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Amag: Bu calismada Centaurea lydia (Peygamber cicegdi) ve Phlomis nissolii (Calba) endemik bitkilerinden elde edilen ekstrelerin T. gondii
trofozoitleri ile enfekte edilmis fibroblast hiicre kiltirinde potansiyel antitoksoplazma etkinlikleri arastirilmisi amaglanmustir.

Yéntemler: Centaurea lydia’ in hekzan, kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin etanol, kloroform ve inflizyon ekstrelerinin
sitotoksisiteleri WST-1 testi ile kolorimetrik degerlendirilmistir. Endemik bitki ekstreleri ile muamele edilmis (55 pg/ml) ve kontrol WI-38 hiicre
hatlar 5x10° T. gondiii trofozoiti ile enfekte edilmis, 7. giin, 14. giin ve 24. glinde besi yerindeki parazit sayisi belirlenmistir.

Bulgular: C. lydia ve P. nissolii ekstrelerinin 0,86-55 pg/mL ardisik konsantrasyonlarinin WI-38 hiicre hattinda herhangi bir sitotoksik bir etkisi
saptanmamis ve bu ekstrelerin fibroblast hiicre hatti Uzerinde sitotoksisite géstermemesi olumlu bir etki olarak degerlendirilmistir. C. lydia
ekstresi 55 pg/mL konsantrasyonu T. gondii trofozoitlerine karsi belirgin bir aktivite géstermistir. Trofozoit sayisinda ekstre verilmeyen grupta
47,5 katlik bir artis saptanirken, C. lydia ekstresi verilen grupta ise 84 katlik bir azalma saptanmistir. P. nissolii ekstresi verilen grupta ise 36 katlik
bir artis saptanmis ve antitoksoplazma aktivitesi gdstermemistir.

Sonug: Endemik bitki C. lydia ekstresinin toksoplazmozis tedavisi icin iyi bir aday ilag olabilecegi gosterilmistir. In vitro olarak gésterilen bu
etkinligin in vivo hayvan modellerinde arastirilmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar Sézciikler: Toxoplasma gondii, Centaurea lydia, Phlomis nissolii, sitotoksisite, hiicre kultird
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the potential antitoxoplasma activities of extracts of the endemic plants Centaurea lydia and
Phlomis nissolii in a fibroblast cell culture infected with T. gondlii trophozoites.

Methods: WI-38 cell lines treated with plant extracts (55 pg/mL each) and an untreated control were infected with 5x105 T. gondii tropho-
zoites, and the number of parasites in the medium was determined on days 7, 14, and 24.

Results: No cytotoxic effects of C. lydia and P, nissolii extracts were detected at concentrations of 0.86-55 ug/mL in the WI-38 cell line, and
the absence of the cytotoxicity of these extracts on the fibroblast cell line was considered as a positive effect. C. lydia extract at 55 pg/mL
had marked activity against T. gondii trophozoites. A 47.5-fold increase was observed in the number of trophozoites in the control group,
while a 84-fold decrease was found in the C. lydia extract group. However, a 36-fold increase was detected in the P. nissolii extract group,
indicating no antitoxoplasma activity.

Conclusion: The extract of C. lydia, an endemic plant, was found to be a good drug candidate for treating toxoplasmosis. The in vitro activity
of the extract of this endemic plant should be further investigated in animal models in vivo.
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GiRiS

Toksoplazmozis, zorunlu hicre ici paraziti olan Toxoplasma gon-
dii tarafindan olusturulan, tim memelilerde ve kanatlilarda go-
rilen yaygin bir enfeksiyondur. Etken insana, kedi ve kedi digkisi
bulasmis besinlerdeki ookistlerle, doku kisti tasiyan ¢ig veya az
pismis etlerin adiz yoluyla alinmasiyla, enfekte anneden fetlse
plasenta yolu ile veya kan yoluyla bulasabilir (1, 2). Toksoplazmo-
zis tedavisinde ilk tercih olarak pirimetamin ve sulfadiazinin bir-
likte kullanilmasi énerilmektedir. Ancak enfeksiyonu gecirmekte
olan gebe kadinlarda bebege gecisi engellemek icin kullanildik-
larinda veya bagisikligi baskilanmiglarda kullanimlarini sinirlaya-
cak duzeyde ciddi yan etkiler gelisebildigi gdsterilmistir. Bu tur
durumlarda bu olgular spiramisin, atovaguon veya klindamisin ile
tedavi edilmeye calisilmaktadir. Kanser tedavisi, organ transplan-
tasyonlar ve HIV enfeksiyonu gibi bagisikligi baskilanan olgu sa-
yilarindaki artis ve bu olgularda bu firsatci enfeksiyonun agir sey-
retmesi nedeniyle, T. gondii’ ye yonelik yeni ilaclarin gelistirilmesi
ayri bir 5nem tasimaktadir (3-5).

Dinyanin sadece belirli bir yerinde bulunan ve belirli iklim sart-
larinda yetisen, baska yerde yetismeyen bitkilere “endemik bit-
kiler” adi verilmektedir. Tlrkiye'nin endemik bitki tirleri baki-
mindan oldukga zengin bir varliga sahip oldudu ve Avrupa’daki
2,500 endemik bitki tirtine karsilik, tek basina Turkiye'de 3,000
endemik tir bulundugu belirtiimektedir (6). Bu tir zenginlikleri-
miz yeni ilaclarin gelistirilmesi icin iyi bir aday olabilir. Centaurea
lydia (Peygamber Cicedi), Asteraceae familyasina ait olup, bu
genus Akdeniz bdlgesi ve Bati Asya Ulkelerinde genis bir kulla-
nim alanina sahiptir. Antioksidan, antimikrobiyal, antitimoral ve
antienflamatuar 6zelliklere sahip ¢ok sayida sekonder metabolit
acisindan zengin bir genustur. Centaurea tirlerinden elde edilen
seskiterpen yapisindaki bilesiklerin sitotoksik ve antitimoral 6zel-
likte olduklari bulunmustur (7, 8).

Phlomis nissolii (Calba), Labiatae familyasina ait olup, bu familya-
ya ait bitkiler &zellikle flavonoit icerigi bakimindan zengin bitkiler-
dir. Bu familyaya dahil Phlomis tirleri, ucucu yaglar, flavonoitler
gibi sekonder metabolit icermektedirler. Phlomis tirlerinin icer-
digi bu sekonder bilesiklerin cesitliligi nedeniyle biyolojik aktivite
arastirmalar da oldukca genis capta ve farkli alanlarda yapilmis-
tir. In vivo sartlarda antidiyabetik, antialerjik, analjezik, antillse-
rojenik, antienflamatuar etkileri yanisira, in vitro sartlarda damar
koruyucu, antibakteriyel ve antifungal etkileri ve antikanser akti-
viteleri de arastinlmistir. Phlomis armeniaca’dan izole edilen fenil
propanoit, kafeik asit, fenetil alkol ve fenetil alkol glikozitlerinin
cesitli kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi tes-
pit edilmistir. Phlomis tirlerinden izole edilen bilesiklerin hiicre
cogalmasini engellenmesine ve hicre dénglsi arrestine neden
oldugu gésterilmistir (9, 10).

Bu calismada, C. lydia ve P, nissolii endemik bitkilerinden elde edi-
len ekstrelerin antitoksoplazma etkinliginin, T. gondii ile enfekte
edilmis WI-38 hiicre kiltirlerinde arastinlmasi amaclanmistir.

YONTEMLER

Parazit: Calismamizda; hicre kiltiriinde kullanilan T. gondii RH
Ankara susu trofozoitleri, Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Parazi-
toloji Anabilim Dalinda yuritilen, intraperitoneal BALB/c fare
pasajindan alinmistir.

Bilesikler: Calismamizda kullanilan Centaurea lydia' in hekzan,
kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin etanol,
kloroform ve infiizyon ekstrelerini TUBITAK 1085168 nolu proje-
den saglanmistir (11). Bitki ekstrelerinin 5,5 mg/mL izotonik stok
sollsyonlart hazirlanmigtir.

WI-38 hiicre kiiltiirii: Normal insan fetal akciger fibroblast
hicre hatti WI-38 hucreleri, %10 fétal sigir serum (Biological
Industries, Beit Haemek, israil), %1 L-glutamin (Biological In-
dustries, Beit Haemek, israil), 1001U/ml penisilin ve 10 mg/
mL streptomisin (Biological Industries, Beit Haemek, israil)
iceren RPMI 1640 (Biological Industries, Beit Haemek, israil)
besiyerinde, 37°C" de ve %95 nem, %5 CO,’' li etlivde ¢ogal-
tilmistir,

Sitotoksisite Analizi: IC,  dozu, um diizeyde, %50 inhibisyona
neden olan, inhibitér konsantrasyonudur. C. lydia ve P. nissolii
ekstrelerinin sitotoksik etkisini incelemek amaciyla WST-1 tes-
ti ve tripan mavisi boyasi testleri uygulanmistir. WI-38 hicre
hattina uygulanan endemik bitki ekstrelerinin sitotoksisiteleri
WST-1 testi (Roche, Basel, isvigre) ile kolorimetrik degerlendi-
rilmistir. Bitki ekstreleri icin 1x10* hicre/ml bulunan 96 kuyu-
cuklu platlerde 55-0,86 pg/mL ardigik azalan konsantrasyon-
larinin 24., 48. ve 72. saatlerde ¢alisilmis ve WST-1 1/10 dilue
olacak sekilde ilave edilmistir. WST1 ilavesinden sonra 37°C,
%95 nem ve %5 CO,'li etiivde inkiibe edilmistir. iki saat boyun-
ca her yarim saat de bir mikroplaka okuyucusunda (Multiscan,
FC Termo Scientific, Waltham, ABD) 450 absorbans 620 refe-
rans araliginda okunarak optik dansite degerlendirilmistir. C.
lydia ve P. nissolii ekstreleri 3 tekrarli olarak ¢aligiimistir. Hiicre
canlihgi yuzdesi her bir kuyucukta &lclilen optik dansite de-
Gerinin kontrol optik dansite degerine bolinmesi ve yiz ile
carpilmasi ile hesaplanmistir.

Endemik Bitki Ekstresi Uygulanmasi: Tim ylzeyi kaplamis
25 cm? lik flasklerdeki (Biological Industries, Beit Haemek,
Israil) WI-38 hiicre hatti 5x10° T. gondii trofozoiti ile enfekte
edilmis, 21 glin sirecek deney dizenegdinde kontrol ve etken
maddelerin uygulandidi farkli 3 calisma gruplan olusturul-
mustur. Fibroblast hiicre hatlarina sitotoksisite saptanmayan
en yuksek doz (55 pg/mL) bitki ekstreleri uygulanmistir. Hiic-
re kiltir ortamindaki trofozoitler neubauer lami ile sayilmis
mL parazit sayisi hesaplanmis 5 mL besiyerindeki toplam T.
gondii trofozoit sayisi belirlenmistir. Sayim igslemi ¢ kez tek-
rarlanmistir.

1. Grup: Kontrol grubudur. Bu grupta WI-38 hiicrelerine sadece
5x10° T. gondii paraziti uygulamustir.

2. Grup: Etken madde-1 grubudur. Bu grupta 5 x 10° T. gondii’
li WI-38 hiicrelerine P. nissolii bitki ekstresinin 55 pg/mL konsant-
rasyonu uygulanmistir.

3. Grup: Etken madde-2 grubudur. Bu grupta 5x10° T. gondii’
li C. lydia bitki ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu uygulan-
mistir.

Istatistiksel analizler: Gruplarin karsilastinlmasi tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ile gerceklestiriimistir. Analizler GraphPad Prism
v6.0 (San Diego, ABD) yaziliminda yapilmis ve anlamlilik derecesi
p<0,05 olarak alinmistir.
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BULGULAR

Endemik Bitki Ekstresi sitotoksisitesi: Centaurea lydia’ nin
hekzan, kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin
etanol, kloroform ve inflzyon ekstrelerinin WI-38 hicre hattinda
0,86-55 pg/mL ardisik konsantrasyonlarinin doz ve zamana bagli
bir sitotoksisitesi saptanmamistir (Sekil 1). Endemik bitki ekstrele-
rinin fibroblastlar Uzerinde sitotoksisite gostermemesi olumlu bir
etki olarak degerlendirilmistir.

Endemik Bitki Ekstresilerinin in vitro T. gondii proliferasyonu
tzerine etkileri: Kontrol grubunda, 5x10° T. gondii ile enfekte
edilen WI-38 hiicrelerinde takizoitlerinin 48. saat sonunda hiicre
icine girdikleri ve cogaldiklar gozlemlenmis ve 7. glinde trofozoit
sayisi 2,38x107'ye ulagsmistir. Baslangig takizoit sayisi ile karsilasti-
rldiginda 47,5 katlik bir artis saptanmistir (Resim 1a, Sekil 2).

P nissolii inflizyon ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu uygula-
nan etken madde-1 grubunda antitoksoplazma aktivitesi saptan-
mamistir. P. nissolii ekstresi 55 ug/mL konsantrasyonda trofozoit
sayisi 7. glinde 1,80x107 olarak belirlenmis ve baglangica gére 36
katlk bir artis bulunmustur (Resim 1b, Sekil 2).

C. lydia metanol ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu konsant-
rasyonu uygulanan etken madde-2 grubunda T. gondii prolifera-
yonunun inhibisyonunda belirgin bir aktivite gostermistir. C. lydia
ekstresi ekstre uygulamasiyla 7. giinde trofozoit sayisi 2,8 x 10°
olarak belirlenmis ve baglangica gére %44 oraninda bir azalma
saptanmistir. Yedinci glindeki C. lydia ekstresindeki trofozoit sa-
yisini kontrol grubu ile karsilastinldiginda parazit sayisinda belir-
gin bir azalma (84 kat) saptanmistir (p<0,0001, Resim 1c, Sekil 2).
On dort ve 21. gunlerde de bu sayinin degismedigi gézlenmistir.
Kontrol ve P. nissolii gruplarinda ise sekizinci ginde WI-38 hiic-
relerin timd lizis oldugu icin degerlendirilememistir (Resim 1d)

TARTISMA

T. gondii tek hicreli, zorunlu hicre ici parazitidir. Son yillarda T.
gondii’ nin hicre kiltirinde takizoitlerin davranislar konusunda
cok sayida arastirma yapilmaktadir (12). Dogkaya ve ark. yaptiklari
calismada; T. gondii RH Ankara susu takizoitlerinin hicre kiltu-
rinde buylmesi ve daha sonra in vivo da tani amagh Uretime ge-
cilebilmesini arastirmiglardir. Bu sebeple miyeloma, Hela, Hep-2
ve Vero hucre kiltirlerinde T. gondii takizoitlerini 2 ay sure ile
iretilmistir. ilk inkiibasyonda takizoitlerin boyutu 3x5,7 pm iken
Uretimin devaminda ortalama takizoit boyutunda kigctlme sap-
tamislardir. ki ay sonunda verimi artsa da miyelom hiicre kiilti-
rinde takizoitlerin boyutu 1x2,1 pm olarak belirlemiglerdir (13).
Benzer sekilde Chatterton ve ark. T. gondii igin kiltir metotlar
gelistirmek ve hizli ve canli takizoit Uretmeyi amaclayan calisma
yapmislardir. Bu baglamda Hela hiicre hattinda 37°C de 48-144
saatte T. gondii Uretebilmislerdir. Takizoit miktarn =1x10¢ mL ve
>%90 canlilik olarak tespit etmistelerdir. Kiltar 37°C den 25°C ye
transfer edildiginde maksimum enfeksiyonda stabil kalabilmigler
(enfeksiyon sonrasi 48-54-saat) ve 25°C de anlamli olarak bircok
kaltdr 783/811 (% 96,5) %90 canliliga sahip oldugu gdérmislerdir.
Yedi giin sonunda 25°C de Hela hicre kiltirinde kaliteli bir se-
kilde takizoitlerin gorildiguni ve gelistirdikleri bu sistemin gl¢li
ve gerektiginde standart kalitede takizoitlerin seri bir halde Ure-
timini saglayabilir oldugu goristini savunmaktadirlar (14). Calig-
mamizda; T. gondii takizoitlerinin WI-38 hiicre hattinda 48. saatte

Phlomis nissolii inflizyon
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Sekil 2. Endemik bitki ekstrelerinin toxoplasma canliligi Gzerine
etkisi. Kontrole gore 7. gin P. nissolii ve C. lydia uygulamasinda
trofozoit sayisinda anlamli azalma saptanmistir (****, p<0,0001)

cogaldiklari ve 8. glinde tim hicreleri lizise ugrattiklan bulgusu-
na dayanarak WI-38 hiicre hattin T. gondii takizoitlerinin Gretimi
icin uygun bir model sistem olabilecegini ileri sirmekteyiz.

Cesitli bitki ekstrelerinin antitoksoplazma etkinlikleri Gzerine ¢e-
sitli calismalar bulunmaktadir. Sophora flavescens Aiton, Sinome-
nium acutum (Thunb.) Pulsatilla koreana, Ulmus macrocarpa, To-
rilis japonica bitkilerinin alkol ekstrelerinin T. gondii ve Neospora
caninum kulturleri Gzerindeki antiprotozoal etkilerinin aragtinldigi
calismada; Youn ve ark. tarafindan ekstreler final konsantrasyon
araligi 19,5-625 ng/mL olacak sekilde seri halde ilgili besiyeri ile
dilie edilmis ve T. gondii ve N. caninum iceren equine dermal
(E-derm) hicrelerine takizoitleri ilave edilmistir. Parazit bldylime
inhibisyonu, *H-uracil incorporation kullanilarak parazit uygula-
masi yapilmayan kontrol grubu ile karsilastirilarak Slctlmastar.
Bu bitkiler uzun yillardir Asya tlkelerinde insan parazitlerine kars:
kullaniimaktadir. T. japonica’ nin 312 ng/mL konsantrasyonun T.
gondii proliferasyonunu % 99,7 inhibe ettigi ve S. flavescensise’
in ise ayni konsantrasyonda % 98,5 inhibe ettigi gosterilmistir
(15). Calismamizda ise C. lydia metanol ekstresinin 55 ug/mL kon-
santrasyonu uygulanan etken madde-2 grubunda T. gondii pro-
liferayonunun inhibisyonunda belirgin bir aktivite gostermistir.
C. lydia ekstresi uygulamasi ile 7. giinde trofozoit sayisinda bas-
langica gore %44 oraninda bir azalma saptanirken, bu azalmanin
kontrol grubu ile karsilastinldiginda 84 kata ulastigi saptanmistir.
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Resim 1. a-d. Kontrol ve bitki ekstreleri uygulanan WI-38 hiicre hatlari 5x10° T. gondii trofozoiti ile enfekte edildikten sonra 7. gin
gorintileri. Bitki ekstresi uygulanmamis kontrol grubunda trofozoit sayisi 2,38x107 (a), P nissolii infizyon ekstresinin 55 pg/mL
konsantrasyonu uygulanan WI-38 hiicre hattinda trofozoit sayisi 1,80x107 (b), C. lydia metanol ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu
uygulanan WI-38 hiicre hattinda trofozoit sayisi 2,8x10%c), Kontrol ve P. nissolii gruplarinda ise sekizinci gtinde WI-38 hiicrelerin lizisi (d)

Endemik bitki olan C. lydia ekstresinin antitoksoplazma aktivitesi
acisindan énemli oldugunu ve ekstre fraksiyonlarinin daha ileri
calismalar ile degerlendirilmesi gerektigini ileri stirmekteyiz.

Youn ve ark. (15) T. japonica ve S. flavescens’ in 625 ng/mL kon-
santrasyonun yiksek sitotoksisiteye sahip oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismamizda; C. lydia’ nin hekzan, kloroform, metanol
ekstrelerinin ve P. nissolii’ nin etanol, kloroform ve inflizyon eks-
trelerinin WI-38 hicre hattinda 55 pg/mL gibi ylksek sayilabile-
cek konsantrasyonunun doz ve zamana bagli bir sitotoksisitesi
gdstermemesini bitki ekstrelerinin konaga zarar verme agisindan
minimum dizeyde oldugu seklinde degerlendirilmistir.

T. gondii' nin bulundugu Apikompleksa sinifinda sitma etkeni
Plasmodium, Cryptosporidium gibi cok sayida patojenik protozoa
bulunmaktadir. Bu siniftaki tirlerin bazilarinda uygulanan tedaviler
yeterli olmamakta veya ilaglara kargi direng gelisimi sorun olustura-
bilmektedir. Ozbilgin ve ark. yaptiklan calismada endemik bitkilerin
antimalaryal etkilerini in vivo olarak arastirmiglardir. On ikinci giin-
de C. lydia ekstresinin %26,1, P. nissolii ekstresinin ise %13,75 ora-

ninda parazitemiyi baskiladigini géstermislerdir. En yiksek antima-
laryal etkileri C. polyclada’ da saptanmis olup %66,91 baskilanma
s6z konusudur (11). Calismamiz ile Ozbilgin ve ark. Calismasinda ki
benzer bulgular Apikompleksa grubundaki parazit etkenlerinin te-
davisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistiriimesinde bu ekste-
rin bir model olabilecegdini desteklemektedir. T. gondii'nin in vitro
ortamda kolaylikla cogaltilabilmesi ve rodent modellerinin olmasi,
kullanilan bilesiklerin etkinliginin ve farmakokinetiginin degerlen-
dirilmesinde 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilebilir.

SONUC

Lydia ekstresi toksoplazmozis tedavisi igin iyi bir aday ilag olabilir.
In vitro olarak gésterilen bu endemik bitki ekstre etkinliginin in vivo
hayvan modellerinde arastinlmasi gerektigi kanisina varmaktayiz.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik kurum onayina gerek yoktur.
Hasta Onami: Bu ¢alisma icin hasta onamina gerek yoktur.

Hakem Degerlendirmesi: Disg bagimsiz.
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