ml ve iistii
konsantrasyonlarda 48. saat itibar1 ile tiim enfekte PBM hiicrelerini 61diirdiigiinii, buna karsin

kontrol grubundaki 6liim oraninin diisiik diizeylerde oldugunu gostermistir.



4.3. Artemisia annua Bitkisinden Elde Edilen Metanol Ekstresinin Enfekte PBM

Hiicrelerine Kars1 Etkinlik Denemelerinden Elde Edilen Bulgular

T. annulata schizontu ile enfekte PBM hiicrelerinden elde edilen sonuglar Tablo 9°da

gosterilmistir.

Tablo-9. Artemisia annua metanol ekstresinin enfekte PBM hiicrelerine karsi etkinlik

denemelerinden elde edilen 6lii hiicre oranlar1 (n=9)

Ekstrenin 24.saat 48.saat
Konsantrasyonu
Ortalama (%) * Standart Hata Ortalama (%) * Standart Hata
(ng/ml)
125 30.73 £ 3.375" 23.171 £5.1385°
62.5 20.79 + 1.596 13.143 £2.5523
31.25 17.26 £1.596 8.286 + 1.4410
15.625 12.50 = 1.177 5.843 £2.3380
7.8125 15.53 £0.992 5.100 £+ 1.3645
3.9062 12.26 £ 0.817 7.014 £1.1831
1.9531 15.59 + 1.607 6.943 +£1.3282
Kontrol 12.26 £2.558 6.371 £2.6892

" . Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

. Kontrol grubu ile arasindaki fark p<0.001 diizeyinde onemlidir

Tablo 9°da goriildiigii gibi denemenin 24. saatinde 125 pg/ml ve 62.5 pg/ml
konsantrasyonlarda, 48. saatinde yalnizca 125 pg/ml konsantrasyonda elde edilen sonuglar
istatistiki olarak kontrol grubundan farkli bulunmugstur. Denemenin 24 ve 48. saatleri
sonunda diger deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiki agidan dnemli olabilecek
bir sonu¢ bulunmamustir. Bu bulgu, A. annua metanol ekstresinin 62.5 pg/ml ‘den daha

diisiik konsantrasyonlarda enfekte PBM hiicrelerine karsi etkisiz oldugunu ortaya koymustur.



TARTISMA VE SONUC

Fitoterapi beseri ve veteriner hekimlikte genis bir kullanim alanina sahiptir.
Giintimiizde bitkilerden hazirlanan ¢esitli ekstratlarla yapilan tedavi denemelerine karsi
yogun ilgi mevcuttur. Hemen hergiin bir bitkiden elde edilen bir molekiiliin bir soruna kars1
etkili olduguna dair bilgiler yayinlanmaktadir. Naftakinonlar ve artemisinin veteriner ve
beseri hekimlikte kan parazitlerine kars1 kullanilmakta olan molekiillerdir. Ancak bu
molekiillerin orijinal yeri olan bitki ekstraktlari ile bir biitiin olarak etkinlikleri konusunda
bilgiler sinirhidir. A. densiflora naftakinonlar acisindan zengindir. Bu bitki ekstratinin
theileriosis iizerine etkinligi hususunda diinyada yapilmig bir caligmaya rastlanmamaistir.
Ayni sekilde, artemisinin beseri hekimlikte Plasmodium enfeksiyonlarina karsi kullanilan
bir molekiildiir. A. annua, artemisinin igerigi agisindan zengin bir bitkidir. Bu bitki
ekstratinin theileriosis lizerine etkinligi hususunda diinyada yapilmis bir caligmaya
rastlanmamistir. S6z konusu alanda diinyada yapilmis ilk calisma olmasi nedeni ile bu
arastirma bulgular1 6nemlidir.

Calismanin in vitro sartlarda yapilmasi in vivo ¢alismalarin nasil yonlendirilecegi ve
planlanacag: hususlarina yardimci olmasi agisindan da ayrica onemlidir. Caligma
bulgularin benzer bagka caligmalar olmamasi nedeni ile kiyaslayarak tartisilmasi miimkiin
olmamustir. Bu nedenle, ¢alismanin kendi igerisinde incelenerek sonuglarinin savunulmasi
ya da sonuglarin timit verici olmadig1 yolunda kararlar alinmasi yoluna gidilmistir.

Eskisehir yoresinden toplanan A. densiflora bitkisinin koklerinden hazirlanan
n-hekzan ekstresi naftakinonlar agisindan zengin olmasi (1) nedeni ile tercih edilmistir.
Calisma sonucunda ekstrenin hem saglikli hem de enfekte hiicreler iizerinde olumsuz etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgu denenen konsantrasyonlarda ekstrenin in vivo
denemeler i¢cin uygun olmadigina isaret etmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda deneme
yapilmayisinin sebebi olarak, en diisiik konsantrasyondaki etki diizeyinin istatistiki olarak
farkli olmasina ragmen kontrol gruplarindaki ortalama 6liim oranlarma yakin olmasi
gosterilebilir. Daha diisiik konsantrasyonlarin enfekte hiicreler iizerindeki olas1 etkinligi
devam etse bile saglikli hiicreler iizerindeki olumsuz etkisinin devam edebilecegi (Tablo 3)
diistiniilmiistiir.

A. annua’nin metanol ekstresinden alinan sonuglar saglikli hiicreler agisindan
zararsizdir. Bu ekstrenin enfekte hiicreler tizerindeki etkinligi diisiik diizeylerde olsa bile
125 pg/ml konsantrasyonda gozlenebilmistir. Giiclii bir etkinlikten s6z edebilmek i¢in daha

yiiksek konsantrasyonlarin denenmesi geregi agiktir. Bu denemelerin saghkli PBM



hiicreleri tizerinde de yapilmasi zorunludur. Bu bulgular gercekte ekstrenin icerdigi
artemisinin orani ile uyumludur. Bitkiden hazirlanan 100 g drogdan 5.56 g ekstre elde
edilmis ve ekstredeki artemisinin orant 1.14 £ 0.07 mg/100 g olarak bulunmustur. Sonug
olarak denenen konsantrasyonlarda artemisinin orani ¢ok diisiik diizeylerde kalmais, yeterli
diizeyde etkiyi gdsterememistir. Bu hususun aydinlatilabilmesi agisindan bu ekstrenin daha
yogun konsantrasyonlarda denenmesi gerektigi diisiiniilmiistiir.

A. annua’nin petrol eteri ekstresinden alman sonuclar yiiz giildiiriicii niteliktedir.
Bitkiden hazirlanan 100 g drogdan 2.28 g ekstre elde edilmistir. Bu ekstrenin denenen
konsantrasyonlarda saglikli PBM hiicreleri tizerine 6nemli sayilabilecek diizeyde olumsuz
bir etkisi olmamistir. Denemenin 24. saatinde saglikli hiicrelerde hi¢cbir olumsuz etki
gozlenmemis, buna karsin enfekte hiicrelerin 15.625 pg/ml konsantrasyondan itibaren
kontrollere kiyasla 6nemli diizeyde 6ldiikleri belirlenmistir (p<0.01). 125 pg/ml
konsantrasyonda saglikli hiicreler tizerinde hicbir olumsuz etki yok iken, enfekte hiicrelerin
tamaminin oldiigii tesbit edilmistir. Bu bulgu arzulanan en iyi sonuctur. Calismanin 48.
saatinde, 62.5 pg/ml konsantrasyona maruz birakilan enfekte hiicrelerin yine tamaminin
oldiigii, saglikli hiicrelerin ise 6nemli diizeyde zarar gormedikleri saptanmustir (p<0.001).
125 pg/ml konsantrasyonda ise 48. saat itibari ile saglikli hiicrelerde de kismi bir kaybin
oldugu belirlenmistir. Bu bulgulara dayanarak in vivo denemelerin 15.625-62.5 pg/ml
konsantrasyonlarda yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir. Ancak, bu diiz mantigin in
vivo denemelerin bir¢cok asamasinda degisiklige ugrayabilecegi gercegi agiktir. Varilan
sonu¢ sadece denemelerin baslangi¢c noktasina isaret etmesi agisindan dnemlidir.

Calisma sirasinda ekstrelerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan DMSO’nun kullanildigi
konsantrasyonda (8 pl/0.5 ml medium) saglikli ya da enfekte PBM hiicreleri tizerine
olumsuz etkisi olmadig1 belirlenmistir. Calismanin is yiikiinii ve maliyetini azaltmak
acisindan denemeler sirasimnda kontrol grubu hiicrelerinin kiiltiirii yapilmis ve tiim sonuclar
bu hiicrelerden elde edilen bulgular ile karsilastirilmstir.

Sonug olarak A. densiflora koklerinden hazirlanan 100 g drogdan 4.12 g ekstre elde
edildigi, bu ekstrenin 3.9062 ug/ml ve iistii konsantrasyonlarda hem saglikli hem de 7.
annulata schizontu ile enfekte PBM hiicrelerini kontrollere kiyasla istatistiki agidan
(p<0.05) onemli diizeylerde oldiirdiigii gozlenmistir. A. annua bitkisinin 100 g drog’undan
5.56 g metanol ekstresi elde edilmis, bu ekstrenin Gas Chromatographic analizinde 1.14
mg/100 g artemisinin icerdigi belirlenmistir. Denenen konsantrasyonlarda saglikli veya
enfekte PBM hiicreleri lizerinde dnemsenecek diizeyde etkinlik saptanmamistir. A. annua

bitkisinin 100 g drog’undan 2.28 g petrol eteri ekstresi elde edilmis, bu ekstrede 4.54



mg/100 g artemisinin bulundugu tesbit edilmistir. A. annua petrol eteri ekstresinin 15.625-
62.5 pg/ml konsantrasyonlarda saglikli hiicreler iizerinde 48 saat siiresince hi¢bir olumsuz
etkisinin bulunmadigi, 7. annulata schizontu ile enfekte PBM hiicrelerini ise % 100’e varan
oranda elimine ettigi belirlenmistir. Bu ekstrenin in vivo sartlar i¢in imit verici nitelikte

oldugu kanisina varilmastir.
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