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OZET
Doktora Tezi

BAZI BITKI TURLERININ ANTIOKSIDATIF, GENOTOKSIK, SITOTOKSIK
ve APOPTOTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Mehmet SARIMAHMUT

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Dog. Dr. Serap Celikler KASIMOGULLARI

Ulkemizde ve diinyada baslica halk saghigi sorunlarindan biri olan meme kanseri, kadimlarda
goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser tipidir. Giiniimiizde, meme kanseri tedavisinde ancak kismi
bir basar1 yakalandigi sdylenebilir. Kanser ilag tedavilerinde bitki kokenli molekiillerin payi
yiiksektir. Bu nedenle, yeni ve etkili molekiillerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir. Dolayisiyla, bu
calismada Uludag Milli Parki’ndan toplanan ve bazilar1 endemik olan 12 bitki tiirlinden 13 ekstrakt
hazirlanmistir. Bu ekstraktlarin kanser hiicre soylarinda hiicre biiylimesini baskilayici etkileri
arastirilmis ve gorece etkili olan bitki ekstraktlariin genotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmistir.
Ayrica, biitiin ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri de ¢alisilmistir.

Deneylerde insan MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ve MCF-10A malignan olmayan
meme hiicre soylart kullanilmigtir. Ekstraktlarin hiicre canliligi iizerine olan etkileri 48 saatlik
uygulama sonrasi sulforodamin B hiicre canlilik testiyle belirlenmistir. En yiiksek aktivite gdsteren
Achillea multifida ve Astragalus sibthorpianus ekstraktlarinin etkileri sonraki asamada ATP testiyle
dogrulanmigtir. A. multifida ekstraktinin ICso degeri MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinde swrasiyla 69,34, 62,18 ve 61,30 pg/ml olarak belirlenmistir. A. sibthorpianus
ekstraktinin ICso degeri MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde sirasiyla 30,41, 44,75 ve
158,94 ug/ml olarak belirlenmistir. Ekstraktlarin apoptotik etkilerini tespit etmek i¢in Hoechst 33342
ve propidyum iyodiir boyama yontemi kullanilmustir. Her iki ekstraktta da MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde 50 pg/ml ve {izeri konsantrasyonlarda sekonder nekrotik hiicreler agirlikta olmak iizere
piknotik niikleus goriiniimiiyle karakterize apoptotik hiicreler gozlemlenmistir. A. multifida
ekstraktinin I1Csp dozunda zamana bagimli olarak MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde DNA hasarimi
artirdigi ve MCF-10A hiicrelerinin A. sibthorpianus ekstraktiyla indiiklenen DNA hasarini kismen
tamir ettigi ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte, ayn1 konsantrasyonda A. sibthorpianus ekstrakti MCF-
10A hiicrelerinde mikroniikleus olusumuna neden olmustur. Muhtemel niikleus anomalilerini
saptamak i¢in A. multifida uygulamasi yapilmis hiicrelerde hematoksilen boyama
gerceklestirilmistir. MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde, hiicre 6liimiinii indiikleyen dozlarin
altinda, oOzellikle 12,5 pg/ml konsantrasyonda hiicrelerin yaklasik %20’sinde multiniikleasyon
goriilmiistiir. Son olarak, 13 ekstraktin antioksidan kapasiteleri DPPH ve CUPRAC testleri
kullanilarak degerlendirilmistir. A. sibthorpianus ekstraktinin kayda deger bir antioksidan kapasitesi
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda, Tripleurospermum pichleri ve Papaver pilosum ekstraktlari
kisith antioksidan aktivite gdstermislerdir.

Sonug olarak, bu ¢alisma kapsaminda A. sibthorpianus ekstraktinin meme kanser hiicrelerine segici
sitotoksik aktivite gosterdigi ortaya konmustur. MCF-10A hiicrelerinin A. sibthorpianus ekstrakt
uygulamasi sonrasinda DNA tamiri gerceklestirebilmesi, A. sibthorpianus ekstraktinin sahip oldugu
yiiksek antioksidan kapasitesiyle iliskilendirilmistir. A. multifida ekstrakti ise gorece diisiik dozlarda
multiniikleasyona, yiiksek dozlarda ise apoptozise yol acarak doza bagimli bir etki profili
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Sitotoksisite, genotoksisite, antikanser, tarama calismasi, Achillea multifida,
Astragalus sibthorpianus

2016, xii + 138 sayfa



ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATION of ANTIOXIDATIVE, GENOTOXIC, CYTOTOXIC and
APOPTOTIC PROPERTIES of SOME PLANT SPECIES

Mehmet SARIMAHMUT

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap Celikler KASIMOGULLARI

Breast cancer, which has been an important public health problem in our country and over the world,
is the most frequently seen cancer type among women. Today only a partial success was reached in
the breast cancer therapy. The ratio of molecules with plant origin is high in cancer chemotherapy.
Therefore, discovery of novel and effective molecules is needed. To this end, 13 extracts were
prepared from 12 plants collected from Uludag National Park. Growth inhibitory effects of these
extracts were investigated on cancer cell lines and genotoxic and apoptotic effects of relatively
effective extracts were determined. Furthermore, antioxidant capacity of all extracts were studied.
MCF-7, MDA-MB-231 human breast cancer cells and non-malignant MCF-10A cells with breast
origin were used in this study. The effect of the extracts on cell viability was determined by using
sulforhodamine B cell viability assay following 48 hour treatment. Activities of the most effective
Achillea multifida and Astragalus sibthorpianus extracts were confirmed by the ATP assay. The I1Cso
value of A. multifida extract against MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A cells were determined as
69,34, 62,18 and 61,30 pug/ml respectively. The ICso value of A. sibthorpianus extract against MCF-
7, MDA-MB-231 and MCF-10A cells were determined as 30,41, 44,75 and 158,94 ug/ml
respectively. The cells were stained with Hoechst 33342 and propidium iodide to determine the
apoptotic effects of the extracts. Mostly secondary necrotic and in part early apoptotic cells
characterized with pyknotic nuclei were observed at 50 pg/ml and higher concentrations in MCF-7
and MDA-MB-231 with both extracts. It was revealed that A. multifida extract increased DNA
damage in MCF-7 and MCF-10A cells in a time-dependent manner and MCF-10A cells partially
repaired the DNA damage induced by A. sibthorpianus extract. However, A. sibthorpianus extract
caused micronucleus formation at the same concentration in MCF-10A cells. A. multifida extract
treated cells were stained with haematoxylin to detect possible nuclear abnormalities. Multinucleated
cells were observed in approximately 20% MDA-MB-231 and MCF-10A cells at sublethal doses
and especially at 12,5 ug/ml concentration. Lastly, the antioxidant capacity of the 13 extracts were
evaluated by implementing DPPH and CUPRAC assays. A. sibthorpianus was determined to have a
considerable antioxidant activity. In addition, Tripleurospermum pichleri ve Papaver pilosum
extracts also showed a limited antioxidant activity.

In conclusion, A. sibthorpianus extract demonstrated selective cytotoxicity against breast cancer cell
lines. The occurence of DNA repair in MCF-10A cell line after A. sibthorpianus extract treatment
was linked with high antioxidant capacity of this extract. A. multifida extract exhibited a dose-
dependent cytotoxicity profile by causing multinucleation at relatively lower doses and inducing
apoptosis at higher doses.

Keywords: Cytotoxicity, genotoxicity, anticancer, screening study, Achillea multifida, Astragalus
sibthorpianus

2016, xii + 138 pages
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SIMGE ve KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltmalar Aciklama

5-FU 5-florourasil

Abs Absorbans

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome

AlF Apoptozis indiikleyici faktor

AMP Adenozin monofosfat

APAF1 Apoptotic protease activating factor 1

ATP Adenozin trifosfat

Boiss. Pierre Edmond Boissier (1810-1885)

Bornm. Joseph Friedrich Nicolaus Bornmiiller (1862-1948)

BRCA1 Breast cancer type 1 susceptibility protein

BRCA2 Breast cancer type 2 susceptibility protein

CD95 Cluster of Differentiation 95

CDDP Sisplatin

cFLIP FLICE-like inhibitory protein

CIAPs Apoptozis inhibitor proteinler

CUPRAC Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity

dATP Deoksiriboadenozin trifosfat

DC Augustin Pyramus de Candolle (1778-1841)

DD Death Domain

DMEM Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential
medium

DMSO Dimetil siilfoksid

DNA Deoksiriboniikleik asit

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

DR4 TRAIL reseptor 1

DR5 TRAIL reseptor 2

ECso % 50 etkili konsantrasyon

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ER Ostrojen reseptdrii

ET Neoadjuvan epirubisin/dosetaksel kemoterapisi

FADD Fas Associated Death Domain

FBS Fetal Bovine Serum

GHI Genetik Hasar Indeksi

HER2 Insan Epidermal Biiyiime Faktdr Reseptorii 2

HHY Hasarl1 Hiicre Yiizdesi

IARC International Agency for Research on Cancer

ICso % 50 inhibe edici konsantrasyon

IL Interlokin

JNK c-Jun N-terminal kinase

M.O. Milattan Once

MN Mikroniikleus

mTOR Mechanistic Target of Rapamycin

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide



NAD*
NCI
NDI
NF-xB

OBA
PARP1
PBS

Pl
PI3K
PPi

PR
RIP1
RLU
ROS
RPMI
Sibth.
Sm.
SRB
subsp.
TCA
TNFR1
TNFa
TRAIL

Nikotinamid adenin diniikleotid
National Cancer Institute

Niikleus Béliinme Indeksi

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells

Onemli Bitki Alani
Poli-ADP Riboz Polimeraz 1
Phosphate Buffered Saline
Propidyum iyodiir

Fosfatidil inositol 3 kinaz
Inorganik fosfat

Progesteron reseptoru
Reseptor-iliskili protein kinaz 1
Relative Light Unit

Reaktif oksijen tiirleri

Roswell Park Medical Institute
John Sibthorp (1758-1796)

James Edward Smith (1759-1828)
Sulforodamin B

subspecies

Trikloro asetik asit

TNFa reseptor 1

Tumor Necrosis Factor o
TNF-related apoptosis-inducing ligand
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1. GIRIS

Kanser iilkemizde ve diinyada en onemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Sebebi
bilinen 6liim nedenleri siralandiginda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada
yer alan kanser, tim oliimlerin %]13"'inden sorumludur (Anonim 2013). Diinya Saglik
Orgiitii'niin (Anonim 2013) verilerine gére 2012 yilinda tiim Diinyada 14,1 milyon
insana kanser tanisi konmus ve ayni yil 8,2 milyon insan kanser nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Kanserin gelisiminde, endojen kaynakli (Oksidatif metabolizma, DNA’nin
kendiliginden degisimi vs.), eksojen kaynakli (iyonize veya ultraviyole radyasyon, 4000
kadar kimyasal madde karisimini igeren tiitlin veya tiitlin {rlinleri, insan yapimi
kimyasallar, kemoterapdtik ilaglar, trafik, c¢evre kirliligi ajanlar1 vs.) ajanlarin
olusturduklart mutasyonlar ve bu mutasyonlarin onarilamamasi 6nemli rol oynar.
Kanser, hem tedavisinin son derece masrafli olmasi hem de 6liimciil seyreden bir
hastalik olmasi nedeniyle, gerek iilke biitceleri gerekse toplum sagligi iizerinde biiyiik
oneme sahiptir. Sebebi bilinen 6liimler siralamasinda kalp ve damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada bulunan kanser, tedavi siirecinin uzun ve maliyetinin yiiksek olmasi
nedeni ile lilke ekonomileri lizerinde dramatik sekilde artan bir yiikke neden olmaktadir.
Ayrica, bir¢cok hastalikta ve kanserde geleneksel tedavilerdeki basariyr arttirmak,
ozellikle kemoterapide istenmeyen sonuclar1 ortadan kaldirmak amaciyla bazi ilaclar
gelistirilmekte veya tedaviye destek amaciyla bir¢ok bitkisel preparat halk arasinda
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kanser hastalarinin ¢ogunda destekleyici ve geleneksel
tiptan koken alan bitkilerin ve bitki kokenli bilesiklerin kanser hastalarinda kemoterapi
ve radyoterapiye cevabi arttirmak ve viicut direncini yiikseltmek amaciyla arastiriimasi
ve denenmesi diinyada giderek artan bir 6nem kazanmaktadir. Bitkisel destek aliminin
sebepleri arasinda; yeterli diizeyde bir kimya endiistrisine sahip olmayan gelismekte
olan {ilkelerin bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanagi elde etmek
istemeleri, tedavi alanina sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli
yan etkiler ve bitkisel ilaglarin sentetik bilesiklere gore birkag etkiye birden sahip
olmalar sayilabilir.

Gilintimiizde pek ¢ok farkli rahatsizliga karsi1 kullanilan ilaglarin icerdigi etken maddeler,
dogal kokenlidir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii (The United
States National Cancer Institute)’niin 50 yili askin bir zamandir destekledigi

caligmalarda dogal veya sentetik 500 000°den fazla kimyasal, antitimor aktivitesi



acisindan test edilmistir (Anonim 2015). Yapilan bir arastirmada, 1940-2010 tarihleri
arasinda cikan antikanser ilaglar analiz edilmis; 175 kii¢iik molekiilin % 74,8’inin
sentetik olmadigi, hatta % 48’lik bir dilimin dogal molekiiliin kendisi veya dogrudan
tirevi oldugu belirlenmistir (Newman ve Cragg 2012).

Gotti'ye (2011) gore, son yillarda biyoaktif fitokimyasallara artan ilgi, belli basli bazi
sebeplere dayanmaktadir: Oncelikle bitkiler neredeyse sonsuz sayida molekiille calisma
imkan1 sunmaktadir. Bunun yaninda, bdylesine siirsiz kimyasal igerik, ¢alismanin
toplam maliyetinin de kimyasal sentezle elde edilen maddelere gore daha diisiik olmasini
saglamaktadir. Tek bir bitki tiiriinde bile oldukga yiiksek cesitlilikte fitokimyasal bilesik
bulunmasi1 ve genel olarak bu molekiillerin ancak diisilk bir oraninin biyomedikal
uygulamalar icin calisilmis olmasi, bitkiler iizerinde bu tip ¢aligmalar yapmay1 ¢ekici
kilan 6zelliklerden biridir.

Bitkilerin tedavi amagli kullanimi, yazili kaynaklarda M.O. 2600 yillarina,
Mezopotamya'ya ve Misir'a kadar gitmektedir (Cragg ve Newman, 2005). Cragg ve
Newman'a (2005) gore, yeni ila¢ “lead” molekiillerinin gelistirilmesinde biyogesitlilik
kilit bir roldedir. Bitki biyogesitliligi, diyabetten kardiyovaskiiler hastaliklara, merkezi
sinir sistemi rahatsizliklarindan mikrobiyal hastaliklara ve AIDS'ten kansere kadar pek
cok alanda gelistirilen tedavilerde onemli bir pay sahibidir (Gurib-Fakim, 2006).
Tirkiye bitki cesitliligi agisindan diinyanin en zengin iilkelerinden biridir ve alternatif
tedavide kullanilabilecek bitkiler agisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir (EKim ve ark.
2000). Avrupa’da toplam 12 500 agik ve kapali tohumlu bitki tiiriine karsilik, Tiirkiye’de
yaklasik 9 200 tanimlanmis tiir bulunmakta, tiir ve tiiralt1 takson sayist ise 11 000’e
ulagmaktadir. Bu degerler karsilastirildiginda Tiirkiye’nin bitki ¢esitliligi agisindan bir
kita 6zelligi gosterdigi goriilebilir. Bunun yaninda Tiirkiye’deki endemizm orani %
34'tir (Anonim 2008). Uludag, ¢ok sayida endemik tiir barindiran florasi ile ¢ok iyi
farklilasmis vejetasyon tipleri icermesi ve ¢esitli jeolojik kosullarindan dolay1
Tiirkiye’nin 122 Onemli Bitki Alanindan (OBA) biridir (Giileryiiz ve ark. 2005). Bu
zenginligimizden yararlanmak icin bitkilerin yarar ve islevleriyle ilgili caligmalara
gereksinim vardir. Ornegin, yiiksek antioksidatif aktivite gosteren tibbi bitkilerin
diinyada dagilimi degerlendirildiginde; yapilan bir siralamaya gore Tiirkiye'nin,
Hindistan ve Cin'in ardindan antioksidan kapasitesi yiiksek bitkileri bulundurmasi

acisindan tiglincii sirada oldugu gozlenmistir (Krishnaiah 2011).



Biyoaktif fitokimyasallarin taranmasi konusunda bazi Ozellikler 6ne ¢ikmaktadir.
Ornegin, antikanser ajanlarin kesfine yonelik arastirmalarda tropikal yagmur ormanlart
iki 6zelliginden dolay1r 6nde gelmektedirler. Bunlardan birincisi, yagmur ormanlarinin
yiiksek biyogesitlilige sahip olmasi ve bunlardan bazilarinda 0,5 km?lik alanda Kuzey
Amerika'nin tamamindan fazla farkl tiirii barindirmasidir. Digeri ise bu bolgelerde bazi
tiirlerin neslinin yakin zamanda tiikkenme tehlikesi ve dogal ilag kesfi konusunda
arastirilacak tiir sayisinin azalmasi yoniindeki hakli endiselerdir (Gurib-Fakim 2006).
Giliniimiizde, dogal iiriinleri yeniden kesfetme yoniinde artan bir ilgi vardir. “En ¢ok
satan ilag molekiillerinden statin grubu, biitiin anjiyotensin antagonistleri ve
anjiyotensin-doniistiiriicii-enzim inhibitorleri, immiin baskilayicilarin tiimii ve birgok
antikanser ve antibakteriyel ilaglar bitki kokenlidir” denmektedir (Cragg ve Newman
2005). Ancak, ilaglarin ticari olarak iiretiminde bitkilerin, 6zellikle de kdklerin ve agag
kabugu gibi kisimlarin bilingsiz ve kotli kullanimi 4 000 - 10 000 tiirtin neslinin
tiikenmesi tehlikesiyle karsi karsiya birakmistir (Ramawat ve ark. 2010). Paul Alan Cox
(2000), yakin bir gelecekte bitki tiirlerinin % 12,5’inin soyunun tiikkenme tehlikesiyle
kars1 karsiya oldugunu ve bunlarin icerisinde heniiz kesfedilmemis ve calisilmamis
birgok tiir oldugunu séylemektedir. Bu yiizden birgok tiir, insanliga katkis1 anlaminda
barmdirdig1 deger heniiz anlagilamadan nesli tilkenmektedir.

Son donemlerde farkli materyaller kullanilarak yapilan antigenotoksisite ve sitotoksisite
caligmalar1 oldukca popiiler hale gelmistir. Buna yonelik olarak literatlirde birgok
degisik bitkisel/hayvansal ekstraktlarin kullanilmasi dikkat cekicidir. Sitotoksik veya
genotoksik/antigenotoksik etkiye sahip oldugu belirlenen bitkisel kaynaklarda bu
biyolojik aktiviteden sorumlu etken maddenin/maddelerin karakterizasyonu ve
izolasyonu dnemlidir.

Sekonder metabolitler, bitkilerin metabolizmasi1 sonucu olusan organik molekiillerdir.
Kiiciik molekiil yapili sekonder metabolitler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik
bilesikler icerisinde yer almaktadir. Su ana kadar 150'den fazla bitki familyasinda 12
000'den fazla alkaloid tespit edilmistir (Ramawat ve ark. 2010). Onemli miktarlarda
alkaloid iceren bitki familyalar1 Fabaceae, Papaveraceae, Apocynaceae, Ranunculaceae,
Rubiaceae, Rutaceae, Solanaceae familyalaridir (Ramawat ve ark. 2010). Alkaloidlerin
giinlik olarak tiiketilen kafein, analjezik olan morfin ve kodein, kas gevsetici

tiibokiirarin, antikanser ajani vinblastin ve gut tedavisinde kullanilan kolsisin gibi



tiyeleri vardir (Ramawat ve ark. 2010). Fenolik bilesikler, igerisinde flavonoid ve
izoflavonoid gibi gruplar1 barindirir. Flavoidler genel olarak biitiin bitki tiirlerinde
bulunmakla beraber, “chalcone”, flavon, flavonol, flavanon, antosiyanin ve izoflavon
gibi smiflara ayrilmistir. izoflavonidlerin dagilimi ise daha ¢ok Fabaceae familyasiyla
smirlidir ve bu gruptaki biyolojik olarak aktif bilesikler fitodstrojen, antimikrobiyal
veya insektisit etki gosterebilirler. Izoflavon bilesikler fitodstrojen, antianjiyogenik,
antioksidan ve antikanser 6zellik gosterebilirler (Ramawat ve ark. 2010). Antioksidatif
etki gosteren, resveratrol ise kemo-koruyucu etkisi oldugu bilinen fenolik bilesiklere bir
ornektir (Scott ve ark. 2012). Bitkiler arasinda en yiiksek cesitlilik terpen
gruplarindadir. Su ana kadar belirlenen 30 000'den fazla terpen bilesigi, monoterpen,
seskiterpen, diterpen, triterpen ve tetraterpen gruplari altinda bulunmaktadir. Ayrica;
bitkisel steroidler, saponinler ve kalp glikozitleri triterpen gruplarindan {retilirler.
Taksan grubu bilesiklerin (diterpen) de dahil oldugu terpen bilesiklerinin biitiin
gruplarinda antitiimoral etki gosteren pek ¢ok bilesik tespit edilmistir (Salminen ve ark.
2008, Ramawat ve ark. 2010).

Kanser tedavisinde kullanilan bitki kaynakli molekiillerin bir cesitlilige sahip oldugu
goriilmektedir. Madagaskar meneksesi (Madagascar periwinkle), Catharanthus roseus,
vinblastin ve vinkristin gibi ¢cocukluk ¢agi 16semisi, Hodgkin lenfoma ve meme kanseri
tedavisinde kullanilan iki alkaloid antikanser ajaninin elde edildigi bitkidir. Ek olarak,
Podophyllum cinsine ait tiirlerde bulunan podofilotoksin izomeri olan epipodofilotoksin
tiirevlerinden, etoposide kiiclik hiicreli akciger kanseri, testis kanseri ve lenfomalarda;
teniposide ise akut lenfositik 16semi tedavisinde kullanilan antikanser ajanlarina
ornektir. Pasifik porsuk agaci, Taxus brevifolia bitkisinden elde edilen paklitaksel,
terpen temelli bir molekiildiir ve akciger, over ve meme kanserinde, onun semisentetik
analogu dosetaksel ise meme, over, prostat ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin
tedavisinde yer alan ajanlardir. Cin siis agaglarindan (“Chinese ornamental tree”),
Camptotheca acuminata'dan elde edilen kamptotesin molekiiliiniin semisentetik
tirevleri olan topotekan (“hycamptamine”) ve irinotekan da klinik uygulamalari
bulunan alkaloid yapidaki antikanser ajanlardandir (Cragg ve Newman, 2005, Gurib-
Fakim, 2006).

Bu tezin amaci, Apiaceae (Heracleum humile, Olymposciadium caespitosum),

Asteraceae (Tripleurospermum pichleri, Achillea multifida, Doronicum bithynicum,



Senecio olympicus, Centaurea drabifolia), Caryophyllaceae (Gypsophila olympica),
Ephedraceae (Ephedra campylopoda), Fabaceae (Astragalus sibthorpianus),
Papaveraceae (Papaver pilosum) ve Thymelaeaceae (Daphne oleoides) familyalarina ait
12 tiriin antioksidatif Ozelliklerinin belirlenmesi ve olas1 sitotoksik/sitostatik,

genotoksik/antigenotoksik ve apoptotik/nekrotik etkiler yoniinden incelenmesidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri, diinyada ikinci en yaygin goriilen kanserdir ve kadinlarda goriilen kanser
tipleri icinde goriilme siklig1 agisindan % 25 ile ilk sirada yer almaktadir (Ferlay ve ark.
2015). Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansinin (IARC) 2012 yili verilerine gore,
diinya genelinde 1,67 milyon yeni meme kanser vakasi tahmin edilmistir (Ferlay ve ark.
2015). Kanser vaka sayist diisiikk bir farkla da olsa gelismekte olan iilkelerde daha
fazladir. insidans oranlar, Orta Afrika’da 100 000°de 27’den, Bati Avrupa’da 100
000’de 96’ya kadar yaklasik 4 kat kadar degisim gostermektedir (Ferlay ve ark. 2015).
Meme kanseri 2012 yilinda 522 000 oliimle tiim kanserlerde besinci, kadin kanserleri
icinde birinci siradadir (Ferlay ve ark. 2015). Gelismekte olan diinyada meme kanseri
mortalite oranlari, gelismis tilkelerdeki mortalite oranlarindan daha diisiiktiir. Kanserde
6lim oranlarinin gerilemekte oldugu sdylenmektedir, ancak meme kanseri kanseri
tedavisindeki kismi basarilar da g6z Oniine alindiginda dahi bu gerileme tatmin edici
degildir. A.B.D.’de 1991-2011 yillar1 arasinda kanser Olim oran1 gorece % 22
azalmayla 100 000’de 215,1°den 168,7’ye diismiistiir (Siegel ve ark. 2015). Bu durum,
hem kanserin daha iyi anlasilmasina hem de yeni tedavilere ihtiyag duyuldugunu
gostermektedir.

Ulkemizde kanser insidans1 diinyadaki diger iilkeler ile karsilastirildiginda, insidans
oraninin hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Ulkemizde de meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (% 25). Meme
kanseri yas dagilimi incelendiginde vakalarin % 42,5’inin 15-49 yaslar1 arasinda oldugu
goriilmektedir. Insidans oranlari 35-39 yas araliginda 100 000°de 50,8, 40-44 yas
araliginda 100 000°de 81,1 ve 45-49 yas araliginda ise 100 000°de 109,1 olarak tespit
edilmistir (Gtltekin ve Boztas 2014).

Insan epidermal bilyiime faktorii, dstrojen ve progesteron hiicre biiyiimesi, farklilagmasi
ve apoptozisi diizenler. Endokrin hassasiyeti Ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptorii (PR) ekspresyonlariyla olgiiliir ve 6nemli bir prognostik ve prediktif bir
faktordiir. Bu reseptorlerin yaninda, tiimdr hiicrelerinde, insan epidermal biiylime faktor

reseptorii 2 (HER2) nin yliksek ekspresyonu kétii klinik seyirle iliskilendirilmistir. ER



ve PR pozitifligi endokrin tedavi yanitinin tahmin edilmesinde, HER2 pozitifligi ise
anti-HER2 tedavilerinin yanitin1 tahmininde kullanilir (Brown ve ark. 2008). Klinik,
patolojik ve molekiiler 6zellikleriyle birlikte meme kanseri heterojen bir hastaliktir.
Genetik profilleme meme kanseri i¢in en az 4 kategori tiretmistir: Luminal A (ER-
pozitif ve/veya PR-pozitif, HER2-negatif), Luminal B (ER-pozitif ve/veya PR-pozitif,
HER2-pozitif), Triple negatif (ER, PR ve HER2-negatif) ve HER2 asir1 ifadesi (ER ve
PR-negatif, HER2-pozitif) (Sorlie ve ark. 2001). Triple negatif kanser tipi genellikle
geng kadinlarda goriilmekle birlikte klinik seyri kotii olan bir kategoridir (Brown ve ark.
2008).

Meme kanseri, genetik ve cevresel faktorler arasinda giiclii bir etkilesimin oldugu
karmagik ve multifaktdriyel bir hastaliktir. Meme kanseri i¢in ¢ok sayida risk faktorii
belirtilmistir. Bunlar iginde cografya ve yas 6nemli bir faktor olup 50-64 yas araliginda
meme kanseri insidansinin yiikseldigi gézlenmistir (McPherson ve ark. 2000). Bunun
yaninda, ailede meme kanseri dykiisii olmasi, erken menstruasyon yasi, ge¢c menopoz
baslangici, hi¢ gebe olmamak veya ilk dogumu 30 yasin iizerinde gerceklestirmek ve
mutasyonlu meme kanser genine (BRCA1 veya BRCA2) sahip olmak meme kanser
riskiyle iliskilendirilen faktorlerdir (Campbell 2002).

2.2. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanserinin erken evrelerinde cerrahi rezeksiyonla kiir saglanir. En sik kullanilan
yontem modifiye radikal mastektomidir. Giiniimiizde meme koruyucu cerrahi de
gittikce dnem kazanmaktadir. Meme koruyucu cerrahinin, modifiye radikal mastektomi
kadar iyi sonuglar verdigi kanitlanmistir (Jacobson ve ark. 1995). Uzak organ metastazi
yapmis meme kanserlerinde ise kiir elde etme sansi diisiiktiir. Soliter organ
metastazlarinda ise tedavi secenegi olarak metastazektomi yoniinde bir egilim
mevcuttur (Hortobagyi 1998).

Lokal ileri meme kanseri olgularinda sadece cerrahi yetersiz kaldigindan yanina
radyoterapi eklenmesi giindeme gelmis ve boylece lokal tiimor kontroliiniin arttigi
saptanmigtir. Adjuvan tedavi, meme kanseri hastasinin, ameliyattan sonra kemoterapi
almasidir. Adjuvan radyoterapi ve kemoterapi uygulanan hastalar, sadece radyoterapi

uygulanan hastalara gore % 20-30 oraninda diisiik mortalite riski gosterirler



(Dombernowsky ve ark. 1988). Mastektomili  hastalarda  kemoterapinin
tamamlanmasinin ardindan radyoterapi uygulamasi Onerilmektedir. Neoadjuvan
kemoterapi (cerrahi 6ncesi kemoterapi, sonrasinda mastektomi) sonrasinda radyoterapi
uygulamasi da yapilabilmektedir (Dombernowsky ve ark. 1988).

Endokrin tedavisi, hormon reseptorleri pozitif olan hastalarda kullanilan ydntemdir.
Adjuvan, neoadjuvan ve palyatif tedavide kullanilir. Tamoksifen, liiteinizan hormon
salgilatici hormon analoglari, aromataz inhibitorleri en sik kullanilan ajanlardir
(Hortobagyi 1998, Maughan ve ark. 2010).

Meme kanseri; taksanlar (dosetaksel, paklitaksel), antimetabolitler (5-florourasil),
antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin) ve alkilleyici ajanlar (siklofosfamid) gibi cesitli
kemoterapoétiklere cevap vermektedir. Tedavide etkili olan kemoterapi ajanlar gesitli
kombinasyonlar halinde kullanilirlar. Ornegin, FEC (5-florourasil, epirubisin,
siklofosfamid), ET (epirubisin, dosetaksel) ve benzeri ¢ok ¢esitli kemoterapi
protokolleri kullanilmaktadir (Maughan ve ark. 2010).

HER2 ifadesi yiiksek olan hastalarin tedavisinde trastuzumab kullanilir. Trastuzumab,
“insanlagtirilmis” bir monoklonal antikordur ve HER2 nin ekstraseliiler kismina yiiksek
affiniteyle baglanir (Goldenberg, 1999). Trastuzumab, hedefe yonelik tedavilerde 6ne
¢ikan orneklerden biridir ve meme kanseri tedavisinde onemli bir ilerleme olarak kabul
gormektedir (Morrow, 2009). Klinik olarak, HER2-pozitif metastatik meme
kanserlerinde tek bagmna kullanilmaktadir (Vogel, 2002). Ayrica, yine HER2-pozitif
hastalarda uygulanan ve trastuzumab ve geleneksel kemoterapétiklerin kombine
edilerek (siklofosfamid ve doksorubisin tedavisi sonrasi paklitaksel kombinasyonu)
kullanimina dayanan tedaviler 6nceki tedavilere goére daha basarilidir (Romond, 2005).
Meme kanseri {izerinde in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda tiim6r modeli olarak
meme kanseri hastalarindan gelistirilen hiicre soylar1 kullanilmaktadir. Her kanser hiicre
soyuna ait belli 6zellikler, bu hiicre soylarini ¢alismalarda tercih sebebi yapmaktadir.
Meme kanser hiicre soylarmin in vivo ortami ne derece karsilik geldigi bir tartisma
konusu olsa da yapilan genetik testler kanser hiicrelerinin in vivo kosullarmi biiyiik
ol¢iide temsil ettigini soylemektedir (Lacroix ve Leqlercq 2004, Neve ve ark. 2006). En
stk caligilan insan meme kanser hiicre soylarindan MCF-7 ve MDA-MB-231

karsilastirilirsa Cizelge 2.1°de belirtilen 6zellikler siralanabilir.



Cizelge 2.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre soylar1 arasindaki farklar

Ozellik MCF-7 MDA-MB-231 Referans
" . Lacroix ve
ER Pozitif Negatif Leqlercq 2004
. . Lacroix ve
PR Pozitif Negatif Leglercq 2004
HER?2 Negatif Negatif Neve ve ark. 2006
P53 Yabani tip Mutant Lacron ve ark
. . . . Lacroix ve ark.
Fenotip Luminal tip Bazal tip 2006
invazyon Non-invazif Invazif karakter Thomplsé)gzve ark.
Diser i NF-«B stirekli Lacroix ve ark.
12 aktivasyonu 2006

Timorijenik olmayan bir hiicre soyu olan MCF-10A (insan fibrosistik meme
dokusundan elde edilmistir) ise ER ve PR-negatiftir (Soule ve ark. 1990, Neve ve ark.
2006). Qu ve ark. (2015), MCF-10A hiicrelerini farkli kiiltiir kosullarinda luminal ve
bazal ozellikleri karakterize eden belirtecleri ¢alismislardir. ilging olarak, tek kath
(monolayer) biiyiitilen MCF-10A hiicrelerinin hem luminal tip (sitokeratin 8 ve E-
kaderin) hem de bazal tip (vimentin ve N-kaderin) 6zelliklere isaret eden belirtegleri
ifade ettigi tespit edilmistir (Qu ve ark. 2015).

2.3 Hiicre Oliim Yolaklar

2.3.1 Apoptozis

Ik olarak Kerr ve ark. (1972) tarafindan ortaya atilan apoptozis tabiri, fizyolojik
kosullarda gerceklesen ve mitoz karsiti bir siire¢ olarak isleyen programli bir hiicre
Olim seklini tarif etmek icin kullanilmistir (Kerr. ve ark. 1972). Sonraki yillarda,
apoptotik hiicre 6liimiinii saptamak, yorumlamak {izere ¢cok sayida yontem gelistirilmis
ve molekiiler mekanizmalarin1 aydinlatmak {izere sayisiz c¢alisma yapilmistir.
Apoptozis, hiicrenin  yuvarlaklagmasi, hiicre hacminin azalmasi, kromatin
kondensasyonu, niikleer fragmentasyon, membran bleblenmesi (membran iizerinde

suyun kaynarken fokurdamasina benzer yapilarin goériinmesi) ve gec evreye kadar



bozulmamig bir hiicre membranimnin eslik ettigi bir programli hiicre 6lim seklidir
(Kroemer ve ark. 2009). Apoptozis mekanizmasi, anahatlariyla igsel ve digsal yolak
seklinde ikiye ayrilmaktadir. Dissal yolak apoptozisi tetikleyen hiicre dist stres
uyaranlarinin spesifik transmembran reseptorler araciligiyla hiicre icine iletilmesiyle
baglar. Bu reseptorlerin baglicalart 6liim ligandlariyla birlikte; Fas/CD95 reseptorii ile
Fas/CD95 oliim ligandi, TNFa reseptor 1 (TNFR1) ile timor nekrozis faktor o (TNFa),
TRAIL reseptor 1 ve 2 (DR4 ve DR5) ile TRAIL (TNF iliskili apoptozis-indiikleyen
ligand)’dir (Wajant 2002, Schutze ve ark. 2008, Mehlen ve Bredesen 2011). Ornek
olarak, Fas oliim reseptorii aracili bir apoptozis siirecinde, hiicre membraninda trimer
yapida bulunan Fas molekiilleri, Fas 6liim ligandinin bu yapiy1 stabilize etmesiyle
birlikte konformasyonel bir degisim geg¢irir (Sekil 2.1). Bu konformasyonel degisimle
birlikte reseptoriin sitozolik yiiziinde biitin Oliim reseptorlerince paylasilan 80
aminoasitlik bir dizi agiga ¢ikarak dinamik bir multiprotein kompleksinin olusmasina
izin verir (6lim “domain”i, DD) (Boldin ve ark. 1995, Schulze-Osthoff ve ark. 1998).
Fas’in 6lim “domain”de toplanan proteinler reseptor-iliskili protein kinaz 1 (RIPKI
veya RIP1), 6lim “domain”e sahip Fas-iliskili protein (FADD), c-FLIP, apoptozis
inhibitdr proteinler (cIAPs), apoptozisi kaspaz aktivitesi lizerinde baskilayabilen E3
ubikutin ligazlar ve prokaspaz-8 veya -10 enzimidir (Boldin ve ark. 1996, Deveraux ve
ark. 1998, Budd ve ark. 2006) Aktive olan kaspaz-8 veya -10, Bcl-2 ailesinde pro-
apoptotik bir protein olan Bid’i kirarak mitokondriyel membran gegirgenliginin
artmasina neden olur. Mitokondriden sitoplazmaya salinan sitokrom c; APAF1, dATP
ve prokaspaz-9 ile bir multiprotein kompleks olusturarak efektor kaspazlar olan kaspaz-
3,-6 veya -7’nin aktivasyonu sonucu kaspaz kaskadini baslatir (Hengartner 2000). igsel
yolak ise kaspazlara bagimli veya kaspaz bagimsiz olarak ilerleyebilir. DNA hasari,
oksidatif stres ve sitoplazmada yiiksek Ca®" konsantrasyonlar1, endoplazmik retikulum
icinde katlanmamis proteinlerin birikimi gibi farkli etmenler i¢sel yolag: tetikleyebilir.
Ancak igsel yolagin basladigi organel olan mitokondride proapoptotik sinyal kaskadi ve
antiapoptotik mekanizmalar arasindaki dengenin proapoptotik molekiiller lehine
kaymas1 gerekmektedir (Kroemer ve ark. 2007). Bu dengede s6z konusu olan proteinler
bcl-2 ailesi proteinleridir. Bcl-2 ailesi proteinlerinden proapoptotik bax ve bak
proteinlerine karsilik antiapoptotik bcl-2 protein miktar1 6nem arz eder. Mitokondriyel

membran gecirgenliginin artmasiyla birlikte mitokondriyel ATP sentezi azalir, reaktif
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oksijen tiirleri (ROS) artar ve sitokrom c ile birlikte apoptozis indiikleyici faktor (AIF)
ve endoniikleaz G sitoplazmaya salinarak sirastyla apoptozom olusumuna ve DNA’nin

belirli noktalardan kesilmesine neden olurlar (Galluzzi ve ark. 2012).
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2.3.2 Otofaji

Otofaji uzun Omiirli proteinlerin, organellerin ve sitoplazmik pargaciklarin
parcalanmasindan sorumlu fizyolojik bir fenomendir. Otofaji, lizozomal par¢alanmadan
sonra hiicresel geri doniisiimii saglar ve hiicrenin aglik, biiyiime faktorii yoklugu ve
oksidatif stres gibi gesitli kosullarda hayatta kalmasina yardimei olur. (Kondo ve ark.
2005, Shintani ve Klionsky 2004). Otofajinin 6nemli tanimlayici 6zelliklerinden biri,
sitoplazma organellerini iceren otofagozom adi verilen ¢ift membranli vezikiillerin

olusumu ve bu vezikiillerin lizozomlarla birlesmesidir (Kondo ve ark. 2005, Shintani ve
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Klionsky 2004). Genel olarak otofaji 4 formda agiklanabilir; ¢ift membranla sinirh
organellerin sitoplazma iginde parcalanmasi olan makrootofaji, membran invajinasyonu
ile sitoplazmanin lizozom i¢ine tasinmasi olan mikrootofaji, spesifik molekiillerin
lizozom igine alinmasi olan saperon bagimli otofaji ve kanonik olmayan-alternatif
(Atg5/7 bagimsiz) makrootofaji (Klionsky ve Lane 2010).

Otofajinin aclik durumunda hiicresel yapi taslarinin yikilarak geri doniisiimii ve
hiicrenin enerji depolarin1 yenileyerek apoptotik hiicre oliimiinii engelledigi ya da zit
olarak hiicre Sliimiine yol actigi gosterilmesine ek olarak apoptozisle karmasik bir
etkilesim i¢inde oldugu pek cok yayinda ifade edilmektedir (Wirawan ve ark. 2012,
Nikoletopoulou ve ark. 2013). Otofajinin hiperaktivasyonu siirecin katabolik dogasi
nedeniyle hiicre igeriginin sindirilerek hiicreyi O6liime gotiirebilir. Dolayisiyla, bu
programli hiicre dliimiine otofajik hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (Gozuacik ve
Kimchi 2007). Otofaji 6zellikle apoptotik hiicre oliimiiniin baskilandigi kosullarda
aktive olarak, apoptozisle 6lmesi miimkiin olmayan hiicrelerin 6liimiine yol agabilir. Bu
ozelligi ile, baz1 durumlarda apoptozis yaninda alternatif bir hiicre 6liim modu olarak
diistiniilebilir. Bunun yaninda, otofaji ve apoptozis arasinda en az ii¢ farkli baglanti
gozlenmistir. Otofaji; apoptozise paralel olarak hiicre o6liimiine yol acabildigi gibi,
apoptozisi baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir ya da apoptozis i¢in bir
on kosul olabilir (Eisenberg-Lerner ve ark. 2009).

Otofajinin molekiiler mekanizmalar1 insanlardan 6nce mayalarda tanimlanmustir.
Mayalardaki ilgili genlerle homoloji ¢aligmalari yapildiginda insanlarda otofaji-iligkili
Atg proteinleri kesfedilmisdir (Sekil 2.2). Bu proteinler, otofajinin baslangi¢
asamasinda Ulk ve Vps34 protein kompleksleriyle birleserek ¢ift-katli preotofagozomal
yapilar1 olustururlar (Fleming ve ark. 2011). Otofagozomal yapinin tamamlanmasi igin
ise iki farkl otofagozom birlesme sistemi rol almaktadir. Atgl2 ve Atg8/LC3, Atg7
tarafindan aktive olup sirasiyla Atg5 veya fosfatidiletanolamin ile birlesmektedirler
(Mizushima ve ark. 1998, Klionsky ve Emr 2000). Bu iki sistem, vezikiil
membranlarina Atg8/LC3’iin yonlendirilmesinde Atgl2-AtgS kompleksi gerekli oldugu
igin birbiriyle iliskilidir (Mizushima ve ark. 1998, Klionsky ve Emr 2000). Otofajinin
baslangicinda ise mTOR inhibisyonunun etkili oldugu gésterilmistir (Wang ve Klionsky
2003). Diger bir kilit olay ise PI3K aktivasyonudur ve bu da antiapoptotic Bcl-2
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proteinleri tarafindan inhibe edilen beklin-1 proteinin Atg6 ile kompleks olusturmasina
baghidir (Wang ve Klionsky 2003, Pattingre ve ark. 2005).
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Sekil 2.2. Otofajide otofagozom ve otolizozom olusumu (Fleming ve ark. 2011)
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2.3.3. Nekrozis ve Nekroptozis (Programl nekrozis)

Uzun bir siire boyunca nekrozis kazara gerceklesen ve morfolojik olarak apoptozis ve
otofajik hiicre dliimiinlin gozlenmedigi durumlarda tanimlanan bir hiicre 6lim modu
olarak kalmistir (Kroemer ve ark. 2009). Geleneksel olarak nekrotik hiicre 6limii,
sitoplazmanin vakuolizasyonu, hiicrenin siserek (onkozis) membran biitiinliigiiniin
bozulmast ve hiicre igeriginin mikrocevreye yayilip inflamatuvar yanit
olusturabilmesiyle karakterizedir (Bruin ve Medema 2008). Nekrotik 6liim, genellikle
enfeksiyon ve iskemi gibi patolojik travmalarin bir sonucu olarak goriilmesine ragmen,
bu olim modunun TNFa ve Fas ligand molekiillerinin kendi 6lim reseptorleri
araciligiyla da indiiklenebildigi goriilmiistiir (Vercammen ve ark. 1998a, Vercammen ve
ark. 1998b). Dolayisiyla, giiniimiizde nekrozisin programli olabilecegi ve fizyolojik ya
da patolojik siireglerde rol alabilecegi goriilmiistiir (Vandenabeele ve ark. 2010).
Ornegin 6liim reseptorii-iliskili nekrozis, RIP1 kinaz (RIP1 olarak da isimlendirilir)
aracigiyla indiiklenebilir; RIP1 ekspresyonu baskilanan veya diisiik olan hiicre

soylarinin Fas aracili 6liime kars1 direngli olduklar1 goriilmistiir (Vercammen ve ark.
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1998b). RIP1’in ise oliim reseptorii-iliskili nekrozisin indiiklenebilmesi igin sonraki
asamada homologu olan RIP3 proteinini de igeren bir kompleks olusturmasi
gerekmektedir (He ve ark. 2009) (Sekil 2.3). Ancak, apoptotik 6liim mekanizmalarinin
isleyecegi kosullarda bu kompleksin bilesenleri olan RIP1 ve RIP3, kaspaz-8 tarafindan
kirilarak nekroptozis yolagi engelleneceginden, programli nekrozisin gergeklesebilmesi
icin kaspaz-8 ekspresyonunun diismesi veya cFLIP gibi apoptotik inhibitorlerce inhibe
edilmesi gerekmektedir (Bruin ve Medema 2008, Radogna ve ark. 2015). Boylece, RIP1
ve RIP3’1in degrade olmadig1 durumlarda nekroptozis yolaginin sonraki basamaklarinda
mitokondrinin ~ hedeflendigi ve  ROS’un  arttigr, lizozomal =~ membran
permeabilizasyonunun gergeklestigi ve bir DNA tamir enzimi olan PARPL1’in asir1
aktivasyonu neticesinde hiicresel NAD" ve ATP seviyelerinin diistiigii bir hiicre dliimii

tablosu gozlenir (Bruin ve Medema 2008, Radogna ve ark. 2015).
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Sekil 2.3. Nekroptozis yolagi ve apoptotik yolak ile iliskisi (Radogna ve ark. 2015)
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2.3.4 Mitotik Felaket (“Catastrophe”)

Mitotik felaket, hiirenin mikrotiibiil veya DNA hasar1 yapan ajanlara maruz kalmasinin
ardindan sorunlu bir mitoz boliinmeyle ortaya c¢ikan ve bu béliinme sirasinda veya
bolinme sonraki interfazda hiicre Oliimiiyle tamamlanabilen bir siiregtir
(Vakifahmetoglu ve ark. 2008) (Sekil 2.4). Mitotik felaketin aslinda tam olarak bir
hiicre 6lim modu olmadigi, hiicreyi timdr gelisimini baskilayacak sekilde hiicre
6limiine veya senesense (yaslanma) gotiiren bir yol izleyen bir fenomen oldugu tahmin
edilmistir (Vitale ve ark. 2011). Bu siiregte bir hiicrenin izleyebilecegi pek ¢ok yol
vardir: 6rnegin bazi durumlarda mitoz boliinme durmaz ve mitotik kayma (“slippage”)
ile bir sonraki interfaza girebilir veya bir anormal mitoz bdlinme daha gegirir. Ancak
siklikla bu bolinme tamamlanamaz ve bdoliinmenin sitokinez evresinde yarim
kalmasindan dolay1 tetraploid hiicreler gelisir. Bunlarin bir¢ogu Oliir veya senesense
girer. Anormal mitoz boliinmenin liretken olmasi1 durumunda ise tiimorijenik potansiyeli
olan andploid hiicreler olusur, fakat bunlarin da bir¢cogu kromozomal anomalilerin
fazlaligindan dolay1 hiicre oliimiine giderler veya bir sonraki mitoza giremezler.
Andploid hiicrelerin bir kismi1 mitoz boliinmeye girse bile yeni bir mitotik felaket
programina ¢ok daha duyarhidirlar ve genellikle mitoz bdliinmenin M fazinda c¢ok
kutuplu, suprafizyolojik sayida sentrozomun eslik ettigi bir boliinme gergeklesir. Bu
durum da daha 6nceki boliinmeye benzer sekilde hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Her bir
boliinmenin yavru hiicrede ploidiyi arttirdigini da belirtmek gerekir (Vitale ve ark.

2011).
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Sekil 2.4. Anormal mitoz bdliinmeyle olusan mitotik felaket ve muhtemel sonuglari
(Galluzzi ve ark. 2012)
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2.4 Hiicre Oliimii, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Antioksidan Sistemler

Fizyolojik kosullarda insan viicudundaki oksidatif sistemler ve antioksidan sistemler bir
denge halindedir. ROS, hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve hiicre 6liimii gibi ¢cok genis ve
birbirinden farkli siireglerde rol alir. Dolayisiyla, ROS olusumu bu dengenin bir sonucu
olarak, diisiik konsantrasyonlarda hiicre i¢i sinyal iletimi ve mikroorganizmalara karsi
savunma mekanizmalarinda yer aldig1 i¢in 6nemli, hatta vazge¢ilmezdir. Buna karsin,
ROS dengesinin yiiksek ROS konsantrasyonu iiretecek bigimde bozulmasi ise
yaslanmanin yaninda alerjik hastaliklar, kanser, kalp ve damar hastaliklari, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar ve gz hastaliklart ile iligskilendirilmistir (Mates ve ark.
1999).

ROS ve apoptotik hiicre 6liimii arasinda siki bir iliski mevcuttur. ROS artig1 apoptozisi
hem digsal hem igsel yolaklar iizerinden uyarabilir. Yiiksek ROS, digsal yolakta ASK1
ve JNK aktivasyonuyla apoptozisi indiikler; i¢sel yolakta ise mitokondriyel membran
permeabilizasyonu ile apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salinmasi séz konusudur
(Circu ve Aw 2010). Oksidatif stress ve apoptozis arasindaki iliskiye yer verirken
yiilksek ROS konsantrasyonunun kaspazlarin aktif bolgelerindeki —SH grubunun
oksidasyonuna rol agabildigini belirtmek gerekir. Boyle bir durumda nekrotik hiicre
oliimii gozlenir. Ayrica, mitokondriyel ATP iiretiminin azalmasina neden olan oksidatif
stres apoptotik mekanizmay1 bu yolla da engelleyerek nekrozis-benzeri hiicre dliimiinii
indiikleyebilir (Chandra ve ark. 2000). Yiiksek oksitadif stres ayni zamanda hiicre
genelinde DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna yol agar (Circu
ve Aw 2010). Oksidatif stres ve DNA iliskisi incelendiginde, farkli ROS molekiillerinin
DNA ile etkilesimlerinin derecesi ve olusan hasar tipinin degistigi goriiliir. Ornegin,
H20. DNA ile etkilesime girmezken, HO" radikali biitin DNA bazlarinda farkli hasar
tirlinleri olusturarak kendine has bir parmakizi birakir (Cuzzocrea ve ark. 2001). O2™
radikali ise spesifik olarak guanin bazina saldirir ve 8-hidroksiguanin tiretir (Cuzzocrea
ve ark. 2001).

Bitkilerde antioksidan mekanizmalar olduk¢a gelismistir. Enzimatik antioksidan
sistemlerin yaninda, enzimatik olmayan ve glutatyon, a-tokoferoller, karotenoid ve
flavonoidlerin aktivitelerine dayanan mekanizmalar mevcuttur (Gill ve Tuteja 2010).

Flavonoidler en aktif bitki ikincil metabolitleridir ve pek ¢ogu askorbik asit ve a-
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tokoferolden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterir (Hernandez ve ark. 2009). Bitki
flavonoid seviyelerinin oksidatif stresin artmasina yol agan yaralanma, kuraklik, metal
toksisitesi ve besinsel kisitlamalar karsisinda dramatik derecede arttigi belirtilmistir
(Winkel-Shirley 2002). Bitkilerin sahip oldugu fenolik igerik saglik, besin endiistrisi ve
diger sektorlerde 6nem verilen bir noktadir. Tibbi bitkilerin bir¢ok hastaliga karsi tedavi
edici etkileri, fenolik ve antioksidan igeriklerine dayandirilmaktadir (Coruh ve ark.
2007). Ancak, kanserle miicadelede antioksidan kullanimini dne ¢ikaran yaklasimlardan
ziyade, temel olarak oksidatif stres yaratacak bi¢cimde ortaya ¢ikan veya planlanan

tedavilerin etkili olabilecegi Watson (2013) tarafindan tartigilmastir.

2.5. Tez Konusu Olusturan Bitkilere Ait Genel Bilgi

Tez konusu olusturan bitki tiirleri hakkindaki genel bilgiler tiirlerin ait olduklari
familyalarin ve sonrasinda cinslerin alfabetik siralamasina gore verilmistir. Tirlerin

endemizm durumlar Cizelge 2.2°de yer almaktadir.

2.5.1 Heracleum humile Sm. (Apiaceae)

Tir ¢ok yilliktir ve govdeleri toprak altindadir. Alt yapraklarn tiysi ve
dikdortgenimsidir. Govde yapraklari genis olarak yumurtamsi-dikdortgen kinli ve
yaprak uglar1 yuvarlaklagmis ya da ¢ikintihidir. Cigekleri beyazdir. Meyveleri ise eliptik-
ters yumurtamsidir. Uludag’da, st kusagin kayalik yamag, ¢ayirlik alanlarda ve oynar

kayalar tizerinde gelisir. Cigeklenme zaman1 Temmuz ve Eyliil aylaridir (Davis 1972).

2.5.2 Olymposciadium caespitosum (Sm.) Wolff (Apiaceae)

Tiiysiiz veya ¢ok kiiciik ince tiiylii ¢im gibi sik yapili ¢ok yillik bitkilerdir. Govdesi
yuvarlak ve dallanmistir. Yapraklari ¢ogunlukla tabanda, dikdortgen seklindedir. Tiir,
Uludag’in 1 900 m’nin iizerindeki (1 900- 2 450 m) {ist rakimlarin tipik sert yastik
yapili topluluklart olan Festuca puctoria ve Acantholimon ulicinum topluluklart
arasinda genis yayilis gosterir. Ust kusagin yamag ve ugurumlarindaki kiregtasi yariklar:

arasinda gelisir. Olymposciadium caespitosum, bulundugu habitatta Veronica caespitosa
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Boiss. var. caespitosa, Paronychia amani Chaudhri, Astragalus sibthorpianus Boiss.,
Festuca punctoria Sm., Gypsophila olympica Boiss. ve diger endemik tiirler ile beraber

bulunmaktadir. Cigeklenme zamani Temmuz ve Agustos aylaridir (Davis 1972).

2.5.3 Achillea multifida (DC) Boiss. (Asteraceae)

Ebtilmiilik ve civanpergemi isimleriyle anilan bitki, yesil yaprakli, her tarafta seyrek
ortii tiiyli, taban1 2-3’1ii teleksi-boliik ila teleksi-kesik pargalidir. Bascik 4-20 cigeklidir.
Beyaz dilsi gigekleri 6-9 tanedir ve disk ¢igekleri de yaklasik 40-50 tanedir. Tiiri ¢igekli
olarak dagin yiliksek rakimlarinda ve oteller ¢evresinde, Temmuz ve Agustos aylarinda
goérmek miimkiindiir. Tiir, 1 700 ile 2 450 m arasindaki rakimlarda bulunan Verbascum
olympicum, Abies bornmuelleriana, Juniperus communis, Nardus stricta, Festuca

cyllenica ve diger subalpin ve alpin topluluklarda yayilis gosterir (Davis 1975).

2.5.4 Centaurea drabifolia Sm. subsp. drabifolia (Asteraceae)

Peygamber ¢icegi adiyla anillan odunsu kokli, verimsiz rozetsi ve az ¢ok basit ayrik
govdeli, kiigiik kiimeler olusturan ¢ok yillik bir bitkidir. Yapraklari beyazimsi kege gibi
tiylii ve lizeri purtiiklii; mizraksi ila seritsi mizraksi sekildedir. Cigekleri saridir. Meyve
papuslu kapgik seklindedir. Bu tiir, 1 200 ila 2 400 m arasindaki rakimlarda kayalik
yerlerde yayilig gosterir. Cicekli ornekleri, Haziran ve Agustos aylarinda, ornegin

Kusaklikaya ve Sahinkaya tepelerinde goriilebilir (Davis 1975).

2.5.5 Doronicum bithynicum J.R. Edmondson subsp. bithynicum (Asteraceae)

Bitki, kisa yatay toprakalti govdeli ve 45-75 cm boyundadir. Govdenin yarisinin
altindaki yapraklar salgi tiiyliidiir. Taban yapraklar eliptik ila yumurtams: sekildedir.
Govde yapraklari birkag tanedir, alttakiler taban yapraklarina benzer, iistteki yapraklar
ise eliptik ila sapsiz ve yumurtamsi sekildedir. Cigcekler saridir. Tiir, 1 500 ila 2 200 m
arasindaki rakimlardaki Juniperus communis bodur c¢ali ile Abies bornmuelleriana
orman topluluklar1 arasinda ve taslik yamaglarda yayilis gosterir. Cigeklenme zamani

Mayis ve Temmuz aylaridir (Davis 1975).
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2.5.6 Senecio olympicus Boiss. (Asteraceae)

Sirt seklini almis dik, tiiysiiz gévdeli ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar: seyrek olarak agsi
ile tliysiiz, altta dikdortgensi spatula seklinde, tistte yumurtamsi ile mizraks: ve
sapsizdir. Cigekler saridir. Meyveleri kapgik tip olup beyazimsi papusludur. Senecio
olympicus’un g¢igekli ornekleri Temmuz ve Agustos aylarinda 1 800 ila 2 200 m

arasindaki rakimlarda gortlebilir (Davis 1975).

2.5.7 Tripleurospermum pichleri (Boiss.) Bornm. (Asteraceae)

Tiir ¢ok yilliktir. Govdeler rizomdan (yeralt: govdesi) tek olarak ¢ikan dik durumlu ve
tilystizdiir. Yapraklar tiiysii, seyrek ve 1-2 derin pargalidir. Daha distaki pulsu yapraklar
ucu sivri ii¢ koseli, igtekiler ise ters mizraksi, tiim pulsu yapraklarin zar seklindeki
kenarlar1 koyu kahve renklidir. Tiir, oteller ¢evresindeki bozulmus alanlar tizerinde
gelismektedir. Cigekli iiyeleri Haziran ve Agustos aylarinda 1 600 ile 1 800 m
rakimlarda goriilebilir (Davis 1975).

2.5.8 Gypsohylla olympica Boiss. (Caryophyllaceae)

Cime benzer sik yapili ¢cok yillik, odunsu yeralti govdelidir. Govdeler ¢ok sayida ve
dallanmamustir. Yapraklart seritsidir. Cigekleri ise tek (nadiren ikili) salkimlarda ve
uctadir. Cigekleri beyaz ile pembe renktedir. Ciceklenme zaman1 Temmuz ve Agustos
aylaridir. Kalkerli kayalar tizerinde gelisir. Cicekli tiyeleri Kusaklikaya ila Zirve tepeleri
arasindaki kayalik alanlarda goriilebilir. Rakim araligi 2 000 ila 2 500 m arasinda
degismektedir (Davis 1967).

2.5.9 Ephedra campylopoda C. A. Meyer (Ephedraceae)
Govdeleri prostrate (yere yapisik), siiriiniicii, kirilgan ve yivli olup, dallar gevsek ve
kavislidir. Yaprak kinlar iki esit parcali kisa fincan seklindedir. Loblar gencken

keskindir ve zamanla piiriizli hale gelir. Erkek cicekler her bir demette 10 taneye kadar

bulunmakta, her bir nodda 2 ila 4 demet halinde bulunmaktadir. Disi ¢icekler ise ¢iftler

19



halindedir. Tiirkiye’de Istanbul, Bursa, Bilecik, Sakarya, Izmir, Konya, Icel ve Maras’ta
kaydi bulunmaktadir (Davis 1965).

2.5.10 Astragalus sibthorpianus Boiss. (Fabaceae)

Yerel adi geven veya keven olarak bilinen Astragalus sibthorpianus Boiss. Uludag
endemigi olan bir tlirdlir. Bu tiire ait ilk ornekler Boissier tarafindan toplanmis olup,
1843 yilinda bilim diinyasina tanitilmistir. Uludag’in orman sinirinin iizerindeki alpin
kusakta sert yastik¢ik formundaki bitki tiirlerinin arasinda yayilis gosterir. Tiiriin en
tipik 6zelligi, ayn1 birey lizerinde ayni anda sar1 ve kiremit kirmizisi renkli ¢igeklerin
olmasidir. Cok yillik, bodur ve siiriiniicli bir yap1 gosterir. Bodur, yere yatik ve ¢alimsi
yapidadir. 10 cm kadar boylanabilir. Haziran ayinda ¢i¢eklenir. Cigekleri 1,5-2 cm olup
yaklasik 20 kadar ¢i¢ek bulundurur (Davis 1970, Giileryiiz ve Arslan 1998).

2.5.11 Papaver pilosum Sibth & Sm (Papaveraceae)

Cok yillik bir bitkidir. Govdeler dik, dallanmis, yogun ince uzun sert tiylidir. Alt
yapraklar: dar ters yumurtamsi dikdortgen, iist yapraklar yumurtamsi sekilde ve tim
yapraklari kadife tiiyliidiir. Cigekleri portakal kirmizisi ila koyu portakal rengindedir.
Tiir, 1 800 ila 2 150 m arasindaki kayalik yerlerde yayilis gostermektedir. Cigekli
bireyleri, Tutyeli ve Sahinkaya tepelerinin giiney yamaglarinda Juniperus communis-

bodur ¢ali toplulugu arasinda Haziran ve Temmuz aylarinda goriilebilir (Davis 1965).

2.5.12 Daphne oleoides Schreber (Thymelaeaceae)

Dik, oldukga fazla dallanan ¢alilardir. Geng siirgiinler kirmizimsi kahverengi renktedir.
Yapraklari ters yumurta ila eliptik sekillidir. Cicekleri beyaz veya krem beyazi
renktedir. Meyvesi yumurtamsi sekilde ve portakal kirmizisi renktedir. Alpin bolgedeki
yastik olusturan tlirlerin hakim oldugu Acantholimon ulucinum toplulugu arasinda
yayilis gosterir. Tiir, 2 000 m’nin iizerindeki rakimlarda kire¢ tagh yamaclar ve tas
yigmlar1 iizerinde gelisir. Cigeklenme zamani Haziran ve Temmuz aylaridir (Davis

1982).
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Cizelge 2.2. Tez konusu olusturan bitki tiirleri ve endemizm durumlari

Tiir Familya Dagilim Referans
. Apiaceae : .
H. humil . E k degil i
umile (Umbelliferae) ndemik degi Davis 1972
. Apiaceae .
: t . TE i
O. caespitosum (Umbelliferae) Davis 1972
A. multifida Asteraceae Endemik degil Davis 1975
(Compositae)
C. drabifolia Asteraceae TE Davis 1975
(Compositae)
. . Asteraceae )
D. bithynicum . TE Davis 1975
(Compositae)
. Asteraceae .
.ol . E i
S. olympicus (Compositae) U Davis 1975
. . Asteraceae
T. pichl . E i
pichleri (Compositae) U Davis 1975
G. olympica Caryophyllaceae UE Davis 1967
E. campylopoda Ephedraceae Endemik degil Davis 1965
A. sibthorpianus Fabaceae UE Davis 1970
P. pilosum Papaveraceae TE Davis 1965
D. oleoides Thymelaeaceae Endemik degil Davis 1982

* 1 Tiirkiye endemigi

" Uludag endemigi

2.6 Uludag Milli Parki'nda Bulunan Baz Bitki Familyalarim Iceren Sitotoksik,
Genotoksik/Antigenotoksik ve Antioksidatif Calismalar

2.6.1 Apiaceae (Umbelliferae)

Anadolu’da baldirgan otu veya tavsancik otu adiyla bilinen Heracleum cinsine ait
tirlerde genellikle kumarin tiirevleri bulunmaktadir (Dincel ve ark. 2013). Heracleum
humile tiriiniin biiylime baskilayici, genotoksik/antigenotoksik ve antioksidan
ozelliklerine ait bir ¢aligma bulunmamakla beraber ayni cinse ait farkl tiirlerle yapilmig
calismalar mevcuttur. Firuzi ve ark. (2010) 4 Heracleum tiirinin toprak istii
kisimlarindan elde ettikleri esansiyel yaglari {i¢ kanser hiicre soyu lizerinde denenmis ve

bulunan en diisiik ICso degeri 0,362 mg/ml olmustur. Farkli bir ¢alismada, Heracleum
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persicum Desf. esansiyel yaglar1 kanser hiicreleri {izerinde denenmis, ICso degeri 2,24
mg/ml olarak belirlenmistir (Noudeh 2010). Herakleum tiirlerinden elde edilen saf
maddelerin de sitotoksik o6zellikleri arastirilmistir. Ornegin, Heracleum dissectum
bitkisinden elde edilen saf bilesiklerde en diisiik ICso degeri 5,8 uM olarak tespit
edilmistir (Gao ve ark. 2014). Heracleum platytaenium ve Heracleum persicum
tiirlerinin metanol ve petrol eteri ekstraktlarinin zayif bir antioksidan aktiviteye sahip
olduklart DPPH yontemiyle gosterilmistir (Coruh ve ark. 2007, Dincel ve ark 2013).
Heracleum cinsine ait tiirlerin genotoksik etkileriyle iliskili bir yayin literatiirde
bulunmamaktadir. Ayrica, ¢alisilan diger bir tiir olan Olymposciadium caespitosum ile
ilgili olarak da cins seviyesinde biiylime baskilayici, genotoksik/antigenotoksik ve

antioksidatif aktivite konularina iligskin yayin bulunmamaktadir.

2.6.2 Asteraceae

Asteraceae familyasinda yaygin olarak bulunan biyoaktif molekiillere 6rnek olarak
seskiterpen laktonlar verilebilir. Cichorieae (Lactuceae) alt familyast ve Cichorieae
tribus (oymak)’undaki bitkilerden 2007 yilina kadar toplam 360 seskiterpen lakton
bildirilmistir (Zidorn 2008). Bitkilerde bir savunma mekanizmasi olarak bulunan
seskiterpen laktonlardan bazilarmin antikanser etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(Zidorn 2008). Ayrica, Asteraceae familyasinda botanik temsilleri agisindan one ¢ikan 9
tiriin  antioksidatif Ozelliklerinin incelendigi bir derlemede besin endiistrisi,
dermokozmetik ve tip alanlarinda bu familya bitkilerinin yiiksek potansiyeli bulundugu
One siirtilmiistiir (Bessada ve ark. 2015).

Achillea multifida tiiriiniin  bilyiime baskilayici, genotoksik/antigenotoksik ve
antioksidan ozelliklerine ait bir yayma rastlanmamistir. Ancak, Achillea millefolium L.
turtiyle ilgili yiiksek sayida ¢alisma vardir. Achillea millefolium ekstraktinin karaciger,
meme, akciger ve kolon kanser hiicre soylar1 iizerinde sitotoksik etkisi bulundugu
gosterilmistir (Lin ve ark. 2002, Ghavami ve ark. 2010). Ayni1 bitki tiiriiniin n-hekzan,
kloroform, su-metanol ve sulu ekstraktlar1 3 kanser hiicre soyu iizerinde denenmis ve
kloroform ekstraktinin bunlarin en etkilisi oldugu goriilmiistiir (Csupor-Loffler ve ark.
2009a). Ardindan, kloroform ekstraktindan elde edilen saf molekiillerin de kimyasal

yapilari tayin edilip ayn1 3 kanser hiicre soyu iizerinde denenmistir. En etkili molekiiliin,
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bir flavonoid olan centaureidin oldugu belirlenmistir (ICso 0,082-0,350 uM) (Csupor-
Loffler ve ark. 2009a). Achillea falcata tiiriinden elde edilen ve bazi yeni bilesikleri de
iceren saf maddeler HCT-116 kolon kanser hiicre soyunda denenmis ve en etkili olan
guaianolid tiirevi maddenin ICso degeri 15,2 pg/ml olarak tespit edimistir (Tohme ve
ark. 2013). Achillea falcata ve Centaurea ainetensis tiirlerinden izole edilen
salograviolide A ve iso-seco-tanapartholide molekiilleri kombine olarak sirasiyla 3 ve 5
ng/ml konsantrasyonlarinda kullanildiklarinda sinerjistik etki gdstererek kolon kanser
hiicrelerinde % canlilig1 yaklasik 20’ye diisirmiislerdir (Salla ve ark. 2013). Achillea
millefolium sulu ekstrakti marul kok ucu meristemlerinde 20 mg/ml konsantrasyonunda
kromozom aberasyonlarina yol actigi goriilmiistiir (Sousa ve Viccini 2011). Benzer
sekilde, Akyil ve ark. (2012), Achillea teretifolia ekstraktinin ancak yiiksek dozlarda
genotoksik etkisi oldugunu bulmuslardir. Sekiz farkli Achillea tiiriiniin esansiyel yag ve
flavanoid igerikleri belirlenmis, DPPH yontemiyle antioksidan aktiviteleri tayin
edilmistir (Gharibi ve ark. 2015). DPPH radikali siipiiriicti etkileri agisindan, zayif ve
yiiksek etkili tiirler arasinda yaklasik 10 katlik bir fark bulundugu belirtilmistir (Gharibi
ve ark. 2015). Achillea millefolium tiiriiyle yapilan antioksidan etki belirleme
calismasinda DPPH radikali i¢in ICso degeri 45,6 pg/ml olarak belirlenmistir (Candan
ve ark. 2003).

Centaurea tiirlerinde bilesenlerin 6nemli bir oraninin seskiterpen laktonlart ve
flavonoidler oldugu bildirilmistir (Karamenderes ve ark. 2007). Giineydogu Anadolu
endemigi olan Centaurea gigantea bitkisinin metanol ekstrakti ve bu bitkiden elde
edilen klorojenik asit ve 5 flavonoidin sitotoksik aktivitesi MTT testiyle belirlenmis,
fakat flavonoidlerin sitotoksik etkisi bulunmadigi anlagilmistir (Shoeb ve ark. 2007).
Bunun yani sira, bir tetrasiklik seskiterpen olan siklosativen isimli bilesik de malignan
ve malignan olmayan ndron hiicre soylarinda zayif sitotoksik ve genotoksik aktivite
gostermistir (Togar ve ark. 2014). Centaurea ainetensis tiriinden  biyoaktivite
yonlendirmeli olarak izole edilen bir seskiterpen lakton olan Salograviolide A, bazi
malignan miirin hiicre soylarinda yaklasik 4 pg/ml konsantrasyonda % 50 biiylime
baskilayict etki gostermistir (Ghantous ve ark. 2008). Farkl tiirlerle yapilan ¢alismalar
olmakla birlikte, Zengin ve ark. (2012) Centaurea drabifolia tiiriinde antioksidan
kapasiteyi DPPH ve CUPRAC yontemleriyle belirlemislerdir.
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Literatiirde Doronicum tiirleriyle ilgili smirli sayida yayin vardir. Doronicum
bithynicum tiirliniin esansiyel yag igerigi belirlenmis ve (E)-pB-farnesene molekiiliiniin
yaklagik % 50 oraninda oldugu rapor edilmistir (Akpimnar ve ark. 2009). Doronicum
bithynicum tiiriiyle ilgili antikanser aktivite veya potansiyel genotoksik etkileri {izerine
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, Doronicum orientale ve Doronicum
hookeri tiirlerinin antioksidan kapasiteleri aragtirtlmistir (Gupta ve ark. 2011, Karadeniz
ve ark 2015).

Senecio olympicus tiiriine ait biliylime baskilayici, genotoksik/antigenotoksik ve
antioksidan ozelliklerin arastirildigt bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bunun yaninda, ¢ok
sayida farkl tiirlin ekstrakti veya elde edilen saf molekiiller sitotoksik, genotoksik ve
antioksidatif aktivite yoniinden aragtirilmigtir. Hindistan'da yetisen Senecio tiirlerinden
Senecio chrysanthemoides, icerdigi seneciophylline gibi toksik alkaloidler nedeniyle
bolgede bulunan sigir cinsleri tarafindan tiiketildiginde O6liimciil olabilmektedir. Bu
bitkinin etanol ekstrakti kullanilarak makrofajlar iizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmis
ve ICso degeri 13,8 + 1,1 pg/ml olarak bulunmustur. Ekstraktin hiicrede reaktif oksijen
tirleri ve NO miktarini artirarak oksidatif hasara yol agtigi ve hiicreyi apoptozise
gotlirdiigi gosterilmistir (Bandyopathyay ve ark. 2009). Senecio leucanthemifolius
Poiret tiirliniin 5 ekstraktinin antikanser etkileri 5 kanser hiicre soyu iizerinde
calisilmistir (Loizzo ve ark. 2005). Sitotoksik etkiler, bu bitkide de bulundugu saptanan
jakaranon bilesigine atfedilse de ekstraktin ICsop dozunda bulunan jakaranon
konsantrasyonunun diisiik olmasi nedeniyle heniiz tayin edilmemis farkli bilesiklerin de
sitotoksik etkiye katkida bulunduklari belirtilmistir (Loizzo ve ark. 2005). Senecio
stabianus Lacaita turtinin metanol, n-hekzan ve etil asetat ekstraktlar1 4 kanser hiicre
soyu lizerinde denenmis ve en etkili ekstraktin n-hekzan ekstrakti oldugu belirlenmistir.
Bu etkiye, birincil olarak n-hekzan ekstraktinda yiiksek oranda bulunan terpen ve yag
asidi grubundan molekiillerin neden oldugu bildirilmistir. Bu molekiillerin bazilari
tanimlanmis ve kanser hiicre soylarinda denenmistir. En etkili olaninin a-humulene
(ICs0: 11,2 pg/ml) oldugu bildirilmistir (Tundis ve ark. 2009). Senecio brasiliensis
tiriinden elde edilen pirolizidin alkaloidlerin genotoksik etkileri fare kemik iligi
mikroniikleus testi ve insan lenfosit kiiltiirlinde mikroniikleus testiyle arastirilmistir
(Santos-Mello ve ark. 2002). Bu tiirden elde edilen pirolizidin alkaloidlerin farelerde

akut toksisiteye yol actig1 bilinmekle beraber, fare kemik iligi mikroniikleus testinde
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mikroniikleus frekansinin arttigi; ancak muhtemelen bir metabolik aktivasyon
mekanizmasi bulunmadigi i¢in in vitro lenfosit kiltiiri mikroniikleus testinde
mikroniikleus frekansinin degismedigi bulunmustur (Santos-Mello ve ark. 2002).
Eroglu ve ark. (2009) yaptig1 ¢alismada ise Senecio trapezuntinus metanol ekstraktinin
genotoksik potensiyelini  belirlemis ve ekstraktin insan lenfosit kiiltiirlerinde
mikroniikleus olusumunu indiikledigi, mitotik ve proliferasyon indekslerini
diistirdiigiinii saptamustir. Senecio gibbosus tiirii etil asetat ve metanol fraksiyonlarinda
DPPH radikali siipiiriicii etkisinin yiliksek oldugu gosterilmistir (ICso sirastyla 10 ve 22
ug/ml) (Conforti ve ark. 2006). Ayrica, Senecio graciliflorus tiiriiniin g¢igekli
kisimlarindan elde edilen esansiyel yaglarin antioksidan aktivitelerinin askorbik
asidinkiyle karsilastirilabilir derecede yiiksek oldugu bulunmustur (Lone ve ark. 2014).
Tripleurospermum pichleri ile ilgili sitotoksik, genotoksik ve antioksidan aktivite
yoniinden bir ¢aligma bulunmamakla birlikte 6zellikle Iran’da yayilis gosteren
Tripleurospermum disciforme ile ilgili baz1 bilgiler vardir. Behzad ve ark. (2014), T.
disciforme tiiriiniin sitotoksik aktivitesini 4 kanser hiicre soyunda (A549, MCF-7,
HepG2 ve HT-29) denemis ve kayda deger bir sitotoksik etki saptamamistir (ICso > 100
ng/ml). Ancak benzer bir ¢aligmada da ayn tiirlin ekstraktinin HT-29 hiicrelerinde ICso
degeri 9 pg/ml olarak sunulmustur (Naghibi ve ark. 2014). Bu tiirtin antioksidan
aktivitesi de c¢alisilmis ve izole edilen bilesikler arasinda luteolin, kuersetin-7-O-
glikozid, kaempferol, kaempferol-7-O-glukozid, apigenin ve apigenin-7-O-glikozid gibi
flavonoidlerin oldugu belirtilmistir (Souri ve ark. 2005, Tofighi ve ark. 2015).
Tripleurospermum insularum tiiriiniin toprak iistii kisimlarinin igerik analizinde ise
sirastyla n-alkan, yag asitleri ve seskiterpenlerin yiiksek oranda bulundugu

belirlenmistir (Cavar Zeljkovic ve ark. 2015).

2.6.3 Caryophyllaceae

Bitkilerden izole edilen saponinlerin sitotoksik etkileri hakkinda pek ¢ok c¢aligma
yapilmustir. Saponinler, yliksek bitkilerde bulunan, glikozit igeren, sulu g¢ozeltileri
calkalandiginda sabun benzeri kopiik olusturan genis bir molekiil grubudur (Sparg ve
ark. 2004). Gypsophila cinsine ait tiirlerde yapilmis c¢alismalar genellikle bitkide

bulunan saponinlerin eldesi ve sitotoksik aktivitelerinin tayini iizerinedir. Gypsophila
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arabica Barkodah tiiriiniin su ekstraktinin melanom hiicre soylarina karsi etkili oldugu
gozlenmistir (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Gypsophila paniculata saponinleri,
triterpen yapidaki saponinlerin bir karisimindan olusmaktadir. Gypsophila paniculata
saponinleri, N-glikosidaz saporin ve insan epidermal biiyiime fakt6riinden olusan
kimerik bir toksinin (Sap-EGF) sitotoksik etkisini hiicre kiiltiirii deneylerinde sinerjistik
bir sekilde 100 000 kat arttirmistir (Bachran ve ark. 2011). Benzer sekilde, Gypsophila
trichotoma Wender. tiirtinden izole edilen aminoagil saponinler de Sap-EGF toksiniyle
kombine edilmis ve kombinasyonun toksinin etkisini sinerjistik olarak artirdig
gosterilmistir (Voutquenne-Nazabadioko ve ark. 2013). Ayrica, ayni tiirden yeni izole
edilmis olan bir saponinin sitotoksik aktivitesi 7 kanser hiicre soyu lizerinde denenerek
32,3 ve 169,0 pg/ml araliginda degisen ICso degerlerine sahip oldugu gozlenmistir
(Yotova ve ark. 2012). Tiirkiye'nin giineybatisinda bulunan Gypsophila pilulifera Boiss.
& Heldr. tiirtinden izole edilen bir saponinin A549 hiicre soyunda (insan kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri) sitotoksik aktivite gosterdigi (ICso: 16,5 uM) bulunmustur
(Arslan ve ark. 2012).

Gypsophila cinsi tiirleri tizerinde su ana kadar yapilmis tek genotoksik aktivite ¢caligmasi
Gypsophila arrostii tiirinden izole edilen nebuloside-A bilesigin komet testiyle 5 pg/ml
gibi diisiik dozlarda gosterdigi genotoksik aktiviteyi icermektedir (Arslan ve ark. 2015).
Bununla birlikte, Gypsophila trichotoma tiirtinden izole edilen saponarin isimli bilesigin
kokain, parasetamol ve CCls tarafindan indiikklenen hepatotoksisiteye karsi koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir (Vitcheva ve ark. 2011, Simeonova ve ark. 2013, Simeonova
ve ark. 2014).

Farkli Gypsophila tiirlerinde yapilan antioksidan testlere gére Gypsophila arrostii, G.
pilulifera ve G. simonii tiirlerinin zay1f antioksidan 6zelliklere sahip oldugu anlagilmigtir
(Arslan ve Celik 2013).

2.6.4 Ephedraceae
Ephedra campylopoda hakkinda herhangi bir sitotoksik veya genotoksik aktivite
calismasi bulunmasa da cins bazinda yapilmis bazi ¢alismalar vardir. Ephedra aphylla

tiiriniin su ekstraktt melanom hiicre soylarina kars1 denenmis, ancak sitotoksik etkisi

zay1f bulunmustur (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Benzer sekilde, Kore'de geleneksel
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tipta kullanilan 80 bitkinin su ekstrakti hepatoselliiler karsinom hiicre soylarinda
denenmis ve Ephedra sinica tiiriine ait ekstraktin diisiik sitotoksik aktivite gosterdigi
goriilmiistir (Park ve ark. 2002). Aym tiire ait metanol ekstraktin su fraksiyonu
melanom hiicre soylarinda yiiksek bir sitotoksik aktiviteye sahip degildir; fakat
sitotoksik olmayan 30 pg/ml dozunda antiinvaziv ve antianjiogenik aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur (Nam ve ark. 2003). Ephedra cinsine ait tiirler hakkinda yapilmis
bir genotoksisite ¢alismasi bulunmamaktadir. Ancak, bu cinse ait tiirlerde ortak bir
alkaloid olan ve nazal dekonjestan olarak kullanilan efedrinin genotoksik etkileri insan
lenfositleri iizerinde komet testi kullanilarak arastirilmistir ve 300 uM'a kadar yiikselen
dozlarda DNA hasarina rastlanmadigr i¢in efedrinin genotoksik olmadigi sonucuna
varilmistir (Radakovi¢ ve ark. 2011). Farkli Ephedra tiirlerine ait antioksidan aktiviteler
de rapor edilmistir. Geleneksel Cin tibbinda kullanilan 56 bitkinin toplam fenolik igerigi
ve antioksidan aktivitesinin belirlenip karsilastirildigi bir ¢alismada, Ephedra sinica
bitkisinin gorece yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu sdylenmistir (Song ve ark.
2010). Ephedra sarcocarpa metanol ekstraktinin DPPH yontemiyle ECso degeri 5,3

mg/ml olarak bulunmustur (Rustaiyan ve ark. 2011).

2.6.5 Fabaceae (Leguminosae)

Astragalus L. cinsi Fabaceae familyasinda yaklagik 2 000- 3 000 tiirle temsil edilen en
biiyiikk gruplardan biridir. Bir veya ¢ok yillik olabilen bu bitkiler, diinya genelinde
tliman ve kurak sayilabilecek pek ¢ok bolgede bulunmaktadir (Podlech 2008, Banchadi
ve ark. 2013). Astragalus cinsine ait tiirler geleneksel Cin tibbinda nefrit, diyabet,
hipertansiyon, siroz, [6semi ve rahim kanserlerinde kullanilmaktadir (Choudhary ve ark.
2008). Bunun yaninda, hepatoprotektif, immiinstimulan ve antiviral 6zelliklere sahip
olduklar1 da iyi bilinmektedir (Linnek ve ark. 2011). Astragalus tiirlerinde saptanan
etken bilesikler 6zellikle saponinler, flavonoidler ve polisakkaritlerdir (Ibrahim ve ark.
2013). Diger bilesenler ise antrakinonlar, alkaloidler, aminoasitler, B-sitosterol ve bazi
metal elementleri olarak sayilabilir (Li ve ark. 2014).

Astragalus sibthorpianus tiirii iizerinde yapilmis herhangi bir sitotoksik, genotoksik
veya antioksidan aktivite ¢alismasi bulunmamaktadir; ancak cins diizeyinde oldukca

yiiksek sayida calisma vardir. Ozellikle Astragalus ekstraktlari ve bu ekstraktlardan
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izole edilen saf maddelerin antikanser aktivitelerine iliskin literatiirde pek ¢ok calisma
bulunmaktadir. Bununla beraber, izole edilen bilesenlere dair ¢alismalarin sayica daha
yiikksek oldugu goriilmektedir. Ornek olarak, Astragalus membranaceus tiiriiniin
ekstraktindan elde edilen 5 fraksiyon, 12 hiicre soyu iizerinde denenmis ve ardindan
aktif fraksiyon fare tliimor modellerinde antitiimor aktivite ve immiinstimulan etki
gostermistir (Cho ve Leung 2007). Ayrica, Astragalus gombiformis Pomel ekstrakti
akciger kanser hiicre soylarinda (A549) denenmistir (Teyeb ve ark. 2012). Huang ve
ark. (2014), Astragalus ekstraktinin antitiimor etkilerini in vitro ve in vivo arastirmis ve
melanom timor hiicre biiyiimesini zamana ve doza bagimli olarak baskiladigini
bulmuslardir. Ticari olarak elde edilen bir Astragalus ekstraktinin ise antitimor
aktivitesi subkutan olarak H22 hepatokarsinom hiicreleri enjekte edilmis farelerde
arastirilmis ve tiimor bilylimesini 4-12 g/kg doz araliginda baskiladigi ve Bax/Bcl-2
oraninin artmasiyla birlikte apoptotik hiicre 6liimiiniin gergeklestigi gosterilmistir (Li ve
ark. 2012).

Bitkisel saponinler farmakolojik ya da biyolojik olarak bir¢ok aktif molekiil iceren genis
bir gruptur. Astragalus cinsine ait bitki tiirlerinde ¢esitli saponinler bulunmaktadir ve bu
molekiiller son yillarda antikanser etkileri agisindan incelenmektedirler. Son 10 yilda bu
ailede yaklasik 60 adet yeni “acacic”-tip saponin kesfedilmis ve bunlardan yaklasik 50
tanesinin kanserle iliskili biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilmistir (Lacaille-Dubois ve
ark. 2011). En fazla one ¢ikan orneklerden biri olarak, Astragalus membranaceus
saponinleri, HT-29 kolon kanser hiicre soyunda hiicre proliferasyonunu S fazinda
durdurarak apoptotik oliimii indiiklemistir (Tin ve ark. 2007). Tin ve ark. (2007),
sonrasinda Astragalus saponinleriyle fare zenograftlarinda ortaya ¢ikan tiimor
baskilayici etkinin 5-FU ile karsilastirilabilir oldugunu ve 5-FU + okzaliplatin
kombinasyon tedavisinde goriilen yan etkilerin goriilmedigini belirtmislerdir.
Astragalus saponinlerinin HT-29 hiicre soyunda dissal apoptotik yolagi aktive ederek
hiicre oliimiinti gergeklestirdigi ve bu siirecte mTOR ve ERK yolaklarinin, ardindan
NF-kB baskilanmasinin rol aldig1 gosterilmistir (Auyeung ve ark. 2010). Auyeung ve
ark. (2014) Astragalus saponinlerini farkli bir kolon kanser hiicre soyunda (LoVo)
vinblastin ile kombine ederek denemislerdir. Ardindan, yaptiklari timor zenograft
calismasinda kombinasyon tedavisinin timor biiylimesini ve ayni1 zamanda anjiyogenezi

baskiladigini tespit etmislerdir. Benzer bir ¢alismada, ekstraktsiyonu yapilan Astragalus
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saponinleri, BGC-823 gastrik kanser hiicre biiylimesini apoptotik mekanizmalarla in
vitro ve in vivo baskilamis ve invasyonu azaltici etki gostermistir (Wang ve ark. 2013).
Astragalus saponinlerinin, AGS gastrik kanser hiicre soyu kullanilarak olusturulan mide
kanseri modelinde antianjiogenik ve antiinvazyon Ozelliklere sahip oldugu sonucuna
vartlmistir (Auyeung ve ark. 2014). Ayrica, Astragalus stereocalyx tiirtinden izole
edilen 6 triterpen glikozidin antiproliferatif etkileri farkli hiicre soylarinda denenmis ve
en etkilisinin HeLa serviks kanseri hiicre soyunda 10 uM ICso dozuna sahip oldugu
bulunmustur (Yalcin ve ark. 2012). Gulcemal ve ark. (2011) Astragalus aureus
tiiriinden izole ettikleri 18 triterpen glikozidin antiproliferatif etkilerini arastirmislar ve
izole edilen bilesiklerde en yiiksek etkiyi MCF-7 meme kanser hiicre soyunda 30 uM
(ICs0) olarak tespit etmislerdir.

Saponinler disinda farkli molekiil gruplar1 da literatiirde arastirma konusu olmustur.
Astragalus mongholicus koklerinden elde edilen bir lektinin gesitli hiicre soylarindaki
antiproliferatif etkisi arastirllmis ve HelLa ve K562 16semi hiicre soylarinda ICsg
degerleri <10 pg/ml oldugu bulunmustur (Yan ve ark. 2009). Ek olarak, Astragalus
membranaceus tiiriinden izole edilen bir lektinin, K562 hiicrelerinde kaspaz-bagimli
apoptozise neden oldugu ve 15 pg/ml gibi gorece diisiik bir ICsp degerine sahip oldugu
gosterilmistir (Huang ve ark. 2012). Krasteva ve ark. (2010), Astragalus corniculatus
tiirlinlin ugucu yaglarinin fraksiyonlarinin sitotoksik aktivitelerini 6 hiicre soyunda
caligmiglardir ve en yiiksek sitotoksik aktivite 24 pg/ml ICso degeriyle SKW-3 (T-
hiicreli 16semi) hiicre soyunda goriilmiistiir. Astragalus total flavonoidleri ve
izoflavonoidlerden kalikosin bilesiginin 16semi hiicre soyu K562’nin biiylimesini
baskiladig1 rapor edilmistir (Zhang ve ark. 2012). Astragalus complanatus tiiriinden
elde edilen flavonoidlerin, SMMC-7721 hepatokarsinom hiicrelerinin  boliinmesini
GO0/G1 ve S evrelerinde baskiladig1 ve kaspaz-bagimli yolakla apoptotik hiicre dliimiinii
tetikledigi gosterilmistir (Hu ve ark. 2009). Bunun yaninda, Astragalus verrucosus
Moris tiirtinden izole edilen 6 flavonoidin insan kolon ve meme kanser hiicre soylarinda
sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmis, bunlardan 2 tanesinin apoptozisi indiikledigi
belirlenmistir (Buhagiar ve ark. 2008).

Astragalus bitkisinin bazi1 etken maddelerinin kemoterap6tik ajanlarla  gesitli
kombinasyonlart da arastirilmistir. Bunlardan biri olan Astragalozid II’nin, kemoterapi

ila¢ direncinde 6nemli rol oynayan P-glikoprotein ifadesini diisiirdiigli ve dolayisiyla
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hepatokarsinomlarin tedavisinde coklu ila¢ direng profilini tersine g¢evirmek igin
kullanilabilecegi belirtilmistir (Huang ve ark. 2012). Bunun yaninda, "Astragalus
polisakkaritleri” ile de son yillarda kemosensitiviteyi arttirmalarindan ve kemoterapinin
yan etkilerini azaltmalarindan dolay1 yogun olarak ¢alisilmaktadir (Tian ve ark. 2012).
Omegin, Cao ve ark. (2014) Kkardiyotoksik olan doksorubisinle Astragalus
polisakkaritlerini kombine ederek bu kombinasyonun kardiyomiyositler iizerindeki
sitotoksik etkiyi Akt aktivasyonu ve p38MAPK inhibisyonu aracilifiyla azalttigini
gostermislerdir. Bunun yaninda, Astragalus polisakkaritlerinin H22 hepatokarsinom
hiicreleri tasiyan farelerde antitiimor aktivitenin yani sira, I1L-2, IL-12 ve TNF-a
artistyla immiinstimulan 6zellik gosterdigi rapor edilmistir (Yang ve ark. 2013). Kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri vakalarinda yapilmis bir klinik caligmaya gore,
vinorelbin + sisplatin tedavisine eklenen Astragalus polisakkaritleri, sagkalim siiresinde
anlamli bir artisa yol agmasa da genel yasam kalitesi parametrelerinde anlamli yiikselme
saglamigtir (Guo Vve ark. 2012). Genel olarak, ¢cok sayida klinik aragtirmanin incelendigi
bir derlemede Astragalus bitkisinin, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser vakalarinda
platin bazli tedavilerin etkinligini artirdig1 belirtilmistir (McCulloch ve ark. 2006).
Astragalus cinsine ait tiirlerde yapilmis az sayidaki genotoksisite ¢alismalar1 Astragalus
membranaceus tiirii {izerine odaklanmaktadir. Cin geven otu kokinin (A.
membranaceus tiiriniin kurutulmus kokii) S9 fraksiyonu igeren Cin hamsteri akciger
hiicrelerinde, 1,25 mg/ml dozunda kromozom aberasyonlarini kismen arttirdigi (%16)
gozlenmistir (Tadaki ve ark. 1995). Buna karsin, in vivo MN testiyle 2 000 mg/kg
Konsantrasyonun test edildigi A. membranaceus bitkisinin toprak {istii kisimlarinda
genotoksik aktivite saptanmamistir (Park ve ark. 2014). Ayrica, Astragalus koklerinde
bulunan sikloastragenol molekiiliiniin de 2000 mg/kg dozunda in vivo MN testiyle
herhangi bir genotoksik etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Szabo 2014).

Astragalus tiirlerinin hem kaba ekstrakti hem de saf maddelerinin antioksidatif
potansiyelleri arastirilmigtir. Astragalus mongholicus Bunge ekstraktinin antioksidan
aktivitesi DPPH testiyle 1Cso > 100 pug/ml olarak belirlenmis ve dolayisiyla antioksidan
aktivite zayif bulunmustur (Yu ve ark. 2005a). A. membranaceus bitkisinden saflagtirilan
polisakkaritlerde ise farkli testlerle antioksidan aktivite arastirilmis ve ozellikle elde
edilen gorece diisiik molekiil agirlikli polisakkaritlerin askorbik asitle karsilastirilabilir

seviyede antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Chen ve ark. 2015).
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2.6.6 Papaveraceae

Papaver pilosum tiiriiniin sitotoksik, genotoksik/antigenotoksik etkilerini arastiran veya
antioksidan aktivite tayinini amaglayan bir yayin bulunmamaktadir. Bunun yaninda,
Papaver rhoeas (gelincik) tiirliniin sitotoksik ve genotoksik etkileri bir lenfoblastoid
hiicre soyunda arastirilmis ve 0,25 ve 0,5 mg/ml dozlarinda herhangi bir sitotoksik veya
genotoksik etki gdstermedigi, fakat bu etkilerin daha yliksek dozlarda ortaya ¢iktigi
belirtilmistir (Hasplova ve ark. 2011). P. rhoeas bitkisinden elde edilen ve Oksiiriik
giderici olarak kullanilan noskapin bilesiginin yeni tiirevleri sentezlenerek 3 kanser
hiicre soyu iizerinde denenmis ve birden fazla molekiiliin diisiik uM seviyelerinde ii¢
hiicre soyunda da etkili oldugu goriilmiistiir (DeBono ve ark. 2014). Bununla birlikte,
ayn1 bitkinin yaprak esktraktinin 50 pg/ml gibi daha diisiik dozlarda insan lenfositleri
tizerinde genotoksik etki ortaya koyabilecegi belirtilmistir (Gateva ve ark. 2014). P.
rhoeas metanol ekstraktinin diigiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(ECso: 63,01 pg/ml) (El ve ark. 2004). Ayrica, P. rhoeas bitkisinin farkli ekstraktlarinin
fenolik icerikleri ve antioksidan kapasiteleri ayrintili olarak incelenmistir (Kostic ve ark.

2010, Ishilir ve ark. 2012).

2.6.7 Thymelaeaceae

Daphne cinsine ait tiirlerde norotropik, antifertilite, pestisit, antihiperglisemik ve
sitotoksik ozellikler bulundugu belirlenmistir (Huang ve ark. 2012). Daphne oleoides
ise halk arasinda romatizmal agri ve bel agrilariin tedavisinde kullanilmaktadir
(Yesilada ve ark. 2001). D. oleoides tiiriiniin i¢erik analizinde 6nceden bilinen triterpen,
flavonoid, lignan ve kumarin bilesiklerin yaninda 2 yeni seskiterpen ve diterpen
bilesigin tespit edildigi bildirilmistir (Taninaka ve ark. 1999, Ullah ve ark. 1999).
Daphne oleoides hakkinda herhangi bir sitotoksik veya genotoksik aktivite galigmasi
bulunmamaktadir. Bununla beraber, Daphne oleoides subsp. kurdica ve Daphne
oleoides Schreber ssp. oleoides tiirlerinde hangi bilesenlerin yara iyilestirici etki
gosterdigi belirlenmis ve ¢esitli fraksiyonlarinin antioksidan 6zellikleri arastirilmistir
(Siintar ve ark. 2012, Siintar ve ark. 2014). Daphne cinsine ait farkli tiirlerde ise

temelinde yapilmis, cogunlukla sitotoksik aktvite odakli baz1 ¢aligmalar vardir. Ornegin,
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Daphne genkwa tiiriiniin tomurcuk kisminin % 95'lik etanol ekstraktindan izole edilen
16 diterpen bilesiginin (12 yeni bilesik) sitotoksik aktiviteleri arastirilmig, bunlardan en
giiclii aktiviteye sahip olan bilesigin akciger kanser hiicre soyu A549’da ICso degeri 4,2
uM olarak belirlenmistir (Zhan ve ark. 2005). Daphne odora Thunb. var. marginata
tiirtiniin gévde kabugundan hazirlanan %75'lik etanol ekstraktindan izole edilen 2 yeni
fenolik bilesikten birinin 5 kanser hiicre soyunda sitotoksik aktivite (ICsg: 3,1- 29,4
ug/ml) gosterdigi belirlenmistir (Zhang ve ark. 2006). Daphne giraldii Nitsche tiiriiniin
govde kabugundan hazirlanan % 95'lik etanol ekstraktindan elde edilen 2 yeni glikozitin
4 farkli kanser hiicre soyunda denenmis ve herhangi sitotoksik etkiye (ICso > 30 pg/ml)
sahip olmadiklar1 saptanmistir (Su ve ark. 2008). Daphne genkwa tiiriiniin ¢igekli
kismindan elde edilen kloroform/aseton/metanol (1:1:1) ekstraktindan izole edilen 2'si
yeni olmak tizere 5 diterpen esterin ICsp degerleri A549 hiicre soyunda 12- 53 nM
araligindayken normal akciger hiicre soyunda (MRC-5) bu degerin 11,1- >20 uM
oldugu bulunmustur (Hong ve ark. 2010). Daphne feddei tiiriiniin yaprak ve
govdesinden hazirlanan aseton ekstraktindan izole edilen sekolignan, neolignan ve
fenilpropanoid yapidaki toplam 6 molekiiliin 4 farkli kanser tipine ait hiicre soyu
tizerinde 1,18 ve 11,6 puM araliginda degisen ICso degerlerine sahip olduklar
gosterilmistir (Hu ve ark. 2011, Lu ve ark. 2012). Daphne acutiloba Rehd. tiiriiniin etil
asetat ekstraktindan izole edilen 7 yeni diterpen esterin 5 farkli kanser tipine ait hiicre
soyu tlizerinde 4- 20 pM aralifinda degisen ICso degerlerine sahip olduklar
belirlenmistir (Huang ve ark. 2012).

Daphne gnidium tiiriiniin yapraklarindan ardigik olarak elde edilen total oligomer
flavonoid, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve metanol ekstraklarinin SOS kromotest
(Escherichia coli PQ37 susu) yontemiyle genotoksik aktiviteleri test edilmis ve total
oligomer flavonoid ekstrakti (diisiik genotoksisite) disinda genotoksik etkiye
rastlanmamistir. Ayrica, ayni yontemle genotoksik ajanlarin varliginda total oligomer
flavonoid, metanol, etil asetat ve kloroform ekstraktlariin antigenotoksik etkiye sahip

oldugu anlasilmigtir (Chaabane ve ark. 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Liyofilizasyonu

3.1.1 Arazi ¢alismalari

Bitkilerin gelisimi dikkate alinarak 26 Temmuz ve 9 Agustos tarihlerinde Uludag Milli
Parki’nda, yaklasik ~2 200 m yiikseklikte iki arazi ¢alismasi gergeklestirildi. Bitkiler,
Prof. Dr. Giircan Gileryliz gozetiminde tanimlandi ve toplandi. Toplanan bitkiler
kapali, kuru ve dogrudan giines 15181 gormeyen bir alanda kurutuldu. Kurutulan bitkiler
dograyici yardimiyla toz haline getirildi ve tartilip kese kagitlar1 i¢inde saklandi.
Toplanan bitkilerin tiirleri, toplandiklar1 bolge, toplanan kisimlar1 ve elde edilen kuru

agirlik Cizelge 3.1'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Toplanan bitkilerin tiirleri, toplandiklar1 bolge, toplanan kisimlar1 ve elde
edilen kuru agirliklar

Tiir Toplandig1 Bolge Toplanan Kisim Agirhik (g)
g+
H. humile Kusaklikaya — Zirve arasi Top.rak istii + toprak alt 125,5
(+ cigek + meyve)
Toprak istii 304
O. caespitosum | Kusaklikaya — Zirve arasi (+ ¢igek + meyve) '
Toprak alti 49,0
A. multifida Oteller bolgesi Toprak tisti” 101,4
g+
C. drabifolia Kusaklikaya — Zirve arast Top.rak dstil + Toprak alt 51,5
(+ cicek + meyve)
Beden Terbiyesi telesiyej -
o Toprak
D. bithynicum yakinlar1 ve Kirkpinarlar oprax usti 204,8
mevKkii (+ meyve)
S.olympicus | Beden Terbiyesi telesiyej | 4 distii 115,8
yakinlari
T. pichleri Mandira telesiyej yakinlari Toprak tistii + toprak altt 86,3
. . Toprak stii
G. olympica Kusaklikaya — Zirve arasi (+cicek + meyve) 103,3
E. campylopoda | Kirkpinarlar mevkii Toprak tstii 67,4
A. sibthorpianus | Kirkpinarlar mevkii Toprak tstii 197,3
Toprak iistii 84,7
. Beden Terbiyesi telesiyej
P. pilosum yakinlari Meyve 20,9
Cigek 13,8
D. oleoides Kirkpinarlar mevkii Toprak istii 106,1

*: govde + yaprak

3.1.2 Bitkilerin Ekstraktsiyonu ve Liyofilizasyonu

Ekstrakt hazirlama c¢alismalart i¢in her bitkiden 30 g tartildi. Birden fazla ¢6zgen
kullanildi ve soxhlet (Behr Labor Technik, Diisseldorf, Almanya) cihaziyla ardigik
ekstraksiyon gergeklestirildi. Her ¢ozgen i¢in ekstraksiyon asamasinda 150 ml hacim
kullanildi.  Ekstraksiyon isleminin ardindan evaporatér yardimiyla ¢ozgen
buharlastirildi. Ayni bitkiye ait farkli ¢ozgenlerle elde edilen biitiin ekstraktlar 100 ml
hacimli polipropilen bir kapta birlestirilerek liyofilizasyon asamasina kadar -80 °C'de

saklandi. Ekstraksiyon parametreleri Cizelge 3.2'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Bitkilerden ekstrakt eldesinde islem siralarina gore kullanilan ¢ézgenler ve
ekstraktsiyon siireleri

Tiir Cozgen Siire (saat)
n-Hekzan 12
H. humile Metanol 24
H,0 8
n-Hekzan 12
. Klorof 12
O. caespitosum (toprak alt1) M:t;On:JJIrm 24
H-.0 8
n-Hekzan 12
O. caespitosum (toprak {istii) II\(ﬂI:t;Or]fglrm ;‘21
H,0 8
n-Hekzan 12
e Kloroform 12
A. multifida Metanol 24
H-.0 8
n-Hekzan 12
- Kloroform 12
C. drabifolia Metanol 24
H,0 8
D. bithynicum m‘g&”o' 2;1

2

n-Hekzan 12
S. olympicus Metanol 24
H,O 8
n-Hekzan 12
. . Kloroform 12
T. pichleri Metanol 24
H,0 8
Metanol 24
G. olympica HZ0 8
- olymp n-Hekzan 12
Kloroform 12
n-Hekzan 12
E campvlonoda Kloroform 12
' pylop Metanol 24
H,O 8
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Cizelge 3.2. Bitkilerden ekstrakt eldesinde islem siralarina gore kullanilan ¢ozgenler ve
ekstraktsiyon siireleri (devam)

Tiir Cozgen Siire (saat)
Metanol 24

o Hz0 8

A. sibthorpianus n-Hekzan 3
Kloroform 10

n-Hekzan 12

I Kloroform 12
Metanol 24

H,0 8

Metanol 24

_ H,0 8

D. oleoides n-Hekzan 12
Kloroform 12

Polipropilen kaplarda kalan ¢ozgeni de uzaklastirmak i¢in biitiin drnekler liyofilize
edilmek iizere liyofilizatére (Christ, Osterode am Harz, Almanya) yerlestirildi.
Liyofilizasyon islemi 48 saat -50 °C’de kurutma (main drying) ve 24 saat -60 °C’de son
kurutma (final drying) basamaklariyla tamamlanarak bitkilere ait ekstraktlar toz haline

getirildi. Toz haline getirilen ekstraktlar -80 °C’de saklandi.

3.2 Besiyerleri, Stvilarin Hazirlanmasi ve Kanser Hiicrelerinin Uretilmesi

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre soylar1 kontrollii sartlar altinda iiretilerek
hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 yiriitiildi. Hicrelerin 37 °C’de, % 5 CO2’li ortamda tek
tabaka kiiltiir (monolayer) seklinde biiyiimeleri saglandi. MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre soylar i¢in % 5 fetal bovine serum (FBS) ve % 1 Penisilin-G (100 U/ml) -
Streptomisin (100 pg/ml) iceren RPMI1640, MCF10A i¢inse DMEM:Ham’s F12 (1:1),
5% FBS, %1 Penisilin-G (100 U/ml) - Streptomisin (100 pg/ml), EGF (20 ng/ml),
kolera toksin (10 ng/ml) ve insiilin (0,12 1U/ml) besiyerleri kullanild:.

3.2.1 Besiyeri Degisimi ve Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi

Besiyeri degisimi her 2-3 giinde bir gerceklestirildi (75 cm? hiicre kiiltiir kaplar1 igin).

Besiyeri tamamen aspire edilip yaklasik 2-3 ml PBS ile yikandi. Sonrasinda tizerine 12-
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15 ml besiyeri eklenip inkiibatore kaldirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi, konfluensinin
(hiicre kiiltiir kabi yiizeyinin hiicrelerce kaplanma orani) yaklasik % 80 oldugu noktada
gergeklestirilir. Pasaj isleminde, PBS yikamasinin ardindan 75 cm? hiicre Kkiiltiir
kaplarina yaklasik 1 ml % 0,05 Tripsin-EDTA eklenip inkiibatore (Sanyo, Japonya)
kondu. Inkiibasyon siiresi MCF-7 ve MDA-MB-231 icin 5 dk iken MCF-10A
hiicrelerinde ilk olarak 1 dk beklenip tripsin aspire edildikten hemen sonra tekrar
eklenmesiyle 15 dk olarak optimize edilmistir. Ardindan, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine
ilave edilen yaklasik 10 ml besiyerinin iizerine hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyinden
ayrilmig olan tripsin i¢indeki hiicreler eklenerek 230 g’de 5 dk santrifiij (Hettich,
Almanya) edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan aspire edildi ve peletin tizerine yaklasik 1-

2 ml besiyeri eklendi. Yeni besiyeriyle geri ekilen hiicre 1/3- 1/6 oraninda degisti.

3.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Stoklama amagli olarak veya belli bir zaman aralifinda kullanilmayacak hiicreler
dondurulup uygun bir zamanda ¢oziilerek kullanilabilir. Konfluensi % 100°e
yaklagtiginda pasaj islemi gergeklestirildi, ancak son adimda besiyeri yerine hiicre
dondurma islemine uygun % 10 FBS ve % 10 DMSO i¢ceren DMEM besiyeri kullanildi.
75 cm? hiicre kiiltiir kabi icin hiicrelerin tamami toplam 4 adet 2 ml hacimli “cryovial”
tiiplere transfer edildi ve hizlica -80 °C’de donduruldu.

Hiicrelerin ¢ozililmesi i¢in -80 °C derin dondurucudan ¢ikarilan “cryovial” tiipler, i¢cinde
kaynar su bulunan kaplar icinde bekletildi ve donmus olan hiicrelerin ¢oziilmesi
saglandi. Sivi hizlica iginde hiicre soyuna uygun besiyeri bulunan santrifiij tiipiine
aktarilarak 230 g’de 5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda 1 adet 25 cm? hiicre kiiltiir kabina

yaklasik 5 ml toplam hacimde hiicrelerin tamamu ekildi.

3.2.3 Hiicre Sayim

Hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra besiyeri ile sulandirildi. hiicre siispansiyonundan
10 pl &rnek 96 kuyucuklu mikroplakada bir kuyucuga pipetlendi. Uzerine 10 pl tripan

mavisi ilave edilerek iyice karigsmasi saglandi. Hematositometreye eklenen bu karisim

iki alanda sayilarak 1 ml hiicre slispansiyonundaki hiicre sayist hesaplandi.
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3.2.4 Ekstrakt Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

-80 °C'de saklanan ekstraktlar mikrokasik ile en az 10 mg alinip bijou tizerine eklenerek
hassas tartida (Shimadzu, Japonya) tartildi, 100 mg/ml olacak sekilde DMSO ile
sulandirildi ve 5 dk sonikasyon yardimiyla orneklerin tamamen ¢oziinmesi saglandi.
Boylece, 200 pg/ml ¢ozeltide DMSO orant 1:500, 100 pg/ml ¢ézeltide DMSO orani
1:1000 olarak belirlendi. Besiyeriyle yapilan seyreltmelerde her hiicre soyuna uygun

olan besiyeri kullanildi.

3.3 Hiicre Canhlik Testleri

Hiicre canliliginin 6l¢iimii igin ilk olarak sulforodamin B (SRB) testi uygulandi.
Ardindan, en yiliksek canlilik inhibisyonu gosteren bitki ekstraktlari igin ATP testi
kullanildi. Burada, ilk adimda sulforodamin B testi kullanilarak diisiik maliyetle bir
tarama ¢aligmasi gerceklestirildikten sonra, ikinci adim olarak ATP testi ile % canliligin

yiiksek hassasiyetle belirlenmesi hedeflendi.

3.3.1 Sulforodamin B Testi

1990 yilinda gelistirilen ve in vitro sitotoksisite tarama ¢alismalarinda en sik kullanilan
yontemlerden biridir (Skehan ve ark. 1990).Yo6ntemin prensibi, trikloro asetik asit
(TCA) ile sabitlenmis hiicrelerin protein igerigine SRB’nin asidik kosullarda
baglanabilmesine dayanir. SRB, asidik pH’ta bazik aminoasitlere baglanir ve bazik
ortamda tekrar ¢oOzilinerek hiicre miktarina bagli olarak kolorimetrik bir 6l¢iim
yapilmasina olanak verir (Horobin ve Kiernan 2002). Parlak pembe renkteki SRB’nin
yapisindaki iki siilfonik grup bazik aminoasitlere baglanan kisimdir. Yaklasik 20 katlik
hiicre sayisi artiglarinda dahi sonuglarda lineerlik gézlenmektedir (Vichai ve Kirtikara
2006). SRB genellikle yine kolorimetrik bir test olan MTT ile kiyaslanmistir. MTT nin
prensibi metabolik aktiviteye dayandigindan ve SRB yonteminde Olii hiicreler de
boyandigindan SRB’nin ne 6l¢iide dogru sonug verebilecegi bir soru isareti yaratmistir,
ancak SRB ve MTT test sonuglarinin olduk¢a korale oldugu goriilmiistiir. Boyle bir

deney kurgusuyla test edilen maddelerin ICso degerlerinin SRB testi sonucunda kismen
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daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Rubinstein ve ark. 1990, Perez ve ark. 1993,
Haselsberger ve ark. 1996). Sonug¢ olarak, SRB yontemi diisiik maliyetli, hizl
caligilabilen fakat yiiksek hassasiyete sahip olmayan bir yontemdir.

SRB testi i¢in MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre soylar1 kullanilmistir.
Hiicreler, Cizelge 3.2°de de belirtilen biitiin ekstraktlarla muamele edilmislerdir. Biitiin
ekstraktlar 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,13 pg/ml konsantrasyonlarda seri
diliisyonla 3 tekrarli ve 100 pl/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara
uygulandi. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri sayilarak 100 ul besiyeri
icerisinde 5x103 hiicre olacak sekilde her bir kuyucuga ilave edildi. Ardindan hiicreler,
48 saat 37 °C, % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. Bu yontem her hiicre soyunda
3 bagimsiz tekrar ile calisildi. Negatif kontrol igin 200 pl besiyeri icerisine 5x102 hiicre
ekildi. Kor (blank) olarak kullanilacak kuyucuklara ise sadece 200 pl besiyeri eklendi.
Inkiibasyon sonrasinda mikroplakalara ters gevrilerek igerigi atildi. Her kuyucuga 100
ul % 10'luk TCA pipetlendi. Mikroplaka 4 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Plate ters
cevrilerek igerigi atildi. Her kuyucuk 200 pl deiyonize H20 ile 5 defa yikandi. Her
yikama sonunda plate ters ¢evrilerek igerigi atildi. % 0,4 (w/v) SRB ¢ozeltisinden her
kuyucuga 100 ul pipetlendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika beklendikten
sonra mikroplaka ters c¢evrilerek igerigi atildi. Her kuyucuk 100 ul % 1'lik (v/v) asetik
asit ¢ozeltisiyle 5 defa yikandi. Her yikama sonunda mikroplaka ters gevrilerek igerigi
atildi. Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra her kuyucuga 100 pl, 10 mM tris bazi
pipetlendi. Karistiricida (shaker) 10 dakika boyunca 600 rpm devirde mikroplakalar
calkalandi. Optik yogunluk (abs) 564 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka
okuyucusunda (FLASH Scan S12, Analytik Jena, Almanya) o6l¢iildii. % canlilik

asagidaki formiile gére hesaplandi:

% Canlilik = (Abs(564)ekstrakt — AbS(564)xsr) / (AbS(564)kontrot — AbS(564)ksr) x 100

3.3.2 ATP Hiicre Canlilik Testi

In vitro kosullarda kiiltiire edilen Okaryotik hiicreler kapali bir sistemde homeostazi

siirdiiriirken gorece sabit ATP diizeylerine sahiptirler. Hiicre 6liimii siirecinde hiicrede

ATP sentezi mumkiin olmazken kalan ATP de ATPazlar tarafindan sindirilir.

39



Dolayisiyla, pek ¢ok kosulda orneklerin ATP miktarmin Sl¢limii canli hiicre sayisi
hakkinda gegerli bir fikir verir (Crouch ve ark. 1993, Andreotti ve ark. 1995).

ATP miktariin 6lglimii ates boceginde (Photinus pyralis) bulunan lusiferaz enziminin
iirettigi 151k sinyallerine dayanir. Yontem ilk kullanildiginda dogrudan ates boceginden
elde edilen lusiferaz ile substrati olan lusiferinin biraraya getirildigi, fakat bir kag saniye
boyunca 1s1k liretebilen bir reaksiyon olusturabiliyordu (Niles ve ark. 2008). Ancak
giinimiizde lusiferaz reaksiyonunu optimize edecek tamponlarin kullanilmasi ve
yonlendirilmis evrim ile stabil lusiferaz enzimlerinin eldesi yontemin oldukca geligsmis
ve giivenilir olmasini saglamistir (Niles ve ark. 2008). Mikroplakalarda kullanilan hiicre
canlilig: test sistemleri i¢inde en hassasidir ve hiicrelerde arkaplan olusturabilecek bir
biyoluminesans olmadigindan 10°dan az hiicre dahi tespit edilebilmektedir (Niles ve
ark. 2008). Ayrica, test maddeleriyle interferans riskinin de diisiik oldugu bir yontemdir.

Lusiferaz reaksiyonu asagida gosterilmistir:

Lusiferaz
ATP + D-lusiferin + O, » Oksilusiferin + AMP + PPi + CO; + Foton (RLU)

ATP canlilik testi kolorimetrik yontemlere gore daha hassas ve giivenilir oldugu i¢in
SRB yonteminden sonra elde edilen sonuglar en etkili 2 ekstrakt icin dogrulanmistir.
ATP testi i¢in, A. multifida ve A. sibthorpianus 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,13
png/ml konsantrasyonlarda seri diliisyonla 3 tekrarli ve 100 pl/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalara uygulandi. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri
saytlarak 100 pl besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyucuga ilave
edildi. Ardindan hiicreler, 48 saat 37 °C, % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi. Bu
yontem her hiicre soyunda 2 bagimsiz tekrar ile ¢alisildi. Negatif kontrol i¢in 200 pl
besiyeri icerisine 5x10° hiicre ekildi. Inkiibasyon sonrasinda ATP kitinin icinde yer alan
hiicre lizis tamponu kullanilarak (50 pl/kuyucuk) hiicre igerisindeki ATP’nin hiicre
disina ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresini takiben, 50 pl hiicre
siispansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarmma aktarildi ve ardindan 50
ul/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren ¢ozelti ilave edildi. Reaksiyon sonunda
olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla), dlgme

zamani 1 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanilarak

40



Olciildi. Boylece, % canlilik grafigi RLU degerleri baz alinarak olusturuldu. % Canlilik

asagidaki formiile gore hesaplandi:

% canlilik = (RLU uygulanan kuyucuk — RLUMI) / (R I—Unegatif kontrol — RLUmr) x 100

3.4 ikili Boyamayla Hiicre Oliim Modunun Belirlenmesi

Ikili boyama yénteminde kullanilan floresans boyalar DNA’ya baglanir uygun
dalgaboyundaki 1sinlarla uyarildiklarinda niikleusu goriiniir kilarlar. Boylece niikleus
morfolojisi incelenerek hiicre 6liim modu belirlenebilir.

Hoechst 33342 canli, apoptotik veya nekrotik tiim hiicreleri boyayabilir. Apoptotik
hiicreler kromatin kondensasyonu veya sonrasinda ger¢eklesen niikleus fragmentasyonu
ile tanimlanabilirler (Oberhammer ve ark. 1994). Yogun bir niikleus kondensasyonu
gerceklesmesi ise piknozis olarak tanimlanir ve piknotik niikleus gorece kiigiik
olmasindan dolay1 daha yogun floresans 1s1ma yapar (Burgoyne 1999). Apoptozisin geg
donemlerinde (sekonder nekrozis) hiicre membran biitiinliigli bozulur. Hiicreyi bu
evrede tanimlamak i¢cin membran biitlinliigli bozulmamis hiicreye niifuz edemeyen bir
floresans boya, propidyum iyodiir (PI) kullanilabilir. Esas olarak Pl, hem nekrozis hem
de sekonder nekrozisi tanimlamak i¢in kullanilir. PI ile boyanan hiicrenin nekrotik veya
sekonder nekrotik oldugunu anlamak igin Hoechst 33342 boyamasinda apoptotik hiicre
ozelliklerinin goriiliip goriilmedigi yorumlanir. Eger piknotik niikleus veya niikleus
fragmentasyonu mevcutsa sz konusu hiicre sekonder nekrotiktir. Nekrotik bir hiicre
niikleusu ise genellikle normal hiicrelere gore kismen daha biiyiik olmasiyla ve daha
zayif floresans 1s1ma yapmasiyla tanimlanabilir. Onkozis silirecinde hiicre ile birlikte
niikleusun da hacimce biiyiimesi (sismesi) s6z konusudur.

Ikili boyama yéntemi icin, A. multifida ve A. sibthorpianus 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve
3,13 pg/ml konsantrasyonlarda seri diliisyonla 100 pl/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakalara pipetlendi. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri
saytlarak 100 pl besiyeri igerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ilave edildi.
Sonrasinda hiicreler, 48 saat 37 °C’de ve % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda her bir kuyucuga PBS c¢ozeltisinde hazirlanan Hoechst 33342 igin son

konsantrasyonu 5 pg/ml ve PI i¢in son konsantrasyonu 1 pg/ml olarak seyrelmis
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floresans boyalar eklendi. Mikroplaka 30 dk 37 °C’de inkiibe edildikten sonra floresans
atagmanli faz kontrast mikroskopta (Olympus CKX41) 100x biiylitmede kuyucuklarin
ayni1 bolgesinden temsili fotograflar ¢ekildi.

3.5 Genetik Toksikoloji Test Sistemleri

3.5.1 Komet Testi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Sonraki yillarda hasarli DNA goriintiisiiniin kuyruklu yildiza benzemesinden dolay1
komet testi adini alan mikrojel elektroforez kavrami, ilk olarak 1984 yilinda DNA
stiper-kivrimlarinin gevsemesine neden olan tek-zincir kiriklarini 6l¢en bir metod olarak
Ostling ve Johanson (1984) tarafindan sunulmustur. Ardindan, Singh ve ark. (1988) bu
yontemi alkali kosullarda (pH > 13) uygulayarak modifiye etmislerdir. Buradaki hedef,
agaroz jel i¢ine gdmiilmiis hiicrelerin her birinde DNA zincirinin go¢iinii tespit etmek
tizere DNA jel elektroforezi ve floresans mikroskobiyi birlestirmektir (Olive ve Banath
2006). Boylece, eger DNA hasar almigsa gevseyen siiper-kivrimlardan serbesti kazanan
DNA kirik uglari kisa bir elektroforez siirecinde anoda dogru hareket eder. DNA’nin
elektroforetik kosullardaki gocii, fragment biiyiikliigli ve DNA kirik uglarin sayisina
baglhidir ki bu kirik uglar daha biiyiik boyutta DNA’ya bagli olsalar dahi kisa bir mesafe
katedip “komet kafa”sindan ayrilabilirler (Fairbairn ve ark. 1995). Diisiik kirik
sayisinda komet kafasinin uzamasi (stretching) s6z konusudur, ancak DNA kirik sayist
arttikca serbest kalan DNA fragmentleri daha uzak mesafelere goc ederek elektroforez
sirasinda DNA hareketine hakim olan temek kurallar teskil ederler (Fairbairn ve ark.
1995). Sonug olarak, migrasyon yapan DNA miktarin1 6l¢ebilmek ayni zamanda DNA
kiriklarinin sayisini da belirlemek anlamina gelmektedir. Kuyruktaki DNA miktarini ve
dagilimim tanimlayan kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki % DNA, komet
testinde kullanilan temel tanimlayici ifadeler olmuslardir (Olive ve Banath 2006).

Komet testi DNA kiriklarimi 6lgebildigi i¢in yeni farmasdtik veya kimyasal maddelerin
genotoksik etkilerini degerlendirmek iizere yapilan standart test sistemleri i¢inde yerini
almistir (Hartmann ve ark. 2003, Collins 2004). Ayrica, bu yontemle DNA hasar
tamirinin 6l¢iilmesi de miimkiindiir; boylece fitokimyasallarin potansiyel antigenotoksik

etkilerini inceleme imkani da dogar (Duthie ve Dobson 1999, Collins 2004).
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Bu yoOntemin en Onemli avantajlar1 yliksek duyarlilikla diisik diizeydeki DNA
hasarlarin1 saptayabilmesi, tek hiicre diizeyinde caligilabilir olmasi, kisa siirede
uygulanabilirligi ve diisiik maliyetidir (Tice ve ark. 2000). Buna karsin, kullanilacak
konsantrasyonlarin yiiksek oranda apoptotik veya nekrotik dozlar olmasi testten dogru
sonu¢ alinmasina engeldir (Olive ve Banath 2006).

Ik olarak 6 kuyucuklu mikroplakalarda her bir kuyucuga MCF-7, MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicre soylarmin herbirinden 1 ml’de 5x10° hiicre ekildi. Hiicre ekiminden 24
saat sonra, son konsantrasyon A. multifida ve A. sibthorpianus’nin ICso dozlar1 olacak
sekilde bu kuyucuklara A. sibthorpianus veya A. multifida igeren besiyerlerinden 1 ml
eklendi. Ayrica, her hiicre soyu i¢in sisplatin (CDDP) literatiirde kullanilan ICsg dozlari
(MCF-7 i¢in 70,0 uM, MDA-MB-231 igin 100,0 uM ve MCEF-10A i¢in 52,2 uM)
secilerek uygulandi (Tassone ve ark. 2003, Chen ve ark. 2013). CDDP, DNA-DNA-
zincirigi ¢apraz baglar (intrastrand crosslink) olusturan genotoksik bir ajan oldugu igin
pozitif kontrol olarak kullanildi (Cepeda ve ark. 2007).

Alkali komet testi Singh ve ark. (1988)’in yonteminde baz1 modifikasyonlarla birlikte
gerceklestirildi (Celikler Kasimogullar ve ark. 2014). Kullanilacak lamlar deney dncesi
% 1’lik Normal Erime Noktali (NMP) agar ile kapland1 ve etiketlendi. Uygulama
stireleri, kontrol grubu i¢in 4 saat, ekstrakt gruplari i¢in kisa ve uzun siireli maruziyet
sonuglarint belirlemek i¢in 4 ve 24 saat seklinde segildi. Siire sonunda hiicreler
tripsinize edilerek 300 ul PBS eklendi ve hiicre sayimi yapildi. Hiicre siispansiyonu 60
ul’de 3x10* hiicre olacak sekilde seyreltildi. Bu hiicre siispansiyonu iizerine % 1’lik 160
ul Diistik Erime Noktali (LMP) agar eklendi. Bu sekilde LMP agar konsantrasyonu %
0,65’e diistii. Hizlica 100’er pl hacimde hiicre siispansiyonu iizerinde NMP bulunan
lamlar iizerine eklendi. Lamlar 20x40 mm lameller ile kapatilarak +4 °C’de 15 dk
bekletilerek jelin katilagmasi saglandi. Sonrasinda, lameller kaldirilarak lamlar +4 °C’de
iginde lizis ¢ozeltisi (2,5 M NaCl, 100 mM Na;EDTA, 10 mM tris bazi, % 1 Triton X-
100, % 10 DMSO; pH 10) bulunan salelere yerlestirildi ve karanlikta gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin, lamlar i¢inde soguk elektroforez tamponu ¢ozeltisi (300 mM
NaOH, 1 mM Na;EDTA,; pH > 13) bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Lamlar bu
¢ozeltide DNA sarmalinin agilmasi (unwinding) icin 15 dk bekletildi. Tankin ¢evresine
buz akiileri yerlestirilerek elektroforez sirasinda sicakligin yiikselmemesi hedeflendi.

Yiiriitme islemi 25 V ve 300 mA’de 30 dk siirdiiriildii. Yiriitmenin ardindan tanktan
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alinan lamlar pH’1n dengelenmesi i¢in +4 °C’deki notralizasyon tamponuna (0,4 M tris
bazi; pH 7,5) yerlestirildi. Son olarak dH-O ile yikanan lamlar kurumaya birakildi.

Mikroskobik inceleme, Novel N-800M floresans atagmanli faz kontrast mikroskopta
%200 biiylitmede BP 546/10 nm filtre kullanilarak gerceklestirildi. Son konsantrasyon 2
pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir lam {izerine pipetlendi ve 20x20 lamel kapatildi.
Her bir deney grubu i¢in 50 niikleus sayildi ve fotograflandi. Fotograflar, Kameram 21
(Mikrosistem, Istanbul, Tiirkiye) yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirmede
komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kafa % DNA, Olive kuyruk

momenti, genetik hasar indeksi ve hasarli hiicre yiizdesi verilerinden yararlanildi. Hasar

tiplendirmesi Sekil 3.1°deki gibi yapildi.

|i|““““““““““\‘|i|“““““““““‘\““““““““““““

Sekil 3.1. Komet testiyle mikroskobik inceleme sonucu karsilagilan hasar tipleri: (A)
Tip 0, (B) Tip 1, (C) Tip 2, (D) Tip 3, (E) Tip 4. Hasarsiz hiicreler Tip O olarak
tamimlanir. Isimlendirme DNA hasarmin artmasiyla birlikte Tip 1°den Tip 4’e devam
eder

Genetik Hasar Indeksi (GHI) su formiile gére hesaplandi (Anderson ve ark. 1994):

GHI = (1 x Z1ip1) + (2 % Z7ip2) + (3 X Z1ip3) + (4 X Zipa) / (ZTipo + Zipt + Zip2 + ZTip3 +
ZTipa)

Hasarli Hiicre Yiizdesi (HHY) Formiilii (Anderson ve ark. 1994):

% Hasarl1 Hiicre = Zip2 + Ztips + Ztipa / (Z1ipo + Zip1 + Ztip2 + Z1ip3 + Z1ips)
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3.5.2 Mikroniikleus (MN) Testi

Mikrontikleus varligi kromozom kiriklar1 ve/veya biitiin bir kromozom kaybini gosterir
(Fenech 2000). Kromozom kiriklari, hasar tamiri yapilmamis veya yanlis yapilmis DNA
zincir kiriklarindan ileri gelebilir (Savage 1993). Hiicre boliinmesi gerceklestiginde bu
asentrik kromozom(lar) veya i§ ipliklerine tutunmayan kromozom(lar) hiicre
kutuplarina dogru hareket edemez. Telofaz evresinde bu yapilarin da ¢evresinde niikleus
membrani olusur ve kromozom yapisi ¢oziilerek (uncoil) interfaz niikleusuna benzer,
ancak daha kiiclik bir niikleus olusturur (mikroniikleus). Farkli genotoksik c¢iktilar
olarak, niikleus tomurcuklar1 (nuclear bud, Nbud) gen amplifikasyonunu,
niikleoplazmik kopriiler ise hatali onarilan telomer kaynasmalarini gosterir (Fenech ve
ark. 2003, Fenech 2007).

Mikrontikleus yonteminin gegmisi 1950°’li yillara kadar dayandirilabilir, ancak
mitojenle uyarilmis lenfositlerde kromozomal hasar1 6lgmek i¢in uygulamak ilk olarak
Fenech ve Morley (1985) tarafindan teklif edilmistir. Bu yontemde hiicrelerin ilk mitoz
boliinmede tutuklanmalar1 ve ardindan olusan mikroniikleus yapilarimin goézlenmesi
hedeflenmistir. Sitokinez asamasinda mitoz boélinmenin sitokalazin B maddesi
tarafindan bloklanmasi yontemin tekrarlanabilirligini yiikselten ve yaygin laboratuvar
kullanimina sokan 6nemli bir noktadir. Mikroniikleus testi giiniimiize degin 6zellikle
sonuglarinin degerlendirilmesi, skorlama yapilmasi anlaminda gézden geg¢irilmis ve bir
konsensiis  saglanmast  icin  “HUman  MicroNucleus  Project”  c¢alismasi
gerceklestirilmistir (Bonassi ve ark. 2001, Fenech ve ark. 2003). Ayrintili bir protokol
sundugu c¢alismasinda Fenech (2007) mikrontikleus testini oldukca kapsamli bir test
sistemi olarak ortaya koymus ve “sitokinez-bloklu sitom testi” olarak isimlendirmistir.
Bu test ile mikrontikleus, niikleoplazmik kopriiler ve niikleus tomurcuklar1 (Nbud) gibi
genotoksik hasar parametrelerinin yani sira apoptozis ve nekrozis gibi sitotoksisite
parametrelerinin ve hiicrelerin bir, iki veya daha fazla niikleus igermelerinde gore
sitostatik etkilerin 6lgiimii de miimkiindiir (Fenech 2007). Sekil 3.2°de (A) 1/3 ve 1/9
niikleus ¢apinda 2 adet mikroniikleus igeren hiicre. (B) Niikleusa temas eden ancak iist
iiste ¢akismayan mikroniikleuslar (C) Niikleoplazmik kopriiyle bagli iki niikleus ve 2
mikroniikleus. (D) Ender goriilen fakat g¢esitli biiyiikliiklerde 6 mikroniikleus iceren

hiicre gdsterilmistir.
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(a) (b) (c) (d)

Sekil 3.2. MN yapilarmin farkli sematik gériiniimleri (Fenech 2000)

Mikroniikleus skorlama kriterlerine dikkat etmek testin tekrarlanabilirligi ve skorlayici

aras1 farklar1 minimuma indirmek i¢in 6nem arz eder. Bu nedenle, dogru biniikleer

hiicrelerin se¢ilmesi ve mikrontikleus skorlamasinin dogru yapilmasi i¢in Fenech (2007)

tarafindan maddelenen kritelerlere uyulmustur:

Mikrontikleus yalniz biniikleer hiicrelerde skorlanmaistir.

Biniikleer hiicre niikleuslari ayni hiicre membrant smirlarinda bulunmali ve
parcalanmamisg hiicre membranina sahip olmalidir.

Bintikleer hiicre niikleuslarinin boyutlar1 birbiriyle ayni veya yakin olmali,
boyanma yogunluklari benzer olmalidir.

Biniikleer hiicrelerin birbirine temas etmeleri istenen bir durum degildir ancak
boyle bir durumda her iki niikleusun da sinirla belli olmalidir.

Mikroniikleus ¢ap1, niikleus ¢apinin 1/3’linden biiyilk olmamalidir. Aksi
durumda ayr1 bir niikleus olarak kabul edilir.

Mikroniikleus boyanma sekli niikleus ile ayni1 olmalidir (6rnegin artefaktlardan
ayirt edilebilmesi igin daha parlak veya yansitici 6zellikte olmamalidir)
Mikroniikleus niikleusa temas edebilir ancak smirlar1 belli olmalidir ve

niikleusla baglantist olan bir yap1 olmamalidir.

Sekil 3.3’te sitokinez sathasinda coklu niikleus igeren hiicreler goriilmektedir.

Fotograflar % 5’lik giemsa boyamasinin ardindan Novel N-800M faz kontrast

mikroskopta 400x biiylitmede ¢ekilmistir.

Mikroniikleus testiyle ayrica Niikleus Boliinme Indeksi (NDI) de hesaplanabilir. Bunun

icin, en az 500 hiicre sayilarak mononiikleer, biniikleer, triniikleer ve tetrantikleer

hiicreler not edilir ve oranlar1 belirlenir. Bu sayede canli hiicrelerin proliferatif durumu
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hakkinda bilgi sahibi olunur. Dolayisiyla, bu parametrenin sitostatik etki igin bir

gosterge oldugu bildirilmistir (Fenech 2007).

Sekil 3.3. Sitokalazin B ile bloklanmis hiicre boliinmesi. Mo: mononiikleer, Bi:
biniikleer, Tr: trintikleer, Te: tetraniikleer hiicre (400x)

Hiicre ekimi 6 kuyucuklu mikroplakalarda her kuyucuga 1 ml’de 2,5x10° MCF-7,
MDA-MB-231 veya MCF-10A pipetlenerek gerceklestirildi. Hiicre ekiminin ertesi
ginii 1 ml hacimde ve son konsantrasyonlari karsilik gelen hiicre soyundaki ICso
degerleri olacak sekilde A. multifida ve A. sibthorpianus igeren besiyeri ilave edildi.
Cozgen kontrol olarak 1:1000 oraninda DMSO kullanildi. Ayn1 zamanda, biitiin deney
gruplarina eszamanl olarak son konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde sitokalazin B
eklendi. Sitokalazin B konsantrasyonu genel olarak 3 pg/ml olarak secilse de 6 pg/ml
dozu da yaygindir (Bonassi ve ark. 2001). Mikroplakalar 48 saat 37 °C, % 5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsinize edildi. Aspirasyon
sonrasinda hiicre peleti iizerine 150 ul PBS eklendi ve hiicreler 2 kez 1 ml’lik
enjektorden gegirildi. Sonrasinda 150 upl’lik hacimden 50 pl gekildi ve hiicrelerin
sismesini saglamak amaciyla 450 ul hacmindeki hipotonik 65 mM KCI ¢ozeltisine ilave
edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Ardindan hipotonik ¢6zeltide 20 dk oda
sicakliginda beklendi. Siire sonunda hiicre slispansiyonu ikiye boliinerek (2x500 ul) 600
rpm hizda 4 dk boyunca sitosantrifiij edildi. Boylece, hiicrelerin sitosantrifiij kasetleri
icine yerlestirilmis lam {izerine yapigsmalari ve bu ylizeyde yayilarak niikleus yapilarinin
ve anomalilerin boyama sonrasi net olarak goriinmesi kolaylastirildi. Lam ylizeyine
yapisan hiicreler -20 °C’de sogutulmus % 90’lik metanol ile oda sicakliginda 8 dk tespit
islemi yapildi (Dhawan ve ark. 2003).

Mikroskobik inceleme, Novel N-800M floresans atagmanli faz kontrast mikroskopta
400x biiyiitmede BP 546/10 nm filtre kullanilarak gerceklestirildi. Son konsantrasyon 2
ug/ml olacak sekilde etidyum bromiir lam iizerine pipetlendi ve 20x40 lamel kapatildi.
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Burada ayrica mikroniikleus testinde geleneksel olarak giemsa boyamasi yapildigini,
ancak akridin oranj gibi floresans boyalarin da benzer hatta daha yiiksek performans
gosterdigi belirtmek gerekir (Hayashi ve ark. 1983). Skorlama i¢in MN testinde her
deney grubunda 2000 biniikleuslu hiicre sayildi. MN skorlama igin Fenech (2007)
tarafindan belirlenen kriterler dikkate alindi. NDI belirlemek igin ise her deney
grubunda toplami 1000 olmak iizere mononiikleer, bintikleer, triniikleer ve tetraniikleer

hiicreler sayildi. NDI asagidaki formiile gére hesaplandi (Fenech 2007):

NDI=(1 xXn1+2 X% Zn2+3X N3 +4 X Ena) / (Eng + 22 + Ens + Zna)

NDI: niikleus boliinme indeksi, N1: mononiikleer, N2: biniikleer, N3: triniikleer, N4:

tetraniikleer.

3.6 Hematoksilen Boyama

Hematoksilen, Haematoxylon campechianum bitkisinden elde edilen bazik bir boyadir.
Bu ozelligiyle DNA ve RNA gibi asidik yapilara baglanarak koyu mavi-mor olarak
boyar. Hematoksilen histoloji, histokimya, histopatoloji ve sitolojide en yaygin olarak
kullanilan boyadir (Avwioro 2011). Histolojide genellikle bir sitoplazma boyasi olan
eosin ile birlikte kullanilir. Hematoksilen niikleik asitler disinda kullanilan mordana
gore lipid, karbonhidrat veya fibrin gibi hiicre dis1 yapilarin ve ayni zamanda
parazitlerin boyanmasinda kullanilabilir (Avwioro 2011). Hematoksilen bir niikleus
boyasi olarak uzun zamandir mitotik indeks belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu
yonteme benzer olarak proliferatif aktivite i¢in histolojide Ki-67 kullanilmaktadir ve
buna ek olarak fosforillenmis histon H3 Onerilmistir (Brenner ve ark. 2003).
Hematoksilen ve eosin boyasi kullanilarak yapilan boyamalarin ise zaman alan ve
uzmanlik gerektiren yontemler oldugu belirtilmistir (Brenner ve ark. 2003).

[k olarak 6 kuyucuklu mikroplakalarin her bir kuyucuguna etil alkolde steril edilmis
22x22 mm lamel steril bir pens yardimiyla yerlestirildi. Her kuyucuga 1 ml’de 2,5x10°
MCF-7, MDA-MB-231 veya MCF-10A hiicresi ekildi. Hiicre ekiminin ertesi giinii 1 ml
hacimde ve son konsantrasyonu 3,13, 6,25, 12,5, 25 ve 50 pg/ml olacak sekilde A.

multifida ve A. sibthorpianus iceren besiyeri ilave edilerek mikroplakalar 48 saat 37 °C,
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% 5 CO?’li inkiibatorde inkiibe edildi. 100 pg/ml dozu her iki bitki i¢in de toksik
etkisinden dolay1 kullanilmadi.

Stire sonunda besiyeri aspire edilerek kuyucuklar PBS ile yikandi. Ardindan -20 °C’de
sogutulmus % 90’lik metanol ile hiicreler oda sicakliginda 8 dk tespit islemi yapildi.
Metanol ¢ozeltisi aspire edilip hiicreler PBS ile yikandiktan sonra lamel {izerine 200 pl
hematoksilen eklendi ve 2 dk beklendi. Kuyucuklar hematoksilen aspire edildikten
sonra seri sekilde 3 kez dH»O ile yikandi. Lameller bir enjektér ucu yardimiyla
kaldirilip kurutuldu ve bir damla gliserol damlatilmis lam ylizeyine kapatildi.
Mikroskobik incelemeler Novel N-800M faz kontrast mikroskopta 400x biiyiitmede
gerceklestirildi ve hiicreler fotograflandi. MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicrelerinde
mitotik indeks ve multiniikleus parametreleri incelendi. MCF-7 hiicrelerinde ise hiicre
niikleus/sitoplazma  oram1  yiiksek  oldugundan  multiniikleus  parametreleri
degerlendirilmeyip mitotik indeks incelendi. Hiicrelerin sayimi 10 adet rastgele alan
secilerek yapildi ve toplam hiicre sayinin 500’{in altinda olmasi1 halinde farkli alanlardan
bu sayimin {izerine ¢ikincaya kadar sayim yapildi. Belirlenen mitotik figiirler profaz,
metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez olarak ayrica kaydedildi. Hiicre sinirlart belli ve
diger hiicrelerden ayirt edilebilen hiicreler arasindan ¢ift veya daha fazla niikleusa

(multintikleasyon) sahip olan hiicreler sayildi.

3.7 Antioksidan Kapasiteyi Belirlemeye Yonelik Testler

3.7.1 DPPH Testi

Brand-Williams ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH") serbest radikalinin antioksidan molekiillerce siipiiriilmesinin  6lgtimiine
dayanan bir metottur. DPPH azot atomunda eslesmemis bir valens elektronu bulunan
gorece kararli bir serbest radikal molekiiliidiir (Sharma ve Bhat 2009). Bu ydntemin
bitki ekstraktlarinda yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlie sahip oldugu belirtilmistir
(Katalinic ve ark. 2006). Yiiksek DPPH radikali siipiirme aktivitesi, bitki ekstraktlarinin
fenolik bilesenlerce zenginligini yansitmaktadir (Dudonne ve ark. 2009).

DPPH testi ucuz ve seri olarak gerceklestirilebilen bir testtir. Ancak bazi1 dezavantajlar

da vardir. DPPH testi pek cok laboratuvarda kullanildigi icin farkli laboratuvar
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gruplarimin yaptiklart modifikasyonlar nedeniyle deneyler arasi karsilastirmalar giigtiir
(Sharma ve Bhat 2009). DPPH testinde DPPH konsantrasyonu, test siiresi, reaksiyon
ortami olarak etanol veya metanoliin kullanilmasi gibi parametrelerdeki farkliliklar
Sharma ve Bhat (2009) tarafindan dile getirilmistir. Ayrica, reaksiyon ortaminda
kullanilan etanol veya metanol gibi ¢ozgenler fizyolojik kosullarla uyumlu olmayan bir
durum yaratmaktadir.

DPPH yontemi Molyneux (2004) tarafindan ayrintili bigimde incelenmis ve
caligmalarda 6l¢iime ve Olglimlerin yorumlanmasina dair tavsiyeler yer almistir. DPPH
testi bu tavsiyelere gore optimize edildi. Ik olarak, liyofilizatlardan en az 10 mg ve
tizeri agirliklarda tartim yapildi. Bitki ekstrakti ¢ozeltileri DMSO antioksidan 6zellik
gosterdigi icin 1 mg/ml stok konsantrasyonda etanol:H2O (1:1) ¢6zgeninde hazirlandi
(Sanmartin-Suarez ve ark. 2011). Cozeltiler 5 dk sonikasyona tabi tutuldu. Referans
cozeltiler olarak askorbik asit, gallik asit ve troloks se¢ildi. Bu maddeler i¢in de 1
mg/ml stok konsantrasyonu etanol:H.O (1:1) ¢6zgeninde hazirlandi. Her deney oncesi
kullanilan biitlin ¢ozeltiler antioksidan aktivite kaybina karsilik taze olarak hazirlandi.
DPPH testinde 3 bagimsiz deney, 96 kuyucuklu mikroplakalarin 90° c¢evrilerek
kullanilmastyla gerceklestirildi (geleneksel olarak kullanilan satir ve siitunlar yer
degistirdi). Biitiin kuyucuklara 100 ul hacimde etanol:H20 (1:1) eklendi. Mikroplakanin
ilk satirma 100 pl hacminde 1 000 pg/ml’lik ekstrakt ¢ozeltisi veya referans madde
eklenip mikroplakanin ilk 11 satirn kullanilarak seri dilisyon yapildi. Boylece,
konsantrasyon araligi 0,49- 500 pg/ml olarak gerceklesti. Son satir negatif kontrol
(DPPH kontrol) olarak belirlendi. Ardindan her kuyucuga, 100 pl metanol igerisinde
¢ozlilmis DPPH, son konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde pipetlendi. Mikroplakalar
wsiticili calkalayicida 600 rpm’de 30 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek absorbans degeri
517 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda (FlashScan S12, Almanya)
okundu. Absorbans/konsantrasyon grafigi c¢izildi ve Oncelikle lineer artisin oldugu
degerler belirlendi. Buna gore olusturulan egri denkleminde ekstraktin hangi

konsantrasyonun DPPH serbest radikalinin yarisini temizledigi hesaplandi (1Cso).
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3.7.2 CUPRAC Testi

Apak ve ark. (2004) tarafindan gelistirilen bu yontemle, antioksidan testlerin birbiriyle
korelasyonlarinin diisiik olmas1 ve 6zellikle besinler i¢in kapsayici bir “antioksidan
aktivite indeksi’nin olusturulamamasi nedeniyle basit, uygulanabilir ve kapsayici bir
test ortaya koymak hedeflenmistir. Bu yontemde polifenolik maddelerin bakir(II)-
neokuproin [Cu(ll)-Nc] ¢ozeltisini okside edici bir ajan olarak kabul edip reaksiyona
girerek bakir(Il) iyonunu indirgemeleri s6z konusudur Apak ve ark. (2004). CUPRAC
iIsmi de “bakir indirgeyici antioksidan kapasite” taniminin kisaltmasi olarak verilmistir.
Indirgeme reaksiyonu sonucu olusan renkli Cu(l)-Nc selat1 spektrofotometrik olarak
450 nm dalgaboyunda olgiilir (Apak ve ark. 2008). Yontemin avantajlari olarak
kullanilan ¢ozeltilerin ve reaksiyon sonucu olusan yapinin gorece kararli olmasi, kolay
uygulanabilir ve hava, gilinisig, nem ve bir dereceye kadar pH gibi olumsuz etki
yaratabilecek parametrelere karst duyarli olmamasi ve absorbans-konsantrasyon
egrisinin diger testlere gére daha genis bir aralikta lineer olmasi sayilabilir (Apak ve
ark. 2008).

Apak ve ark. (2004) tarafindan deney tiiplerine uygun olarak gelistirilen yontem 96
kuyucuklu mikroplakalara uyarlandi. Ilk olarak, liyofilizatlardan en az 10 mg ve iizeri
agirliklarda tartim yapildi. Bitki ekstrakti ¢ozeltileri DMSO antioksidan 6zellik
gosterdigi i¢cin 1 mg/ml stok konsantrasyonda etanol:H2O (1:1) ¢6zgeninde hazirlandi
(Sanmartin-Suarez ve ark. 2011). Cozeltiler 5 dk sonikasyona tabi tutuldu. Referans
cozeltiler olarak askorbik asit, gallik asit ve troloks secildi. Bu maddeler i¢in de 1
mg/ml stok konsantrasyonu etanol:H.O (1:1) ¢6zgeninde hazirlandi. Her deney Oncesi
kullanilan biitlin ¢ozeltiler antioksidan aktivite kaybina karsilik taze olarak hazirlandi.
CUPRAC testinde 3 bagimsiz deney, 96 kuyucuklu mikroplakalarin 90° g¢evrilerek
kullanilmasiyla gerceklestirildi (geleneksel olarak kullanilan satir ve siitunlar yer
degistirdi). Biitiin kuyucuklara 55 ul hacimde etanol:H2O (1:1) eklendi. Mikroplakanin
ilk satirna 55 pl hacminde 1 mg/ml’lik ekstrakt ¢ozeltisi veya referans madde eklenip
mikroplakanin 12 satir1 da kullanilarak seri diliisyon yapildi. Boylece konsantrasyon
araligi 0,49-1 000 pg/ml olarak gergeklesti. CUPRAC testinde kullanilmasi gerekli
diger c¢ozeltiler olan CuClz, NHsAc ve neokuproin g¢ozeltileri taze hazirlanip esit

hacimlerde karistirildi ve her kuyucuga bu ¢ozeltiden 150 pul pipetlendi. Mikroplakalar
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1siticili galkalayicida 600 rpm’de 60 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek absorbans degeri
450 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda (FlashScan S12, Almanya)
okundu. Absorbans/konsantrasyon grafigi ¢izildi ve oncelikle lineer artisin oldugu
degerler belirlendi. Buna gore bir egri denklemi olusturuldu. Troloks igeren 1 mg/ml
cozeltiye karsilik gelen absorbans degeri hesaplanarak bu degeri elde etmek i¢in karsilik
gelen bitki ekstrakt ¢ozelti konsantrasyonlari karsilik gelen egri  denklemleri
kullanilarak hesaplandi. Boylece CUPRAC antioksidan kapasitesi, 1 pg troloks
aktivitesine karsilik gelen ekstrakt ¢ozelti aktivitesi olarak pg cinsinden belirlendi (pg

troloks esdegerligi / pg ekstrakt).

3.8. istatistiki Analiz

Istatiki analizler SPSS 22.0 paket bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama ve standart sapma veya standart hata olarak verildi. Her bir parametrenin
normal dagilim analizleri yapilarak uygun parametrik veya non-parametrik istatistik
analizler uygulandi. Parametrik testlerden One way ANOVA, non-parametrik testlerden
ise Kruskal Wallis Testi kullanildi. Fark gruplart homojenite testi sonuglarma gore
Tamhane’s T2 testine gore p < 0,05 anlamlilik seviyesinde verildi. Grafikler Microsoft
Office Excel 2013 ve GraphPad Prism 6 yazilimlari kullanilarak hazirlandi. 1Cso
degerlerinin hesaplanmasinda Microsoft Office Excel 2013 yaziliminda yer alan tahmin
fonksiyonu kullanildi. Hata ¢ubuklari komet testi grafiklerinde standart hata, diger
biitliin testlerde standart sapma olarak gosterildi. Grafiklerin tizerindeki istatistiki

degerlendirmeler yine SPSS 22.0 paket bilgisayar programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR
4.1 Sulforodamin B Testiyle Ekstraktlarin Sitotoksik Aktivitelerinin Taranmasi

Biiytime baskilayicr etkileri yiiksek olan ekstraktlar: saptamak iizere ilk olarak SRB testi
gerceklestirilmistir. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde ve 48 saatlik
zaman araliginda, bazi ekstraktlar doza bagimli olarak biiyiime baskilayici etkiler
gostermislerdir. H. humile (Sekil 4.1), O. caespitosum toprak alt1 kisimlar1 (Sekil 4.2),
G. olympica (Sekil 4.9) ve E. campylopoda (Sekil 4.10) ekstraktlar1 kullanilan biitiin
dozlarda biiyiime baskilayict etki gostermemislerdir. Buna karsilik, O. caespitosum
toprak tistii kisimlar1 (Sekil 4.3), D. bithynicum (Sekil 4.6), S. olympicus (Sekil 4.7) ve
T. pichleri (Sekil 4.8) ekstraktlari sadece 100 veya 200 pg/ml gibi yiiksek
konsantrasyonlarda aktivite gostermislerdir. Daha diisiik konsantrasyonlarda biiylime
baskilayici etkileri olan ekstraktlar A. multifida (Sekil 4.4), C. drabifolia (Sekil 4.5), A.
sibthorpianus (Sekil 4.11) ve P. pilosum (Sekil 4.12) ekstraktlari olarak kaydedilmistir.

Heracleum humile

1501
~ 100+
S
—
=
S
501 © MCF-7
& MDA-VB-231
- MCF 10A
0 '

3,13 6,25 12,5 25 50 100 200
Doz (ng/mil)

Sekil 4.1. H. humile ekstraktinin SRB testi ile % canlilik iizerine etkisi
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Olymposciadium caespitosum (toprak alti)

1501
~ 100
2
=
T
S
501 © MCF-7
& MDAMB-231
- MCF 10A
0 L]

313 6,25 125 25 50 100 200
Doz (ng/ml)

Sekil 4.2. O. caespitosum toprak alt1 kisimlar1 ekstraktinin SRB testi ile % canlilik
lizerine etkisi

Olymposciadium caespitosum (toprak iistii)
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Sekil 4.3. O. caespitosum toprak istii kisimlar1 ekstraktinin SRB testi ile % canlilik
lizerine etkisi
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Achillea multifida
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Sekil 4.4. A. multifida ekstraktinin SRB testi ile % canlilik tizerine etkisi

Centaurea drabifolia
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ekil 4.5. C. drabifolia ekstraktinin testi ile % canlilik lizerine etkisi
Sekil 4.5. C. drabifolia ekstrak SRB le % lilik k
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Doronicum bithynicum
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— 100+
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Sekil 4.6. D. bithynicum ekstraktinin SRB testi ile % canlilik iizerine etkisi

Senecio olympicus
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Sekil 4.7. S. olympicus ekstraktinin SRB testi ile % canlilik {izerine etkisi
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Canhilik (%
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Tripleurospermum pichleri
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Sekil 4.8. T. pichleri ekstraktinin SRB testi ile % canlilik iizerine etkisi
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Gypsophila olympica
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Sekil 4.9. G. olympica ekstraktinin SRB testi ile % canlilik {izerine etkisi
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Ephedra campylopoda
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Sekil 4.10. E. campylopoda ekstraktinin SRB testi ile % canlilik {izerine etkisi

Astragalus sibthorpianus
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ekil 4.11. A. sibthorpianus ekstraktinin SRB testi ile % canlilik tizerine etkisi
S p
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Papaver pilosum
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Sekil 4.12. P. pilosum ekstraktinin SRB testi ile % canlilik tizerine etkisi

Hiicre biiylimesini baskilayan ekstraktlarda geleneksel sitotoksisite egrisi gozlenmistir;
ancak D. oleoides ekstrakti, ilging bir sekilde uygulandigi dozdan bagimsiz olarak
antiproliferatif 6l¢ekte degerlendirilebilecek bir etki gostermistir (Sekil 4.13). Dogal bir
antikanser bilesik olan paklitakselin hiicre biiyiimesini baskilayici etkileri Sekil 4.14’te
gosterilmigtir. Biitlin ekstraktlara ve paklitaksele ait ICso degerleri Cizelge 4.1°de
belirtilmistir. SRB hiicre canlilik testine gore 48 saatlik uygulama sonucu MCF-7,
MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde en diisik ICso degerine sahip ekstrakt A.
sibthorpianus ekstrakti olarak belirlenmistir. Ekstraktin malignan olmayan MCF-10A
hiicrelerinde biiylime baskilayic etkisini gorece yiiksek dozlarda gostermesi de dikkat
cekicidir. Diger etkili ekstraktlar ise A. multifida, C. drabifolia ve P. pilosum
ekstraktlaridir. Bu ekstraktlarin etki diizeyleri birbirine yakindir. Mikroskobik
incelemede, A. multifida ekstraktinin ICso degerinin hesaplanandan daha diisiik dozlarda
olabilecegi diisiiniildiigiinden sonraki deneylerde A. multifida segilmistir. Diger
ekstraktlarin 1Cso degerleri 100 pg/ml tizerindedir ve bir kismininki belirlenen doz
araliginin disindadir (ICso > 200 pg/ml). Hiicre soylar i¢inde genel olarak MDA-MB-
231 ekstrakt uygulamasina daha duyarli olan hiicre soyudur. MCF-10A ve kanser hiicre
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soylar arasindaki ICso degerleri kiyaslandiginda katlik farklar A. sibthorpianus disinda
sadece P. pilosum ekstraktinda goriilmektedir.

Daphne oleoides
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Sekil 4.13. D. oleoides ekstraktinin SRB testi ile % canlilik tizerine etkisi

Paklitaksel
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Sekil 4.14. Paklitakselin SRB testi ile % canlilik tizerine etkisi
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Cizelge 4.1. A. multifida ve A. sibthorpianus’un SRB testine gére hesaplanan ICso
degerleri

1Cs0
Ekstrakt MCF-7 | MDA-MB- | MCF-10A

231
H. humile > 200 > 200 > 200
O. caespitosum toprak alt1 kisimlari > 200 > 200 > 200
O. caespitosum toprak tistii kisimlari > 200 155,18 > 200
A. multifida 85,03 49,93 94,52
C. drabifolia 70,65 44,86 101,49
D. bithynicum 154,22 95,56 > 200
S. olympicus > 200 102,32 > 200
T. pichleri 89,49 114,27 159,13
G. olympica > 200 > 200 > 200
E. campylopoda > 200 > 200 > 200
A. sibthorpianus 61,83 34,64 187,94
P. pilosum 80,68 49,65 172,57
D. oleoides > 200 118,68 95,51
Paklitaksel 29,44 23,80 < 3,13

4.2 ATP Testiyle A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarinin Sitotoksik

Aktivitelerinin Dogrulanmasi

Calisilan ekstraktlar i¢inde en etkili olan A. sibthorpianus ve A. multifida ekstraktlarinin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri daha hassas bir yontem olan ATP hiicre canlilik
testiyle belirlenmistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Her iki ekstrakt da doza bagimli olarak
hiicre biiyiimesini baskilayic1 yonde etki gdstermiglerdir. Istisnai olarak, A.
sibthorpianus 12,5 pg/ml dozunda ve MDA-MB-231 hiicrelerinde proliferatif bir etki
gostermektedir. Ancak, % 100’ln iizerinde olan hiicre canliligi, yliksek bir egimle

azalarak 25-50 pg/ml doz araliginda % 50 canliligin altina digsmistiir.
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ATP testi - Achillea multifida
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Sekil 4.15. A. multifida ekstraktinin ATP testi ile % canlilik tizerine etkisi

ATP testi - Astragalus sibthorpianus
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Sekil 4.16. A. sibthorpianus ekstraktinin ATP testi ile % canlilik tizerine etkisi

Grafiklerden elde edilen ICso degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir. A. sibthorpianus

ekstrakti her hiicre soyunda farkli bir sitotoksisite egrisi olustururken A. multifida
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ekstraktinin ¢izdigi profil hiicre soylar1 arasinda herhangi bir ayrim yapmadigi
yoniindedir. Genel olarak, SRB ve ATP testi sonuclarin birbirine yakin oldugu ve
ATP testiyle elde edilen 1Cso degerlerinin kismen daha diisiik oldugu belirtilebilir
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. A. multifida ve A. sibthorpianus’un ATP testine gére hesaplanan ICso
degerleri

IC /ml
Ekstrakt 50 (ng/m)
MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A
A. multifida 69,34 62,18 61,30
A. sibthorpianus 30,41 44,75 158,94

4.3 ikili Boyama Yontemiyle A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarinin
Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin apoptotik etkilerini tespit etmek icin
Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir boyama yontemi kullanilmistir. Ekstraktlar SRB
ve ATP testlerinde kullanilan konsantrasyonlarda ve 48 saat siireyle hiicre soylarina
uygulanmis; boylece hiicre canliliginda doza bagimli olarak goriilen degisimlerin hangi
hiicre 6liim modlar1 araciligiyla gergeklestigi arastirilmistir. A. multifida ekstraktiyla
MCF-7 hiicrelerine muamele edilmesi sonrasinda 6,25 pg/ml dozundan itibaren
piknotik niikleus morfolojileriyle karakterize apoptotik hiicreler goriilmeye baslamigtir
(Sekil 4.17C). 100 pg/ml konsantrasyona kadar piknotik niikleuslar gozlenmekle
birlikte, bu hiicrelerin énemli bir kisminin PI ile boyandig1 i¢in sekonder nekrozise
gittigi anlagilmaktadir (Sekil 4.17C-F, beyaz —). Ancak temsili fotograflarda erken
apoptotik hiicreler de bulunmaktadir (Sekil 4.17C-F, turuncu —). Toksik etkinin
oldukca yiiksek oldugu 100 ve 200 pg/ml dozlarinda ise niikleusun hiicrelerin
cogunlugunda kayboldugu gozlenmistir (Sekil 4.17G-H). MCF-7 hiicre soyunda A.
sibthorpianus ekstrakt uygulamasinda gorece diisiik dozlarda piknotik veya geg
apoptotik hiicrelere rastlanmamistir (Sekil 4.18). Ancak agirlikli olarak 50 pg/ml ve
tizeri dozlarda hiicrelerin tamamina yakininin piknotik ve sekonder nekrotik oldugu

anlasilmistir (Sekil 4.18F-H). Bir diisiik doz olan 25 pg/ml konsantrasyonda PI pozitif
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hiicreler goriilmiistiir ancak 50 pg/ml konsantrasyonda goriilen oranda piknotik niikleus
gozlenmemistir (Sekil 4.18E). Sekonder nekrotik hiicrelerin 48 saat sonunda agirlikta
olmasindan dolayi, erken apoptotik hiicrelerin daha erken bir zaman noktasinda
yakalanabilecegi diisiintilmiistiir. Artan dozlarda hiicre yogunlugunun azaldig1 da
sitotoksisite testleriyle uyumlu olarak goriilmektedir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonrasinda MCF-7 hiicre soyuna
benzer olarak 3.13 pg/ml gibi diisiik bir konsantrasyondan itibaren piknotik niikleuslar
gozlenmistir (Sekil 4.19). Bu hiicreler yiiksek oranda PI ile de boyandigi i¢in apoptozis
temelinde nekrotik bir 6liim modunun hakim oldugu sdylenebilir. Hiicre yogunlugu 200
ng/ml konsantrasyonda diigmiistiir, fakat MCF-7 hiicrelerinde oldugu gibi Hoechst
33342 ve PI negatif 6li hiicreler goriilmemistir. A. sibthorpianus ekstraktinin MDA-
MB-231 hiicrelerinde ortaya koydugu etki hiicre 6liim modu agisindan MCF-7'de ortaya
cikan tabloya benzerdir (Sekil 4.20). 25 pg/ml konsantrasyonun altinda
yorumlanabilecek nitelikte hiicre 6limi bulunmamaktadir. 25 pg/ml konsantrasyonda
hiicre oliimi sinirlidir ve bunlarin birgogunda piknotik niikleus barindiran hiicre
gozlenmemistir (Sekil 4.20E). MDA-MB-231 hiicrelerinde de 50 pg/ml ve iizeri
dozlarda hiicrelerin yiiksek oranda seckonder nekrotik Kkarakterde oldugu tespit
edilmistir.

MCF-10A hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi sonrasinda goriilen PI pozitif
hiicreler, diger hiicre soylarma kiyasla doza bagimli olarak yiikselmistir ve ozellikle
hiicre oliimiiniin belirgin oldugu 100-200 pg/ml konsantrasyonlarinda daha fazladir
(Sekil 4.21). Ayrica, doz yiikseldik¢e hiicre yogunlugunun da buna paralel olarak
azaldig1 ve piknotik niikleus oraninin da diisiik oldugu gozlenmistir. Esas olarak, yogun
hiicre Olimiiniin  gerceklestigi  100-200 pg/ml  konsantrasyonlarinda niikleus
morfolojilerinde bir degisim olmamasi MCF-10A hiicrelerinde farkli 6lim modunun
etkin olabilecegini diisiindiirmektedir. A. sibthorpianus ekstraktiyla muamele edilmis
MCF-10A hiicrelerinde piknotik niikleusa sahip hiicreler 12,5 pg/ml dozunda ve daha
yiiksek dozlarda gdézlenmistir (Sekil 4.22). Bu hiicrelerin kayda deger bir kismi erken
apoptotiktir (Sekil 4.22E-G). MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 50 pg/ml ve tizeri
dozlarda gozlenen sekonder nekrotik hiicrelerin agirlikta oldugu bir tablo MCF-10A

hiicrelerinde gozlenmemistir. Hiicre yogunlugu 100 pg/ml dozundan itibaren belirgin
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sekilde azalmistir, ancak MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilen yogunlukta

apoptotik hiicrelere rastlanmamastir.

Kontrol

3,13 pg/ml

_) .

6,25 pg/ml

12,5 pg/mi 12,5 pg/mi

Sekil 4.17. MCF-7 hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun: Hoechst
33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik hiicre
(100x)
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A. multifida, MCF-7

100 pg/ml 100 pg/ml

200 pg/ml 200 pg/mli

Sekil 4.17. MCF-7 hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun: Hoechst
33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik hiicre
(100x%) (devam)
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A. sibthorpianus, MCF-7

3,13 pg/ml

6,25 ug/mi

12,5 pg/mi

Sekil 4.18. MCF-7 hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x)
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A. sibthorpianus, MCF-7

200 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.18. MCF-7 hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x) (devam)
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Kontrol

3,13 pg/mi

6,25 ug/mi

12,5 pg/mi 12,5 pg/ml

Sekil 4.19. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x)
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A. multifida, MDA-MB-231

100 pg/ml 100 pg/ml

200 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.19. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x) (devam)
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Kontrol

3,13 pg/mi

L

3,13 ug/ml

12,5 pg/ml

Sekil 4.20. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol
stitun: Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken
apoptotik hiicre (100x)
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A. sibthorpianus, MDA-MB-231

25 pg/mi

—>

200 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.20. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol
stitun: Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken
apoptotik hiicre (100x) (devam)
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A. multifida, MCF-10A

Kontrol

3,13 ug/ml

6,25'ug/mi

o8

< 12,5 pg/ml 12,5 pg/ml

Sekil 4.21. MCF-10A hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun: Hoechst
33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik hiicre
(100x)
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A. multifida, MCF-10A

100 pg/mil 100 pg/ml

200 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.21. MCF-10A hiicrelerinde A. multifida ekstrakt uygulamasi. Sol siitun: Hoechst
33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik hiicre
(100x) (devam)

74



A. sibthorpianus, MCF-10A

¢ N

3,13 pg/ml

6,25 ug/mi

12,5 pg/ml 12,5 pg/mi

Sekil 4.22. MCF-10A hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x)
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A. sibthorpianus, MCF-10A

)

100 pg/ml

200 pg/ml 200 pg/ml

Sekil 4.22. MCF-10A hiicrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi. Sol siitun:
Hoechst 33342, sag siitun: PI. Beyaz —: sekonder nekrotik, turuncu —: erken apoptotik
hiicre (100x) (devam)
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4.4 A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarmn DNA Hasar Indiikleyici
Etkileri

Komet testiyle A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin DNA’da tek zincir veya
¢ift zincir kiriklart olugturarak DNA hasari indiikleyici etkileri kisa (4 saat) ve uzun (24
saat) slireli olarak degerlendirilmistir. Komet testi sonucunda komet alani, komet
uzunlugu, komet yogunlugu, kuyruk alani, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk
% DNA, Olive kuyruk momenti, kafa ¢api, kafa alani, kafa yogunlugu, kafa % DNA,
genetik hasar indeksi ve % hasarli hiicre gibi ¢ok cesitli parametreler degerlendirilebilir.
Bunlar igerisinden komet uzunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA, kafa % DNA ve
Olive kuyruk momenti kullanilmigtir. Komet uzunlugu, bas ve kuyruk uzunlugunun
toplamini rastgele birim (AU) cinsinden ifade eder. Kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk
momenti de ayni sekilde ifade edilmistir. Olive kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve
kuyruktaki DNA yilizdesinin ¢arpimi olarak tanimlanmakta ve sonuglari daha dogru
yansittig1 i¢in komet test verilerini yorumlamakta birincil olarak tercih edilmektedir.
MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde karsilik gelen ICso dozlarn
kullanilarak yapilan uygulanmalarin sonuglart sirasiyla Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Sekil
4.25°te verilmistir. Bu sekillerde komet uzunlugu (A), kuyruk uzunlugu (B), kuyruk %
DNA (C), kafa % DNA (D), Olive kuyruk momenti (E) parametreleri yer almaktadir.
Komet uzunlugu ve kuyruk uzunlugunun her hiicre soyunda normal dagilim gosterdigi
ve varyansinin homojen olmadig: belirlenmistir ve fark gruplar1t Tamhane’s T2 testiyle
olusturulmustur. Kuyruk % DNA, kafa % DNA ve Olive kuyruk momenti normal
dagilim gostermemektedir. Degerler, parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis
testiyle analiz edilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde 4 saatlik A. sibthorpianus uygulamasi kuyruk uzunlugu ve kuyruk
DNA yiizdesinde bir artisa neden olmasina ragmen bu artiglar anlamli degildir (Sekil
4.23B, C). Buna karsilik, Olive kuyruk momentinde ise anlamli artig vardir (Sekil
4.23E). A. sibthorpianus ekstraktinin DNA hasar indiikleyici etkisi ancak 24 saatlik
uygulamasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu noktada, DNA hasar1 agisindan 24 saat ile hem
¢Ozgen kontrol hem de 4 saatlik uygulamalar arasinda anlamli farklar olusmustur. A.
multifida uygulamasinda 4 saatte kuyruk DNA yiizdesi ve Olive kuyruk momenti

anlamli olarak artmistir (Sekil 4.23C, E). Siirenin 24 saate uzamasiyla kontrole kiyasla
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DNA hasarinin anlamli olarak yiikseldigi goriilmistiir. Bu hasar, komet uzunlugu,
kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk momentindeki degisimlerle 4 saate nazaran da

anlamli olarak artis gostermistir.

A MCF-7, komet uzunlugu
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Sekil 4.23. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarnin 1Cso dozuyla MCF-7

hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, *; p<0,005, ™; p<0,0001
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D MCF-7, kafa % DNA
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Sekil 4.23. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozuyla MCF-7
hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, **; p<0,005, ***; p<0,0001 (devam)

MDA-MB-231 hiicre soyunda A. sibthorpianus uygulamasi 4 saat ve 24 saatlik
zamanlarda DNA hasarin1 indiiklemistir (Sekil 4.24). Buna karsilik, komet uzunlugu
haricinde 4 ve 24 saatlik uygulamalar arasinda zamana bagli anlamli bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 4.24A). A. multifida ekstrakti da benzer sekilde hem 4 hem de 24
saatlik uygulamalarda DNA hasarini indiiklemistir, ancak belirtilen siireler arasinda
DNA hasarinda anlamli bir degisim bulunmamaktadir. Ekstraktlar bu hiicre soyunda
yarattiklar1 DNA hasarinin siddeti agisindan yiiksek seviyede benzerlik gostermektedir.
Grafikteki degerlerin sayisal karsiliklar: Cizelge 4.6’da ayrintili olarak incelenebilir.
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MDA-MB-231, komet uzuniugu

>

e Kontrol
| ok 1 B saa
| ML Wi saat

90 | 1
=517
370
£ 60
'E-SIJ
%lﬂ
m 30
2
= 10
04
& ¢ & & &
« & & & &
& v &

v v
MDA-MB-231, kuyruk % DNA

B Kontral

B4 saat
R
I i 1 W24 saat
25 I ok 1
20 I ok 1
—
< 15
g
= 10
5
o -
& & & o & & ilé\
& & & & &
& X o b
¢ &S S & &
& v & v
o L'
MDA-MB-231, Olive kuyruk momenti
C Kentrol
.d saat
.24 saat
12 e
_ ] Ak 1
310 ] Edk 1
e B 1 ke 1
= —
o 8
@
T
g 4
E 2
0
-9 B o
«° & & & &
« & & g"q} o\f” & ‘__}ﬁ
yﬁ‘ » & w

Sekil 4.24. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarmin 1Cso dozuyla MDA-MB-231
hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, ™; p<0,0001
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D MDA-MB-231, kuyruk uzunlugu
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Sekil 4.24. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozuyla MDA-MB-231
hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 (devam)

MCF-10A hiicrelerinde 4 saatlik A. sibthorpianus uygulamasinda kuyruk uzunlugu,
kuyruk DNA yiizdesi ve Olive kuyruk momenti anlamli ve katlik yilikselmeler
goriilmiistiir (Sekil 4.25B, C ve E). Ancak uygulamanin siiresi 24 saate uzatilinca
kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momentinde anlamli azalmalar gozlenmistir. Bu,
zamanla MCF-10A hiicrelerinde DNA hasar tamirinin gergeklestigini gostermektedir.
Ancak burada gerceklesen DNA hasar tamiri kismidir ve hiicreyi uygulama oncesindeki
duruma dondiirememistir. A. multifida uygulamasinda kafa % DNA anlamli olarak
azalmis, incelenen diger parametrelerde de anlamli yilikselme gerceklesmistir (Sekil
4.25). Siirenin uzamasiyla birlikte DNA hasarinin incelenen parametrelerde anlamli

olarak yiikseldigi, 6rnegin kuyruk DNA yiizdesinin yaklasik 4 kat arttig1 belirlenmistir.
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MCF-10A, komet uzunlugu
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Sekil 4.25. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozuyla MCF-10A
hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, ™"; p<0,0001
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Sekil 4.25. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozuyla MCF-10A
hiicrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 (devam)

Hiicre soylar1 arasinda ve zamana bagli olarak karsilagtirmalar yapma amaglh olarak A.
multifida ve A. sibthorpianus ekstraklarinin DNA hasar yapict etkileri komet uzunlugu
(Sekil 4.26), kuyruk uzunlugu (Sekil 4.27), kuyruk % DNA (Sekil 4.28), kafa % DNA
(Sekil 4.29) ve Olive kuyruk momentindeki (Sekil 4.30) degisimler birlestirilerek
sunulmusgtur. Sonuglar genel olarak incelendiginde A. multifida ekstraktinin MCF-7 ve
MCF-10A hiicrelerinde ge¢ (24 saat) donemde DNA hasarmmi daha yiiksek oranda
indiikledigi soylenebilir. A. sibthorpianus ekstraktinin etkisi ise hiicre soylarina gore
degisim gostermektedir. MCF-7 hiicrelerinde DNA hasar1 ge¢ donemde indiiklenirken
MDA-MB-231 hiicrelerinde olusan DNA hasar1 zamana bagli degisim
gostermemektedir. MCF-10A’da ise olusan DNA hasar1 tamir edilmistir.
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Sekil 4.26. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin 1Csp dozunda 4 ve 24 saatte
komet uzunlugu iizerine etkileri

Kuyruk uzunlugu
50 mcF-7 iMpA-MB-231 [JMCF-10A

Rastgele birim

Sekil 4.27. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin 1Cso dozunda 4 ve 24 saatte
kuyruk uzunlugu tizerine etkileri
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Kuyruk % DNA
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Sekil 4.28. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin 1Csp dozunda 4 ve 24 saatte
kuyruk % DNA tizerine etkileri
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Sekil 4.29. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin I1Cso dozunda 4 ve 24 saatte
kafa % DNA iizerine etkileri
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Olive kuyruk momenti
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Sekil 4.30. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin 1Csp dozunda 4 ve 24 saatte
Olive kuyruk momenti lizerine etkileri

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus
ekstraktlarmim HHY ve GHI iizerine etkileri de diger komet parametreleriyle uyumlu
olmustur (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5). HHY, 0 ile 1 arasinda bir deger
alabilir. Burada, kontrole kiyasla 4 saatlik A. sibthorpianus uygulamasi disinda HHY’de
anlamli artis bulunmaktadir. GHI ise kontrole kiyasla biitiin uygulamalarda ve zaman
dilimlerinde anlamli artis gostermistir. HHY’de tek azalma A. sibthorpianus
uygulamasinda bu degerin 0,50’den 0,22’ye diismesiyledir. A. multifida ve A.
sibthorpianus ekstraktlarmin DNA hasarini ne 6lgiide indiikledikleri GHI degerleri
karsilastirilarak goriilebilir. Buna gore, A. multifida ekstraktinin DNA hasar yapici etkisi
daha yiiksektir.
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Cizelge 4.3. MCF-7 hiicrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozunda HHY ve GHI iizerine etkileri (ortalama +

standart sapma)

.| Cozgen kontrol A. multifida? A. sibthorpianus® Sisplatin
Komet parametresi
(1:1000 DMSO) 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat
HHY 0,18 +0,01 0,08 +0,01™ 0,40 +0,01™ 0,18+ 0,01 0,38+0,01" 0,04 £ 0,01 0,48 +0,01
GHi 0,31+0,01 0,66 +0,01" 1,22 +0,01™ 0,50+0,01" 1,04 +0,01" 0,20 £ 0,01 1,20+ 0,01

aTek yonlit ANOVA sonuglari fark gruplari kontrole gére Tukey HSD testiyle belirlenmistir, *; p<0,0001

b Kruskal-Wallis test sonuglar1 kontrole gore degerlendirilmistir, *; p<0,05, ™*; p<0,005
HHY: Hasarli hiicre yiizdesi
GHI: Genetik hasar indeksi

Cizelge 4.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozunda HHY ve GHI iizerine etkileri

(ortalama + standart sapma)

.| Cozgen kontrol A. multifida A. sibthorpianus Sisplatin
Komet parametresi
(1:1000 DMSO) 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat
HHY? 0,00 £ 0,00 0,62 +0,01" 0,72 +0,01" 0,69 +0,01" 0,70 +0,01" 0,56 0,01 0,49+ 0,01
GHi® 0,00 £ 0,00 1,56 +0,02" 1,56 £0,01° 1,30+£0,01° 1,50+0,01" 1,30+ 0,02 1,19+ 0,01

a8 Kruskal-Wallis test sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir, *; p<0,05.
HHY: Hasarli hiicre yiizdesi
GHI: Genetik hasar indeksi
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Cizelge 4.5. MCF-10A hiicrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin ICso dozunda HHY ve GHI iizerine etkileri (ortalama
+ standart sapma)

.| Cozgen kontrol A. multifida A. sibthorpianus Sisplatin
Komet parametresi
(1:1000 DMSO) 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat
HHY? 0,00 + 0,00 0,32+0,01™ 0,80+ 0,01™ 0,50+0,01™ | 0,22+0,01™ | 0,02+0,01 0,16 + 0,01
GHi? 0,00 £0,00 0,72+0,01™ 1,84 +0,01" 0,98+0,01™ | 0,82+0,01" 0,40 £0,01 0,60 £0,01

aTek yonlit ANOVA sonuglari fark gruplari kontrole gore Tukey HSD testiyle belirlenmistir, *; p<0,0001.

HHY: Hasarli hiicre yiizdesi
GHI: Genetik hasar indeksi
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Cizelge 4.6. Hiicre soylarinda A. multifida, A. sibthorpianus ekstraktlarinin 1Cso dozunda komet parametreleri iizerine etkileri (ortalama +

standart hata)

Hiicre Uygulama (ICso) Siire | Komet uzunlugu Kuyruk Kuyruk % DNA Kafa % DNA Olive kgyruk
soyu (saat) (AU) uzunlugu (AU) (%) (%) momenti (AU)
Kontrol 4 50,94 + 2,44 11,21 £2,21 5,47+1,71 94,53 +£1,71 1,70 = 0,68
A. sibthorpianus 4 51,45+ 3,94 17,51 + 3,86 8,88 +2.67 91,12+ 2,67 4,05 + 1,44
~ A. multifida 4 44,03 +£1,91 12,97 + 1,75 5,92 +£0,81 94,08 + 0,81 1,47 +£0,36
% Sisplatin 4 40,75 + 2,02 7,82 +2,04 423+ 1,64 95,77+ 1,64 1,46 + 1,00
= A. sibthorpianus 24 70,35 £+ 3,65 32,76 £ 3,62 9,84+ 1,74 90,16 £ 1,74 4,03 +0,76
A. multifida 24 69,01 £+ 3,65 33,48+3,75 16,70 + 3,52 83,30 £ 3,52 7,30+1,73
Sisplatin 24 63,94+ 3,75 31,83+ 3,97 19,71 +£ 3,77 80,29 + 3,77 8,49 + 1,73
Kontrol 4 27,02 +0,48 2,99+0,10 1,77+ 0,13 98,23 +0,13 0,21 +0,01
§ A. sibthorpianus 4 62,47+ 2,59 33,79 £ 2,46 15,890 £ 1,41 84,11+ 141 5,44 £0,55
o A. multifida 4 67,56 + 3,36 38,60 +£ 3,19 17,59 £ 1,62 82,41+ 1,62 6,69 + 0,75
2. Sisplatin 4 70,85 + 4,52 39,99+4,18 15,34 + 1,68 84,66 + 1,68 6,53 +£0,88
<Q( A. sibthorpianus 24 73,52+ 3,16 41,22+ 3,14 18,57+ 2,31 81,43 £2,31 7,49 + 0,94
S A. multifida 24 73,46+ 3,12 41,81+ 3,14 17,62+ 2,29 82,38 +£2,29 727+1,19
Sisplatin 24 72,82+ 4,95 39,81 £4,77 13,54 £ 1,97 86,46 + 1,97 6,43+ 1,12
Kontrol 4 34,15+ 0,64 4,15+0,30 1,51 +0,09 98,49 + 0,09 0,23 +£0,01
A. sibthorpianus 4 61,09 + 3,98 29,82 + 3,88 13,21 £ 2,56 86,79 £ 2,56 5,47 +1,21
é A. multifida 4 49,54+ 3,14 20,16 + 3,00 6,03 £ 0,87 93,97+ 0,87 1,90 +£ 0,36
w Sisplatin 4 33,63+ 0,57 6,04 = 0,33 3,45+0,33 96,55+ 0,33 0,52 + 0,06
LEJ A. sibthorpianus 24 49,99 + 2,60 19,14 £2,76 8,86 £2,55 91,14 £ 2,55 2,83 +0,92
A. multifida 24 79,70 + 3,38 47,73 + 3,37 22,19 +2,43 77,81 £2.43 9,39+ 1,20
Sisplatin 24 43,44 + 2,63 14,44 + 2,97 10,92 + 3,02 89,08 + 3,02 4,07 +1,32
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45 A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarnin Kromozom Hasari,

Multiniikleasyonu Indiikleme ve Hiicre Boliinme indeksi Uzerine Etkileri

Komet testi sonrasinda, A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin MCF-7, MDA-
MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde yarattiklar1 genetik hasar farkli yonlerden
aragtirtlmistir. A. sibthorpianus ekstraktinin ICsp dozu kullanilarak 48 saatlik uygulama
sonucunda MN testiyle kromozomal hasara neden olup olmadigi belirlenmistir. Bunun
icin, Sekil 4.31°da gosterildigi gibi MN testi gergeklestirilmis deney gruplarinda
etidyum bromiir boyamasi yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir. Cekilen fotograflarda
(400%) etidyum bromiir boyamasinda farkedilmesi gii¢ olabilecek MN yapilarinun da
tespit edilebildigi goriilmektedir. Sekil4.31A,B ve D kisimlarinda MN yapilar
goriilmekte ve Sekil 4.31C’de bir niikleus tomurcugu ayirt edilebilmektedir.

A B

Sekil 4.31. A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi sonucunda olusan MN ve Nbud. Beyaz
—: MN, turuncu —: niikleus tomurcugu (400x)

Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°da gosterilmistir. MN, Nbud ve NDI degerleri her
hiicre soyunda normal dagilim gostermis, istatistiki analizde Student’s t testi

uygulanmistir. A. sibthorpianus ekstraktt MCF-7 hiicrelerinde MN ve Nbud olusumu
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tizerinde anlamli bir fark yaratmamistir. Ancak, NDI’de anlamli bir diisme vardir. NDI
degerindeki diismeler sitostatik ajanlarin yarattigi etkiyi yansittig1 icin ekstrakt MCF-7
hiicrelerinde ve bu uygulama kosullarinda sitostatik bir ajan olarak etki gostermistir.
MDA-MB-231 hiicrelerinde Nbud ve NDI i¢in anlamli bir degisim s6z konusu degildir.
MN degerlerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artig vardir, ancak MN
degerindeki artigin seviyesi disiiktiir. MCF-10A hiicrelerinde de NDI degerlerinde
anlamli bir fark goériilmemistir. Buna karsin, A. sibthorpianus ekstraktinin bu hiicre
soyunda MN ve Nbud olusumunu anlamli olarak artirdigi belirlenmistir. MN sayisi

yaklagik 2 kat, Nbud sayist1 ise yaklasik 3 kat ylikselmistir.

Cizelge 4.7. 1Cso dozunda A. sibthorpianus ekstrakt uygulamasi sonrasi MN testi
(ortalama + standart sapma)

Hiicre soyu Uygulama gruplar gofgg(l)l ;()T\:tslg; A. sibthorpianus 1Cso

MN? (%o) 26,24 + 2,74 30,91 + 2,61

MCF-7 Nbud® (%o) 16,64 £ 2,15 15,68 + 1,53
NDI° 2,25+0,09 1,64 +£0,06™
MN (%) 11,04+ 1,13 14,40 + 1,26

MDA-MB-231 Nbud (%o) 16,38 £ 0,14 15,94 + 0,60
NDI 1,51+0,09 1,49 + 0,05
MN (%) 10,57 + 0,23 20,54 + 0,49™"

MCF-10A Nbud (%o) 3,48 +£0,39 9,69 +0,34™
NDI 0,81+0,04 0,83 £ 0,06

*: p<0,05, ™; p<0,005, ™; p<0,0001.
2 mikroniikleus

b nijkleus tomurcugu

¢ niikleus boliinme indeksi

Baslangigta diistiniilen deney plani, A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarinin
ikisinde de MN testi yapilmasini1 kapsamaktadir. Ancak A. multifida ekstrakti ICsg dozu
ve sitokalazin B uygulamasi sonrasinda mikroskobik incelemede biniikleer hiicre
yiizdesinin beklenenden olduk¢a diisiik oldugu fark edildiginden A. multifida
ekstraktinin hiicrenin olagan mitotik dongiisiinii olumsuz yonde etkileyebilecegi
diistinilmiistir. Bu nedenle, yiiksek oranda toksik olan 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlari hari¢ tutularak 48 saatlik A. multifida ekstrakt uygulamasini takiben
hematoksilen boyama gergeklestirilmistir. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
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hiicrelerinde mikroskobik inceleme yapilan 6rneklere ait temsili fotograflar sirasiyla
Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’te gosterilmektedir. Hematoksilen boyamast
yapilmis hiicrelerde kontrol hiicreleri (A-B), 3,13 ug/ml A. multifida ekstrakt
konsantrasyonu (C-D), 6,25 pug/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonu (E-F), 12,5
ug/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonu (G-H), 25 ug/ml A. multifida ekstrakt
konsantrasyonu (I-J), 50 pg/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonuna (K-L) ait
fotograflar yukarida adi verilen sekillerde gosterilmistir.  MCF-7 hiicrelerinde
niikleus/sitoplazma orani yiiksek oldugu i¢in niikleus anomalilerinin isabetli bir bicimde
degerlendirilmesi miimkiin olamamigtir. MCF-7 hiicrelerinde mitotik indeks kontrol
grubuna kiyasla 3,13 ve 12,50 pg/ml konsantrasyonda yiikselmis, 6,25 pg/ml
konsantrasyonda sabit kalmis ve 25 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda ise dramatik
derecede diismiistiir. Mitotik figiirler Sekil 4.32A-H kisimlarinda isaretlenmistir.
Piknotik niikleusa sahip hiicreler, toksik etkinin belirgin oldugu 25 ve 50 pg/ml
dozlarda goriilmektedir (Sekil 4.321-L). Niikleuslar piiriizsiiz dairesel morfolojileri ile
diger saglikli hiicrelerden ayirt edilebilmektedir. Bu dozlarda, mitotik indeksin

diistikligii A. multifida ekstraktinin yarattig sitotoksik etkinin artmasiyla agiklanabilir.
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3,13 pg/ml

Sekil 4.32. MCF-7 hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonras1 hematoksilen boyama.
— ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz, anafaz-sari,
telofaz-siyah), e : piknotik niikleus (beyaz) (400x)
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12,5 pg/ml

Sekil 4.32. MCF-7 hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonras1 hematoksilen boyama.
— ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz, anafaz-sari,
telofaz-siyah), @ : piknotik niikleus (beyaz) (400x) (devam)

MDA-MB-231 hiicrelerinde mitotik indeks 3,13, 6,25 ve 12,5 pg/ml dozlarinda
yiikselmis, 25 ve 50 pg/ml gibi artan dozlarda ise Once diistiigii ve sonrasinda kontrol
hiicre populasyonundaki diizeyde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8). A. multifida
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ekstraktinin 12,5 pg/ml konsantrasyonu MN, Nbud ve multiniikleasyonlarin olusumunu
dramatik bi¢imde yiikseltmistir. Sekil 4.33G-H’de goriildiigli {izere bazi alanlarda
yaklasik her hiicrede bir niikleus anomalisi tespit edilmistir. Baz1 durumlarda biniikleer
hiicre olusumu, MN ve Nbud varlig gibi birden fazla anomali tek bir hiicrede mevcut
olabilmektedir (Sekil 4.33G). Baz1 hiicrelerde ise 5 niikleus igeren multiniikleasyon
ornekleri gozlenmistir (Sekil 4.33H). A. multifida ekstraktinin 12,5 pg/ml
konsantrasyonu toksik etkiler gosteren bir doz degildir. Aksine, mitotik indeksi
yiikseltici etki gostermistir. Benzer etkiler diger biitiin dozlarda da gézlenmistir, ancak
en yiiksek olarak 12,5 pg/ml konsantrasyonda goriilmiistiir. Bu konsantrasyona kiyasla
3,13 ve 6,25 pg/ml konsantrasyonlarda doza bagimli olarak multiniikleasyon yiizdesi
yiikselmis, 25 pg/ml konsantrasyonda ise bir azalmadan sonra kismen tekrar artmistir.

MCF-10A hiicrelerinde mitotik indeks uygulanan en diisiikk konsantrasyon olan 3,13
ug/ml dozda yiikselmistir, ancak artan dozlarda kontrol grubuna gore azalma vardir
(Cizelge 4.8). Diger dozlarin iginde en yliksek mitotik indeks degeri 12,5 pg/ml
dozundadir (% 1,30). MN ve Nbud degerleri kontrol grubunda MDA-MB-231 hiicre
soyuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Artan dozlarda A. multifida ekstrakt
uygulamast MN ve Nbud degerlerini yiikseltmemis, aksine 50 pg/ml dozunda bir
azalma meydana gelmistir. MCF-10A hiicrelerinin kontrol grubunda multiniikleus
iceren hiicrelerin oran1 MDA-MB-231 hiice soyununkinden yiiksektir. Dolayisiyla
baslangi¢c asamasinda MCF-10A hiicrelerindeki niikleus anomali miktar1 daha yiiksektir.
Toplam multiniikleer hiicrelerin ylizdelerine bakildiginda MCF-10A hiicrelerinde
oldugu gibi 12,5 pg/ml konsantrasyonun dramatik bicimde multiniikleasyonu
indiikledigi gozlenmistir. 12,5 pg/ml dozunun altindaki ve iizerindeki dozlarda, 12,5
pg/ml konsantrasyonundan uzaklastikga multiniikleer hiicre sayilar1 da diiger, fakat
kontrole gére yine de multiniikleasyonu indiikledikleri goriilmektedir. Sekil 4.34’te A.
multifida ekstrakt uygulamasi sonrasinda olusan degisimler gdsterilmistir. incelenen
ornekler igerisinde mitoz bdliinme anomalileri de tespit edilmistir. Sekil 4.34C’de atipik
bir mitotik figlir goriilmektedir. Sekil 4.34G-H temsili fotograflarinda c¢ok sayida
multiniikleasyon ornegi birarada goriilebilir (6rnegin Sekil 4.34H’ta 5 niikleus igeren bir
hiicre). Dolayisiyla buradaki sonuglarin MDA-MB-231 hiicrelerinde elde edilenlerle
benzer oldugu ve A. multifida ekstraktinin multiniikleasyonu indiikleyici etkisinin

malignan ve non-malignan olmak iizere hiicre soylarindan bagimsiz oldugu kanisina
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MDA-MB-231
B

Kontrol Kontrol
. . .

3,13 pg/ml

6,25 pg/ml 6,25 yg/ml

Sekil 4.33. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonrasi hematoksilen
boyama. — ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz,
anafaz-sari, telofaz-siyah), »: niikleus anomalileri (multiniikleasyon-beyaz, MN-sari,
Nbud-kirmizi), e : piknotik niikleus (beyaz) (400x)
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MDA-MB-231

Sekil 4.33. MDA-MB-231 hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonrasi hematoksilen
boyama. — ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz,
anafaz-sari, telofaz-siyah), »: niikleus anomalileri (multiniikleasyon-beyaz, MN-sari,
Nbud-kirmizi), e : piknotik niikleus (beyaz) (400x) (devam)
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MCF-10A

Kontrol Kontrol

3,13 yg/ml 3,13 yg/ml

6,25 pg/ml 6,25 pg/ml

Sekil 4.34. MCF-10A hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonrasi hematoksilen
boyama. — ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz,
anafaz-sari, telofaz-siyah), »: niikleus anomalileri (multiniikleasyon-beyaz, MN-sari,
Nbud-kirmiz1), > : niikleer fragmentasyon (beyaz), ® : piknotik niikleus (beyaz) (400%)

98



MCF-10A

12,5 pg/ml

Sekil 4.34. MCF-10A hiicrelerinde A. multifida uygulamasi sonrasi hematoksilen
boyama. — ucundaki figiirlere gore; ¢ : mitotik figiir (profaz-mavi, metafaz-beyaz,
anafaz-sari, telofaz-siyah), »: niikleus anomalileri (multiniikleasyon-beyaz, MN-sari,
Nbud-kirmiz1), > : niikleer fragmentasyon (beyaz), ® : piknotik niikleus (beyaz) (400x)
(devam)
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varilabilir. Daha yliksek dozlarda ise ortaya ¢ikan goriintli biraz daha farklidir. MDA -
MB-231 hiicrelerinden farkli olarak 50 pg/ml’de piknotik niikleus yapilarinin yani sira

niikleer fragmentasyonlar da bulunmaktadir (Sekil 4.34K-L). Ayrica, kondanse ve
hiperkromatik o6zellikteki tipik apoptotik niikleuslarin MDA-MB-231 hiicrelerinde
gbzlenenlerden daha diisiik bir capa sahip oldugu soylenebilir (Sekil 4.34K-L). Ug
hiicre soyu i¢in de mikroskobik incelemeler gerceklestirildikten sonra sonuglar bir tablo

halinde biraraya getirilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. A. multifida uygulamas1 sonrasi hematoksilen boyamayla mitotik figiir
yiizdeleri ve niikleus anomalileri

- Multiniikleer
S < Q
= g 5 _ S < RS S
Bz | s S S - O -
5| gE £ L 3 2 |52 | £
2 < Z s = 2 2 |AEz8 ¢
Kontrol 1,44 - - - -
3,13 1,82 - - - ] -
71625 1,41 - - - - -
S [ 12,50 2,03 i i i i i
25 0,28 - ] - - -
50 0,58 ] - - - -
Kontrol 2,44 0,22 0,00 0,55 020 | 075
& (313 3,47 0,29 0,25 1,04 6,42 7,46
g 6,25 3,51 0,39 0,59 13,94 400 | 17,94
< | 12,50 5,35 1,17 3,39 1552 | 561 | 21,13
Sl 0,72 0,36 181 652 | 199 | 851
50 2,50 2,51 2,31 9,25 308 | 12,33
Kontrol 2,38 3,39 1,83 2,75 0,6 3,35
< |313 2,75 3,30 2,25 5,51 1,42 6,93
S 625 0,74 3,26 2,81 6,20 2,07 8,27
G | 12,50 1,30 2,76 2,76 650 | 1164 | 18,14
=5 0,50 2,45 1,47 5,37 2,12 7,49
50 0,60 1,59 0,48 4,44 063 | 507
*: Mikroniikleus

**+ Niikleus tomurcuklari.
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4.6 Ekstraktlarin Antioksidan Kapasitelerinin Tayini

Tez konusu olusturan bitkilerin antioksidan kapasitelerini tayin etmek {izere, bitkilerin
fenolik igeriklerini belirlemeye yonelik olarak DPPH ve CUPRAC testleri
kullanilmistir. Bitki ekstraktlarinda DPPH radikalinin yarisini siipiiriicti etki gosteren
(ICs0) konsantrasyonlar Cizelge 4.9°da verilmistir. Troloks, askorbik asit ve gallik asit
referans maddeler olarak kullanilmistir. Buna gore, en yliksek antioksidan kapasiteye
sahip ekstrakt A. sibthorpianus olarak belirlenmistir. T. pichleri ve P. pilosum
ekstraktlarinda ise kismi bir antioksidan aktivite goriilmistiir. Bunlarin disindaki

ekstraktlarda antioksidan aktivite zayiftir.

Cizelge 4.9. Ekstrakt ve referans maddelerin DPPH testiyle belirlenmis antioksidan
kapasiteleri

Ekstrakt glgcf:/}ilt: l(llpcl:lg—,rol)l?llig/ml)
H. humile 257,84 + 30,66
O. caespitosum toprak alt1 kisimlart | 479,71 +£25,71
O. caespitosum toprak iistii kisimlart | 210,58 + 6,23
A. multifida 101,51 +0,33
C. drabifolia 210,60 + 29,51
D. bithynicum 97,39+ 1,48
S. olympicus 171,35+ 0,85
T. pichleri 69,36 + 1,20
G. olympica 502,37 £ 8,37
E. campylopoda 507,44 £ 12,04
A. sibthorpianus 22,09 £ 0,75
P. pilosum 84,36 +£ 2,57
D. oleoides 101,91 £ 6,31
Askorbik asit 5,01 £0,06
Gallik asit 1,29 £ 0,04
Troloks 7,71 £ 1,05

Ekstaktlarin CUPRAC yontemiyle Olgiilen antioksidan kapasiteleri Cizelge 4.10°da
verilmistir. Diger maddelerin antioksidan kapasitelerinin troloksun antioksidan

kapasitesi temel alinarak ifade edildigi bu tabloda da A. sibthorpianus antioksidan
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kapasitesi en yiiksek ekstrakt olarak belirlenmistir. Bu bitkiyi takiben sirasiyla P.
pilosum, T. pichleri ve D. bithynicum gelmektedir. Dolayisiyla, her iki testte de

birbiriyle uyumlu, benzer sonuglar ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.10. Ekstrakt ve referans maddelerin  CUPRAC testiyle belirlenmis
antioksidan kapasiteleri

Ekstrakt lc(;z:i)zzzc(:pejgn"tl!g/(;gglzstrakt)
H. humile 0,08 + 0,001
O. caespitosum toprak alt1 kisimlart | 0,04 = 0,001
O. caespitosum toprak iistii kisimlar1 | 0,07 + 0,007
A. multifida 0,13 = 0,004
C. drabifolia 0,08 = 0,005
D. bithynicum 0,15+ 0,007
S. olympicus 0,14 £0,015
T. pichleri 0,20 + 0,020
G. olympica 0,03 + 0,002
E. campylopoda 0,04 £ 0,007
A. sibthorpianus 0,43 +0,019
P. pilosum 0,22 +0,013
D. oleoides 0,14 £ 0,021
Askorbik asit 1,82 £ 0,040
Gallik asit 3,920,190
Troloks 1,00 £ 0,000
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada Uludag Milli Parki’ndan toplanan bitkiler kullanilarak antioksidan
kapasite, sitotoksisite ve genotoksisite parametreleri arastirllmistir. Tez konusuna
benzer sekilde, onceki yillarda diinyanin ¢esitli bolgelerinde yerel, ulusal veya belli bir
cografi bolgeye ait sinirlar kullanilarak bitkilerin antioksidatif veya sitotoksik 6zellikleri
tarama c¢aligmalartyla aragtirillmistir (Sathiyamoorthy ve ark. 1999, Rethy ve ark. 2007,
Khalighi-Sigaroodi ve ark. 2012, Behzad ve ark. 2014). Cografi sinirlamalarin disinda,
geleneksel olarak kanser tedavisinde kullanilan bitkilerin derlendigi ve antikanser
ozelliklerinin arastirildig1 bir ¢alisma da mevcuttur (Talib ve Mahasneh 2010). Ayrica,
Macaristan’da gergeklestirilen bir tarama ¢alismasinda da familya temelinde bir se¢im
yapilmig, Asteraceae familyasina ait bitki tiirlerinin antiproliferatif etkilerinin
belirlenmesi kapsaminda toplam 51 tiir taranmistir (Rethy ve ark. 2007, Csupor-Loffler
ve ark. 2009a, Csupor-Loffler ve ark. 2009b). Elde edilen toplam 428 n-hekzan,
kloroform ve metanol-su (1:1, v/v) ekstrakti, 3 kanser hiicre soyunda MTT testi
kullanilarak denenmis ve 41 adedinin 10 pg/ml dozunda kayda deger (> %50
inhibisyon) bir sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (Csupor-Loffler ve ark. 2009a,
Csupor-Loffler ve ark. 2009b). Sathiyamoorthy ve ark. (1999) ise i¢cinde Achillea,
Gypsophila ve Ephedra cinslerine ait tiirlerin de bulundugu 66 bitkinin su ekstraktini
500 pg/ml konsantrasyonda 1 melanom hiicre soyunda ve sitma etkenine karst notral
kirmizi testiyle taramiglardir. Gypsophila arabica ve Achillea fragrantissima tiirlerinin
melanom hiicrelerinde yarattig1 biiylime inhibisyonu % 97’nin iizerindedir, fakat bu
caligmada oldukga yiiksek bir doz secilmistir (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Khalighi-
Sigaroodi ve ark. (2012) bir Astragalus tiirtinii de igeren 23 bitki tiirliniin metanol
ekstraktlartyla gergeklestirdigi tarama g¢alismasinda tuzlu su karidesleriyle sitotoksik
aktiviteyi belirlemis, etkili ekstraktlarin antioksidan ozelliklerini arastirmistir. En etkili
olan Taverniera spartea ckstraktinda LCso degeri 0,34 pg/ml olarak belirlenmistir
(Khalighi-Sigaroodi ve ark. 2012). Burada s6z konusu test bir hiicre canlilik testinden
ziyade, bir canlida gergeklestirilen toksisite (letalite) testidir ve farkli bir kategoride
degerlendirilmelidir. Iran’da gerceklestirilen, 11 bitkinin 4 kanser hiicre soyunda
tarandig1 bir caligmada Centaurea ve Tripleurospermum tiirleri de yer almistir (Behzad

ve ark. 2014). En etkili olan Primula auriculata ekstraktinin ICso degeri meme,
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karaciger ve kolon kanser hiicre soylarinda 25-50 pg/ml arasinda degismektedir
(Behzad ve ark. 2014). Burada belirtilen tarama caligmalar1 yakin cografyada bulunan,
bitki ¢esitliligi yiiksek bolgelerde 11-66 arasinda degisen bitki tliriiyle yuriitiilmistiir.
Bitkilerden ekstrakt hazirlama yontemleriyle birlikte, son noktada kullanilan hiicre
canlilik testleri de degiskenlik gostermektedir. Bu calismalarda en etkin Orneklere
bakildiginda daha diisiik biiyiime baskilayic1 6zelliklere sahip ekstraktlar kesfedilmisse
de bu ¢alismadakine benzer ICso degerleriyle noktalanan tarama ¢alismasi da vardir. Bu
tez ¢alismasinda ABD Ulusal Kanser Enstitiisii’niin (NCI) 1955’ten bu yana tarama
calismalarinda kullandigit SRB testi tercih edilmistir (Boyd 1997). Su an klinik
kullanimda olan paklitaksel gibi molekiillerin tarama ¢alismalar1 araciliiyla
kesfedildigi dikkate alindiginda tarama c¢alismalarmin bu anlamda bir potansiyel
barindirdig1 goriilmektedir.

Tarama calismalarinda kullanilan bitki ekstraktlarindan Ozellikleri daha fazla
arastirilmaya deger olanlarin segilmesi 6nem arz eder. Burada, en yiiksek biiylime
baskilayici etkiye sahip 2 bitki sec¢ilmis ve hiicre dliimiine nasil yol actig1 ve genotoksik
ozellikleri belirlenmeye c¢alisilmistir. G6z Oniine alinan 6nemli bir nokta, Boyd ve Paull
(1995)’un belirttigi gibi ¢alisilan maddeler i¢in “aktif” veya “inaktif” seklinde belirli
tanimlamalar yapmaktan kacinip lretilmis verileri dikkate alarak sonraki adimlarin
planlanmasidir. Dolayisiyla, bir 6n tarama testi olarak SRB yontemi kullanilmis ve en
etkin olan A. sibthorpianus ve A. multifida ektraktlarindan elde edilen sonuglar
dogrulamak i¢in daha hassas olan ATP testi uygulanmistir. Sonuglar1 dogrulama
thtiyact, MTT gibi baz1 canlilik testlerinin 6zellikle de bitki kokenli 6rneklerde hiicre
canliligini dogru yansitmayisindandir (Boyd 1997, Ulukaya ve ark. 2008). ATP ve SRB
canlilik testleri karsilastirildiginda ATP testinde ortaya ¢ikan ICso degerlerinin daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Sonraki asamalarda da bu degerler dikkate alinmistir.
Literatiire bakildiginda Astragalus tiirlerinin sahip oldugu zengin igerik ve bu igerigi
olusturan molekiillerin biyolojik aktiviteleri Yang ve ark. (2013) ve Li ve ark. (2014)
tarafindan yakin zamanda derlenmistir. Astragalus tiirlerinden izole edilen birgok farkl
molekiil grubunda antikanser aktivite tespit edilmistir. Bunlar i¢inde bu bitkilerden elde
edilen saponin, triterpen bilesikler, lektin, flavonoid ve izoflavonoidler bulunmaktadir
(Buhagiar ve ark. 2008, Yan ve ark. 2009, Lacaille-Dubois ve ark. 2011, Yalcin ve ark.
2012, Zhang ve ark. 2012). Daha etkili Astragalus ekstraktlarinda 10-15 pg/ml ve
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altinda ICsg degerleri goriilmiistiir (Yan ve ark. 2009, Huang ve ark. 2012). Bunun
yaninda, 1Cso degerlerinin yaklasik 0,5 mg/ml mertebelerinde oldugu yayinlar da
mevcuttur (Arican ve ark. 2014). Bu calismada ise en yiiksek sitotoksik etki, A.
sibthorpianus ekstraktinda MCF-7 hiicrelerine karsidir (ICso 30,41 pg/ml). Bu bitkinin
ardindan ise A. multifida gelmektedir. Literatiirde farkli Achillea tiirlerinde antikanser
aktivite gosteren ekstraktlara rastlanmaktadir. Bunlardan saflastirilan bilesiklerin de
oldukga etkili oldugu gortilmistiir. A. multifida ekstrakti, literatiirde siklikla kullanilan
A. millefolium ekstraktiyla karsilastirilabilir. Yedi hiicre soyu igeren bir hiicre panelinde
(insan kolon, gastrik, hepatoseliiler, akciger ve meme kanseri, melanom ve normal
fibroblast hiicre soylar1) A. millefolium ekstraktinin ICsg degerleri 22-66 pg/ml arasinda
degismistir (Ghavami ve ark. 2010). Ghavami ve ark. (2010) ¢alismasinda MCF-7 hiicre
soyundaki 64,05 pg/ml ICso degerine karsilik bu ¢alismada elde edilen 1Cso degeri 69,34
pug/ml’dir. Buna karsilik, Achillea fragrantissima su ekstraktinda oldugu gibi 2,43
mg/ml gibi yiiksek ICso degerlerine de rastlanmistir (Thoppil ve ark. 2013).

A. multifida ekstraktinin biyolojik etkinligi degerlendirildiginde hiicre soylarindan
bagimsiz bir sitotoksik aktivite gosterdigi soOylenebilir. Ekstraktin indiikledigi hiicre
6limii mikroskobik olarak incelendiginde MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 50
ng/ml ve iizeri dozlarda piknotik niikleus ve PI pozitif boyanmayla karakterize 6liim
modu olarak apoptozis temelinde sekonder nekrozis gergeklestigi belirtilebilir. A.
multifida ekstrakti biitiin hiicre soylarinda DNA hasarini indiiklemektedir. MCF-7 ve
MCF-10A hiicrelerinde 4 ve 24 arasinda GHI yaklasik 2 kat yiikselmistir. MDA-MB-
231 hiicrelerinde ise degismemistir. Biitlin hiicrelerde DNA hasarinin indiiklenmesi, A.
multifida ekstrakti tarafindan DNA hasar aracili bir hiicre Sliimiiniin gerceklestigini
telkin etmektedir. A. multifida ekstraktinin genotoksik etkileri MN testiyle incelenmek
istendiginde gozlenen biniikleer hiicre sayisinin oldukca diisiik olmasindan hareketle
hiicre soylarinda mitotik indeks arastirilmistir. Ancak, mitotik figiirler incelenirken ¢ok
sayida niikleus anomalisi goze carpmustir. Ozellikle 12,5 ng/ml dozunda, MCF-10A ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde biniikleer veya daha fazla niikleus igeren hiicreler yaklasik
%20 gibi bir orana yiikselmistir. Oldukca ¢arpici olan bu bulgu A. multifida ekstraktinin
hiicre 6limiinii indiiklemeyen dozlarinda multiniikleasyona yol agtigin1 gostermektedir.
Bunun yaninda, 12,5 pg/ml dozunda A. multifida uygulamasi MDA-MB-231
hiicrelerinde MN ve Nbud yiizdesini de yiikseltmistir. Bu durumu daha kapsaml
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aciklayabilmek i¢in ilk olarak A. multifida veya farkli Achillea tiirlerinin igerik
analizleri ve genotoksik etkilerinden faydalanilabilir. A. multifida bitkisinden
antimikrobiyal aktivite gosteren seskiterpen laktonlar, flavonlar izole edilmis ve
esansiyel yag igerigi analiz edildiginde o-thujone (% 60,9), B-thujone (% 9,1) ve
sabinen (% 4,1) molekiillerince zengin oldugu goriilmiistiir (Aljancic ve ark. 1999,
Baser ve ark. 2002). Benzer igerik analiziyle Achillea millefolium esansiyel yaglar
belirlenmis ve izole edilen esansiyel yag karigiminin 25 pl/ml konsantrasyonda (% 0,7
v/w verim) anlamli genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sant’Anna ve ark.
2009). Bu bitki tiiriinde tespit edilen esansiyel yaglar chamazulene (%42,15), sabinen
(9%19,72) ve terpin-4-ol (%5,22) molekiilleridir. Yiiksek oranda bulunan igerik A.
multifida ile karsilastirildiginda sadece sabinen molekiiliiniin ortak oldugu goriilmiistiir.
Dolayisiyla, A. multifida ekstraktinin A. millefolium esansiyel yaglari ile benzer bir
icerigi sahip olmadigi sdylenebilir. Bununla birlikte, A. millefolium su ekstraktinin 48
saatlik uygulamada mitotik indeksi anlamli olarak yiikselttigi gosterilmistir, ancak
kullanilan dozlar oldukga yiiksektir (25-100 mg/ml) (Akyil ve ark. 2012). Bu ekstrakt
ayni deney kosullarinda anafaz-telofaz anomalilerine ve biniikleasyona yol agmaktadir
(Aky1l ve ark. 2012). Bu etki de yiliksek dozlarda ortaya ¢iktig1 icin ve
multiniikleasyonu (ikiden fazla niikleus igeren hiicreleri) aciklamadigi icin farkh
literatiirdeki farkli 6rnek ¢alismalar da irdelenmistir.

Genel olarak biniikleasyon ve multiniikleasyon birbirine benzer anomaliler olup
bunlarin olusumuna sebep olan olaylar da benzerdir. Biniikleasyonun nedeni mitoz
boliinmeyle iligkiliyse mikrofilament halkanin olusumundaki sorunlar, kromozomlarin
ayrilmamasi veya sorunlu telomer yapilarindan dolay1 hiicre béliinmesinin problemli bir
sekilde islemesinden kaynaklanan basarisiz bir sitokinez s6z konusudur (Bolognesi ve
ark. 2013). Bunun diginda Dbiniikleasyon, sitoplazmanin bdlinmeden niikleusun
boliinmesi, hiicre fiizyonu veya amitotik niikleus boliinmesiyle gergeklesebilir
(Kusuzaki ve ark. 2001). Kusuzaki ve ark. (2001) bir ¢alismalarinda akridin oranjin
kondrositlerde biniikleer hiicre frekansin1 48 saatte yaklasitk 6 kat yiikselttigini
gormiislerdir. Incelenen preparatlarda iist {iste Ortiisen niikleuslarn durumu amitotik
niikleus boliinmesi kdkenli biniikleasyona 6rnek olarak gosterilmistir (Kusuzaki ve ark.
2001). Bunun yaninda, mitoz béliinmedeki sorunlar multiniikleasyonu uyarabilir.

Ornegin, metafazda baz1 etkenlerle ¢oklu ig ipligi olusumu, sitokinez safthasinda
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duraksama ve ardindan multiniikleasyon gozlenebilir (Zhou ve ark. 2003). Sitokinez
sathasiyla ilgili bir Ornekteyse, multiniikleasyona yol agan N-hidroksisinnamid
tiirevlerinin kolon adenokarsinom hiicrelerinde Aurora A kinazi inhibe ettigi ve boylece
sitokinezi bloklayabilecegi belirtilmistir (Liu ve ark. 2013). Zaten hiicre boliinmesinde
sitokinez asamasinda yakin zamanda potansiyel ilag hedefi olarak ortaya ¢ikan
proteinler polo-benzeri kinazlar (PIks) ve Aurora kinazlardir (Zhou ve ark. 2003, Liu ve
ark. 2013). Biniikleasyon veya multiniikleasyonun indiiklendigi ¢alismalarda,
biniikleasyon i¢in amitotik siiregler gegerli olsa da genellikle bu anomalilerin mitoz
bolinme ve Ozellikle sitokinez yoluyla oldugu sdylenebilir. A. multifida ekstraktinin
etkisiyle hem biniikleer hem de daha fazla niikleusa sahip hiicrelerin varligr ve
hiicrelerin MN, Nbud gibi diger anomalileri de sergilemeleri bu durumun daha ¢ok
mitozla ve belki de sitokinezle iligkili olduguna isaret etmektedir. Bunun yaninda,
progesteronun  hepatositlerde indiikledigi gibi mitotik indeksin yiikselmesi,
biniikleasyon ve mitotik anomalilerin olusmasi eszamanli olarak gozlenebilen olgulardir
(Boada ve ark. 2002). A. multifida ekstrakt (12,5 pg/ml) uygulamasinda da meme
kanser hiicrelerinde mitotik indeks ylikselmistir. Ayrica, yiikselen dozlarda mitotik
indeks diigmektedir. Buna paralel olarak da mitoz boliinmeye daha az hiicre girdigi i¢in
multiniikleasyon da azalma egilimine girmektedir. Ozetle, A. multifida ekstraktinin
diisiik konsantrasyonlarda multiniikleasyonu indiiklemesi ve yiiksek konsantrasyonlarda
apoptotik hiicre 6liimiine yol agmasi1 agisindan doza bagimli olarak ¢ift etki gosterdigi
sOylenebilir.

A. multifida tiriiniin indiikledigi multiniikleasyon ile bir hiicre 6liim modu olarak
tanimlanan mitotik felaket arasinda yakin bir iliski vardir. Mitotik felaket yeni bir
goriise gore iki nedenden dolayi tercih edilebilecek bir hiicre 6liim modudur. Birincisi,
kanser hiicrelerinde tetraploidi ve andplodinin yaygin olmasi sebebiyle daha sik
gerceklesmesi muhtemel olan mitotik anomalilerdir (Vitale ve ark. 2011). Ikinci olarak
ise apoptozisi belli dozlarda tetikleyen ¢ok sayida kimyasalin diisiik
konsantrasyonlarinda mitotik felaketi indiikleyebilmesidir (Vitale ve ark. 2011). Eom ve
ark. (2005) diisiik doz doksorubisin uygulamasinin hepatoselliiler karsinom hiicrelerini
6 giinde multiniikleasyon ve MN olusumuyla birlikte mitotik felakete gotiirdiigiinii,
sonraki giinlerde senesans benzeri bir siirecten sonra 9 giinde biiyiik oranda hiicre

Olimiiniin gergeklestigini gostermislerdir. Farkli bir 6rnek olarak, Hyrtios sp. deniz
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stingeri ekstraktinin multiniikleasyon olusumunu indiikleyerek ve bdylece mitotik
felakete yol agarak kolorektal karsinom hiicrelerini 6ldiirmektedir (Lim ve ark. 2014).
Bundan dolayi, multiniikleasyon ve MN gibi olusumlar mitotik felaket ile birlikte
gerceklesen hiicre 6liimlerinde karakteristiktir. A. multifida ekstrakti bu etkileri yarattigi
konsantrasyonda yiiksek oranda biiylime baskilayici etki gostermemistir, ancak
uygulama siiresinin arttiritlmasi halinde ortaya koydugu etki biiylime baskilayict etki
artabilir.

A. sibthorpianus ekstraktinin biyolojik etkinligi degerlendirildiginde kanser hiicre
soylarina kars1 segici sitotoksik oldugu, buna karsin malignan olmayan MCF-10A hiicre
soyunda daha yiikksek konsantrasyonlarda hiicre Oliimini indiikledigi goze
carpmaktadir. MCF-10A hiicrelerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinden farkli
olarak 1Csop dozunda dahi DNA hasar tamiri yaptigit komet testiyle belirlenmistir.
Dolayisiyla, hiicre 6liimiiniin DNA hasar aracili olarak gergeklestigi, saglikli hiicrelere
kiyasla kanser hiicrelerinin igsel olarak yiliksek oksidatif stres ile kars1 karstya kalmalar
ve DNA tamir mekanizmalarinin Kusurlu olmasi nedeniyle ekstraktin daha disiik
dozlarda hiicre olimiinii indiikleyebildigi diistiiniilmektedir (Pelicano ve ark. 2004,
Hanahan ve Weinberg 2011). Buna ek olarak, Astragalus tiirlerinin antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir (Yan ve ark. 2010). A. sibthorpianus tiiriiniin de
antioksidan aktivite acisindan yetkin oldugu bu calismada gosterilmistir. Dolayisiyla,
farkli Astragalus tiirleriyle ilgili yapilan ¢aligmalar goz Oniine alindiginda Astragalus
izoflavonidlerinin 6zellikle ROS karsisinda koruma sagladigi belirtilmistir (Yu ve ark.
2005b). Onceki ¢aligmalarda farkli Astragalus ekstraktlart kullanilarak yapilan
uygulamalarda apoptotik hiicre 6liimiiniin ger¢eklestigi ortaya konmustur (Auyeung ve
ark. 2010, Li ve ark. 2012). Mikroskobik incelemede de MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde sitotoksik dozlarda piknotik niikleus igeren bir hiicre populasyonunun
varlig1 ve ayn1 zamanda oldukga yiiksek oranda gozlemlenen membran biitlinliiglini
kaybetmis (PI pozitif) apoptozisi isaret etmektedir. Buna karsin, MCF-10A hiicrelerinde
ICs0 dozu 100-200 pg/ml arasindadir ve bu dozlarda yapilan ikili boyamada MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilen tabloya rastlanmamigtir. Mikroskobik alanda daha
az sayida hiicre tespit edilmis ve bunlarin diger hiicre soylarindaki gibi yiiksek oranda
PI pozitif olmadiklar1 saptanmistir. Bu durum, MCF-10A hiicrelerinde farkli bir 6liim

seklinin hakim oldugunu gostermektedir. Farkli Astragalus tiirlerinin kromozom
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hasarina yol ac¢ip agmadigl incelenmis ve sonugta bu yonde bir etki gostermedikleri
goriilmiistiir (Park ve ark. 2014). Ancak bu c¢alismada, ilging bir sekilde A.
sibthorpianus ekstraktt MCF-7 hiicrelerinde MN frekansin1 degistirmemis, MDA-MB-
231 hiicrelerinde MN frekansim1 kismen arttirmis, MCF-10A hiicrelerinde ise MN
frekansin1 anlamli olarak yiikseltmistir. Bununla birlikte, MCF-10A hiicrelerinde Nbud
frekans1 da anlamli olarak artmigtir. Kullanilan dozlar hiicre soylarinda karsilik gelen
ICs0 konsantrasyonlar1 oldugu igin hiicre soylar1 arasinda bir karsilastirma yapilamaz
ancak MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde sitotoksik etkilerin goriildiigii dozlarin
kromozom hasarina yol agmadigi sdylenebilir. Buna karsilik, MCF-10A hiicrelerinde
sitotoksik konsantrasyonda ayn1 zamanda kromozom hasarini indiikledigi gortilmistiir.
Bu veriler, komet testiyle karsilastirildiginda, A. sibthorpianus ekstraktinin biitiin hiicre
soylarinda DNA hasarma yol agtign (24 saat GHI degerleri), fakat sadece MCF-10A
hiicrelerinde kromozom hasarint da indiikledigi ortaya c¢ikmistir. MCF-10A
hiicrelerinde kismi olarak gerceklesen DNA hasar tamirinin bu durumla bir iliskisi olup
olmadig1 ise bilinmemektedir. MCF-10A hiicrelerinde 4 ve 24 saatlik HHY ve GDI
degerleri dikkate alindiginda sirasiyla % 56 ve % 16°lik azalma oldugu goriilmektedir.
HHY’ye kiyasla GDI degerinin hesaplanmasinda 6zellikle Tip 3 ve Tip 4 hiicrelerin
sayist daha yiiksek Olclide katkida bulunmaktadir. Dolayisiyla, HHY degerindeki
azalmanin daha yiiksek olmasinin nedeni aslinda esas olarak DNA tamirinin Tip 1 ve
Tip 2 hiicrelerde gerceklesmesidir. Gorece agir DNA hasar1 olan hiicrelerde (Tip 3 ve
Tip 4) ise zamana bagl olarak bir degisim meydana gelmemistir. MCF-7 ve MDA-MB-
231 hiicrelerinin komet testinde ortaya ¢ikan DNA hasar1 karsilastirildiginda hem kisa
siireli hem de uzun siireli (4 ve 24 saat) uygulamalarda MDA-MB-231 hiicrelerinin GDI
ve HHY degerlerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun sebeplerinden biri DNA hasar
tamirinde 6nemli rol oynayan TP53 geninin MDA-MB-231 hiicrelerinde mutasyon
nedeniyle islevsiz olmasi olabilir (Lacroix ve ark. 2006). Ozetlenecek olursa, A.
sibthorpianus meme kanser hiicrelerinde segici olarak ve gorece diisiik dozlarda
sitotoksik etkilidir. Normal hiicre soyunda ayn1 dozlarda daha diisiik sitotoksik aktivite
gostermesi ise yiiksek antioksidan kapasitesi nedeniyle kismen de olsa DNA hasar
tamirini saglamasiyla iliskilendirilmistir.

Toplam 13 ekstraktin antioksidan kapasiteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore

A. sibthorpianus ekstraktinin kayda deger bir antioksidan aktivitesi oldugu her iki test
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sonucunda da gorlilmiistiir. Diger ekstraktlarin ise antioksidan kapasitelerinin oldukca
siirli oldugu sdylenebilir. A. sibthorpianus ekstraktinin DPPH ve CUPRAC testlerine
gore ve troloksa oranla antioksidan kapasitesi karsilastirildiginda, sayilar arasinda
yaklasik % 20°lik bir fark oldugu goriiliir. Farkin gorece diisiik olmasi, bu sonucun A.
sibthorpianus ekstraktinin antioksidan kapasitesini gercekten de yaklagik olarak
yansittigini telkin etmektedir. Ciinkii cesitli antioksidan kapasite tayin testleri arasinda
korelasyonlarin siklikla goriildiigii sdylenemez. Ornegin, toplam fenolik icerigi veya
bagska bir deyisle bir ornegin toplam indirgeme kapasitesini 6lgen Folin-Ciacalteu
yontemi ile TEAC (trolox esdeger antioksidan kapasite) ve DPPH testlerinin siklikla
korale oldugu gorilmiistiir. Ancak standart maddelerin antioksidan kapasitelerinin
ABTS, DPPH ve ORAC testleriyle 6lciimlerinde bu testler arasinda hi¢ bir zaman
yiiksek bir korelasyon séz konusu olmanmustir (> < 0,5) (Tabart ve ark. 2009). Buna
dayanarak CUPRAC testinde ortaya cikan 0,43 troloks esdegerliginin (g/g) DPPH
testiyle dogrulandigi sdylenebilir. Ancak genel olarak CUPRAC testinde belirlenen
antioksidan kapasite DPPH testine gore daha diisiiktiir. Bunun nedeni, CUPRAC
testinin daha ¢ok flavonoid ve fenolik asitler gibi kisith sayida fenolik yapiya duyarh
olmasi olabilir (Apak ve ark. 2004, Sariburun ve ark. 2010). Tez konusu diger bitkilerin
antioksidan aktivitelerine dair kisith sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bununla beraber,
ayni cinse mensup farkl tiirler i¢in oldukga yiiksek sayida calisma ornek gosterilebilir.
A. multifida tirGiniin antioksidan kapasitesi her iki testte de zayif olarak
degerlendirilmistir. Buna karsin, DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi ICso degeri ile ifade
edilen Achillea biebersteinii, Achillea millefolium ve Achillea santolina ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri birbirine yakin olarak 45-55 pg/ml araliginda (ICsp)
bulunmustur (Candan ve ark. 2003, Sokmen ve ark. 2004, Ardestani ve Yazdanparast
2007). Dolayisiyla diger Achillea tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek
oldugu kanaatine varilabilir.

Bitkilerdeki saf madde kompozisyonu sadece antioksidan 6zellikleri degil, potansiyel
sitotoksik ve antigenotoksik/genotoksik karakterleri de etkiler. Ekstraktsiyon
parametrelerine gore fenolik igerigin yani antioksidan aktivitenin degistigi bilinmektedir
(Mao ve ark. 2006). Ayn1 zamanda, bitkilerin toplandigi zaman, bitkinin yas1 ve bolge
elde edilen ekstrakt igeriginin belirleyicilerindendir. Buna ornek olarak, farkh

bolgelerden toplanmis ve izoflavonoid ve astragalosid igerikleri belirlenmis Astragalus
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kok ornekleri verilebilir (Huang ve ark. 2009). Toplam izoflavonoid miktarlarinin ve
kompozisyonlarin belirgin sekilde farkli oldugu 16 6rnekte, antioksidatif kalitenin 1-7
yillik bitki ornekleri i¢inde en diisiik 1 yillik o6rneklerde, en yiiksek ise 3 yillik
orneklerde oldugu goriilmiistiir (Huang ve ark. 2009). Bu bilgiye dayanarak bitki
ekstrakt caligmalarinda tekrarlanabilirligi diisiik veriler {iretilecegi Ongoriilebilir.
Dolayisiyla, calisilan bitki ekstraktlar1 iizerinden yapilacak antioksidatif aktivite
tayininin yani sira diger biitiin test sistemleri i¢in de benzer bir durum s6z konusudur.

Sonug olarak, bu tarama ¢alismasindan ileri analiz yapmaya deger veriler edilmistir. Ik
olarak elde edilen veriler 15181inda 6zgiin sitotoksik aktivite anlaminda hangi bitkilere
yonelmenin daha isabetli olacagi tesbit edilmistir. Ardindan A. sibthorpianus ve A.
multifida tiirlerinin sahip oldugu bu 6zelliklere genel bir ¢erceve ¢izilmeye caligilmistir.
Tezin konusu bir tarama ¢alismas1 yapmak oldugundan molekiiler temelli analizler veya
bitki ekstraktinda bulunan saf maddelerin izolasyonu ve karakterizasyonu gibi konular
tezin kapsami disinda kalmaktadir. Bununla beraber, bahsedilen yonlerde calismalar
yapilmasi her iki bitki tiiriinde de yeni ve potansiyel sahibi molekiillerin kesfine yol
acabilir. Nihai olarak, A. sibthorpianus ve A. multifida ekstraktlarinda tez kapsaminda
ortaya konan farkli 6zelliklere dayanarak bu tiirlerin iizerinde ileri ¢alismalar yapildig:
takdirde antikanser etkiye sahip olabilecek molekiilleri igeren bir potansiyel bulundugu

distiniilmektir.
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EKLER
EK1
Sarf Malzemeler

- 0,2 um filtre, CA, Orange Scientific, 1920012

- 0,2 um filtre, PES, TPP, 99722

- 15 ml falkon tiip, Axygen, SCT-15ML

- 200 pl sar1 pipet ucu, Expell, 4130075

- 25 cm? hiicre kiiltiir kab1, Thermo Scientific, 130189
- 5 mlenjektor Set inject, 552052232

- 50 ml falkon tiip, Sarstedt, 62.547.254

- 6-kuyucuklu mikroplaka, Corning, 3516

- 75 cm? hiicre kiiltiir kabi, Thermo Scientific, 130190
- 96-kuyucuklu mikroplaka, diiz tabanli, Orange Scientific, 5530100
- 96-kuyucuklu beyaz mikroplaka diiz tabanli, Thermo Microfluor, 27905
- Amonyum asetat, 1 kg, Santa Cruz, sc-203818

- Asetik asit, 1 I, Scharlau, AC0342

- Askorbik asit, 100 g, A7506

- ATP bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma, FLASC-1KT
- Bakar(Il) klortir dihidrat 100 g, Santa Cruz, sc-211132
- Bijou, 7 ml, Grenier, 189171

- Cryovial, Nunc, 377267

- DMSO, 11, Merck, 8029121000

- DMSO, 5x10 ml ampul, Sigma, D2650

- DPPH, 50 mg, Santa Cruz, sc-202591

- Diisiik erime noktal1 agar, 5 g, Sigma, A9414

- Eppendorf tiipii, 1,5 ml, Axygen, 301-22-051

- Etanol absolu, 2,5 I, Merck, 100983

- Etidyum bromiir ¢ozeltisi, 500 ug/ml, Sigma, E1385

- FBS, 500 ml, Lonza, DE14-802F

- Gallik asit, 250 g, Sigma, G7384

- Giemsa, 500 ml, Merck, 9204

- H20, saf, 1 I, Lonza, BE51200

- Heat Inactivated FBS, Gibco, 10500

- Hematoksilen, 2,5 I, BDH, 351946T

- Hoechst 33342, Thermo, 62249

- Kiloroform, 2,5 I, Merck, 107024

- L-Glutamine (100X), 100 ml, Gibco, 25030

- Metanol, 2,5 |, Fluka, 34860

- NaEDTA, 1 kg, Merck 1.084.181.000

- NaCl, 1 kg, Merck, 1.064.041.000

- Neokuprin, 1 g, Sigma, N1501

- n-hekzan, 2,5 |, Merck, 104373

- Normal erime noktal1 agar, 100 g, Sigma, A9539

- Pastor pipeti, Heinz Herenz, 1100802

- PBS (10X), w/o Ca & Mg, 500 ml, Gibco, 14200-067
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Penisilin/Streptomisin (100X), 100 ml, Gibco, 15140-122
Propidyum iyodiir, Sigma, P-4170

RPMI 1640 w/o phenol red, w/o L-Glutamine, 500 ml, Lonza, BE12-918F
Serolojik pipet, 10 ml, Orange Scientific, PN10E1

Serolojik pipet, 25 ml, Corning, 4489

Sulforhodamine B, 5 g, Santa Cruz, sc253615A
Trikloroasetik asit, 1 kg, Merck, 100810

Tripan mavi, % 0,5, 100 ml, Biological Industries, 03-102-1B
Tris baz, 500 g, Scharlau, TR0423

Triton-X100, 1 I, Merck, 1.086.031.000

Troloks, 500 mg, Santa Cruz, sc-200810

Tripsin— EDTA % 0,05 (1X), 100 ml, Hyclone, SH30236.01
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EK 2
Cihazlar

- 0,5-5 ml pipet, Brand, Almanya

- 10 ml pipet, Eppendorf, Hamburg, Almanya

- 10 pl, 100 pl ve 1000 pl’lik pipet seti, Orange Scientific, Belcika

- 1-100 ml otomatik sarjli pipetor, ISOfill

- -20 °C derin dondurucu, Argelik, Tiirkiye

- 20-200ul ¢ok kanalli Transferpipet, Brand, Almanya

- 5-50 pl ¢ok kanalli Transferpipet, Thermo Scientific, ABD

- =80 °C derin dondurucu, Thermo, A.B.D.

- Aspirator, Rocker 300, Tayvan

- Buharl sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

- COgz inkiibatorii, Sanyo, Japonya

- Floresans atagmanli faz kontrast mikroskop, Novel N-800M, Cin

- Floresans atagmanli invert faz kontrast mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

- Hassas terazi, Shimadzu, AUW?220D, Japonya

- Kuru hava sterilizatorii, Elektro-Mag M420, Tiirkiye

- Liyofilizator, Christ Alpha 2-4 LD Plus, Osterode am Harz, Almanya

- Luminometre, FLx800 Mikroplaka Floresans Okuyucu

- Mikroplaka inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya

- Multipipet cihazi, Eppendorf Multipette, Hamburg, Almanya

- Rotary vakum evaporator, Bibby Scientific RE 100B, Staffordshire, Birlesik
Krallik

- Santrifiij, Hettich Rotina 35R, Almanya

- Spektrofotometre, FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya

- Soxhlet cihazi, Behr Labor Technik, Diisseldorf, Almanya)

- Steril siif II kabin, ESCO, Singapur
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