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Danışman: Doç. Dr. Serap Çelikler KASIMOĞULLARI 
 
Ülkemizde ve dünyada başlıca halk sağlığı sorunlarından biri olan meme kanseri, kadınlarda 

görülme sıklığı en yüksek olan kanser tipidir. Günümüzde, meme kanseri tedavisinde ancak kısmî 

bir başarı yakalandığı söylenebilir. Kanser ilaç tedavilerinde bitki kökenli moleküllerin payı 

yüksektir. Bu nedenle, yeni ve etkili moleküllerin keşfine ihtiyaç duyulmaktadır. Dolayısıyla, bu 

çalışmada Uludağ Milli Parkı’ndan toplanan ve bazıları endemik olan 12 bitki türünden 13 ekstrakt 

hazırlanmıştır. Bu ekstraktların kanser hücre soylarında hücre büyümesini baskılayıcı etkileri 

araştırılmış ve görece etkili olan bitki ekstraktlarının genotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmiştir. 

Ayrıca, bütün ekstraktların antioksidan kapasiteleri de çalışılmıştır. 

Deneylerde insan MCF-7, MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri ve MCF-10A malignan olmayan 

meme hücre soyları kullanılmıştır. Ekstraktların hücre canlılığı üzerine olan etkileri 48 saatlik 

uygulama sonrası sulforodamin B hücre canlılık testiyle belirlenmiştir. En yüksek aktivite gösteren 

Achillea multifida ve Astragalus sibthorpianus ekstraktlarının etkileri sonraki aşamada ATP testiyle 

doğrulanmıştır. A. multifida ekstraktının IC50 değeri MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 

hücrelerinde sırasıyla 69,34, 62,18 ve 61,30 µg/ml olarak belirlenmiştir. A. sibthorpianus 

ekstraktının IC50 değeri MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde sırasıyla 30,41, 44,75 ve 

158,94 µg/ml olarak belirlenmiştir. Ekstraktların apoptotik etkilerini tespit etmek için Hoechst 33342 

ve propidyum iyodür boyama yöntemi kullanılmıştır. Her iki ekstraktta da MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinde 50 µg/ml ve üzeri konsantrasyonlarda sekonder nekrotik hücreler ağırlıkta olmak üzere 

piknotik nükleus görünümüyle karakterize apoptotik hücreler gözlemlenmiştir. A. multifida 
ekstraktının IC50 dozunda zamana bağımlı olarak MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinde DNA hasarını 

artırdığı ve MCF-10A hücrelerinin A. sibthorpianus ekstraktıyla indüklenen DNA hasarını kısmen 

tamir ettiği ortaya çıkmıştır. Bununla birlikte, aynı konsantrasyonda A. sibthorpianus ekstraktı MCF-

10A hücrelerinde mikronükleus oluşumuna neden olmuştur. Muhtemel nükleus anomalilerini 

saptamak için A. multifida uygulaması yapılmış hücrelerde hematoksilen boyama 

gerçekleştirilmiştir. MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde, hücre ölümünü indükleyen dozların 

altında, özellikle 12,5 µg/ml konsantrasyonda hücrelerin yaklaşık %20’sinde multinükleasyon 

görülmüştür. Son olarak, 13 ekstraktın antioksidan kapasiteleri DPPH ve CUPRAC testleri 

kullanılarak değerlendirilmiştir. A. sibthorpianus ekstraktının kayda değer bir antioksidan kapasitesi 

olduğu belirlenmiştir. Bunun yanında, Tripleurospermum pichleri ve Papaver pilosum ekstraktları 

kısıtlı antioksidan aktivite göstermişlerdir. 

Sonuç olarak, bu çalışma kapsamında A. sibthorpianus ekstraktının meme kanser hücrelerine seçici 

sitotoksik aktivite gösterdiği ortaya konmuştur. MCF-10A hücrelerinin A. sibthorpianus ekstrakt 

uygulaması sonrasında DNA tamiri gerçekleştirebilmesi, A. sibthorpianus ekstraktının sahip olduğu 

yüksek antioksidan kapasitesiyle ilişkilendirilmiştir. A. multifida ekstraktı ise görece düşük dozlarda 

multinükleasyona, yüksek dozlarda ise apoptozise yol açarak doza bağımlı bir etki profili 

göstermiştir.  

Anahtar kelimeler: Sitotoksisite, genotoksisite, antikanser, tarama çalışması, Achillea multifida, 

Astragalus sibthorpianus 

2016, xii + 138 sayfa 
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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 IC50 

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 µg/ml respectively. The IC50 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 µg/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 µg/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 µg/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 

 

 



iii 
 

TEŞEKKÜR 

 

 

Bu meşakkatli tez çalışmasını gerçekleştirirken bana destek olan ve doktora 

öğrenciliğim sürecinde üzerimde büyük emekleri olan danışmanım Doç. Dr. Serap 

Çelikler Kasımoğulları’na ve Prof. Dr. Engin Ulukaya’ya ayrı ayrı teşekkürü bir borç 

bilirim. Ayrıca, böyle bir tezin gerçekleşmesinde temel rolü olan Prof. Dr. Gürcan 

Güleryüz’e teşekkürlerimi sunarım. 

Laboratuvar çalışmaları sırasında laboratuvar malzemelerinin temini, geri dönüşümü ve 

diğer birçok temel laboratuvar ihtiyaçlarıyla ilgilenerek çalışmalarıma destek olan 

arkadaşlarım, özellikle de Sezin Bozdemir’e ve birlikte çalışmalar yürüttüğümüz 

hocalarım Doç. Dr. Ferda Arı ve Doç. Dr. Arzu Yılmaztepe Oral’a teşekkür ederim. Son 

olarak sürekli destekleri ve gösterdikleri sabır için aileme ve nişanlım İrem Yıldızer’e 

müteşekkirim. 

Bu çalışma, Uludağ Üniversitesi (HDP(F) – 2013/28) ve Bursa Büyükşehir Belediyesi 

arasında yapılan ikili işbirliği protokolü kapsamında Bursa Büyükşehir Belediyesi 

tarafından desteklenmiştir (16.12.2013 tarihli ve 38506184-020-192599 sayılı karar). 

 

 

 

 

 

Mehmet Sarımahmut 

.. /.. /2016 

  



iv 
 

SİMGE ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Kısaltmalar   Açıklama 

 

5-FU    5-florourasil 

Abs    Absorbans 

AIDS    Acquired Immune Deficiency Syndrome 

AIF    Apoptozis indükleyici faktör 

AMP    Adenozin monofosfat 

APAF1   Apoptotic protease activating factor 1 

ATP     Adenozin trifosfat 

Boiss.    Pierre Edmond Boissier (1810–1885) 

Bornm.   Joseph Friedrich Nicolaus Bornmüller (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 inhibitör proteinler 

CUPRAC   Cupric Ion 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 sülfoksid 

DNA    Deoksiribonükleik asit 

DPPH     2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 

DR4    TRAIL reseptör 1 

DR5    TRAIL reseptör 2 

EC50    % 50 etkili konsantrasyon 

ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay 

ER    Östrojen reseptörü 

ET    Neoadjuvan epirubisin/dosetaksel kemoterapisi 

FADD    Fas Associated Death Domain 

FBS    Fetal Bovine Serum 

GHİ     Genetik Hasar İndeksi 

HER2    İnsan Epidermal Büyüme Faktör Reseptörü 2 

HHY     Hasarlı Hücre Yüzdesi 

IARC    International Agency for Research on Cancer 

IC50    % 50 inhibe edici konsantrasyon 

IL    İnterlökin 

JNK    c-Jun N-terminal kinase 

M.Ö.    Milattan Önce 

MN    Mikronükleus 

mTOR    Mechanistic Target of Rapamycin 

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

bromide 



v 
 

NAD+    Nikotinamid adenin dinükleotid 

NCI    National Cancer Institute 

NDI     Nükleus Bölünme İndeksi 

NF-κB  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells 

ÖBA    Önemli Bitki Alanı 

PARP1   Poli-ADP Riboz Polimeraz 1 

PBS    Phosphate Buffered Saline 

PI    Propidyum iyodür 

PI3K    Fosfatidil inositol 3 kinaz 

PPi    İnorganik fosfat 

PR    Progesteron reseptörü 

RIP1    Reseptör-ilişkili protein kinaz 1 

RLU    Relative Light Unit 

ROS    Reaktif oksijen türleri 

RPMI    Roswell Park Medical Institute 

Sibth.    John Sibthorp (1758–1796) 

Sm.    James Edward Smith (1759–1828) 

SRB    Sulforodamin B 

subsp.    subspecies 

TCA    Trikloro asetik asit 

TNFR1   TNFα reseptör 1 

TNFα    Tumor Necrosis Factor α 

TRAIL    TNF-related apoptosis-inducing ligand 

 

  



vi 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 
 

Sayfa 

Şekil 2.1. İçsel ve dışsal yolağın moleküler mekanizmaları (Hengartner 2000) ............ 11 

Şekil 2.2. Otofajide otofagozom ve otolizozom oluşumu (Fleming ve ark. 2011) ......... 13 

Şekil 2.3. Nekroptozis yolağı ve apoptotik yolak ile ilişkisi (Radogna ve ark. 2015) .... 14 

Şekil 2.4. Anormal mitoz bölünmeyle oluşan mitotik felaket ve muhtemel sonuçları 

(Galluzzi ve ark. 2012) ............................................................................... 15 

Şekil 3.1. Komet testiyle mikroskobik inceleme sonucu karşılaşılan hasar tipleri: (A) 

Tip 0, (B) Tip 1, (C) Tip 2, (D) Tip 3, (E) Tip 4. Hasarsız hücreler Tip 0 

olarak tanımlanır. İsimlendirme DNA hasarının artmasıyla birlikte Tip 

1’den Tip 4’e devam eder ........................................................................... 44 

Şekil 3.2. MN yapılarının farklı şematik görünümleri (Fenech 2000) ............................ 46 

Şekil 3.3. Sitokalazin B ile bloklanmış hücre bölünmesi. Mo: mononükleer, Bi: 

binükleer, Tr: trinükleer, Te: tetranükleer hücre (400×) ............................ 47 

Şekil 4.1. H. humile ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ........................ 53 

Şekil 4.2. O. caespitosum toprak altı kısımları ekstraktının SRB testi ile % canlılık 

üzerine etkisi .............................................................................................. 54 

Şekil 4.3. O. caespitosum toprak üstü kısımları ekstraktının SRB testi ile % canlılık 

üzerine etkisi .............................................................................................. 54 

Şekil 4.4. A. multifida ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ..................... 55 

Şekil 4.5. C. drabifolia ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ................... 55 

Şekil 4.6. D. bithynicum ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ................. 56 

Şekil 4.7. S. olympicus ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ................... 56 

Şekil 4.8. T. pichleri ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ....................... 57 

Şekil 4.9. G. olympica ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi .................... 57 

Şekil 4.10. E. campylopoda ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ............ 58 

Şekil 4.11. A. sibthorpianus ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ........... 58 

Şekil 4.12. P. pilosum ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi .................... 59 

Şekil 4.13. D. oleoides ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ................... 60 

Şekil 4.14. Paklitakselin SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi ..................................... 60 

Şekil 4.15. A. multifida ekstraktının ATP testi ile % canlılık üzerine etkisi ................... 62 

Şekil 4.16. A. sibthorpianus ekstraktının ATP testi ile % canlılık üzerine etkisi ........... 62 

Şekil 4.17. MCF-7 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken 

apoptotik hücre (100×) ............................................................................... 65 



vii 
 

Şekil 4.18. MCF-7 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: 

erken apoptotik hücre (100×) ..................................................................... 67 

Şekil 4.19. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: 

erken apoptotik hücre (100×) ..................................................................... 69 

Şekil 4.20. MDA-MB-231 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol 

sütun: Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu 

→: erken apoptotik hücre (100×) ............................................................... 71 

Şekil 4.21. MCF-10A hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken 

apoptotik hücre (100×) ............................................................................... 73 

Şekil 4.22. MCF-10A hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: 

erken apoptotik hücre (100×) ..................................................................... 75 

Şekil 4.23. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-7 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, **; p<0,005, ***; p<0,0001 ................. 78 

Şekil 4.24. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MDA-MB-231 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 ..................................... 80 

Şekil 4.25. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-10A 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 ..................................... 82 

Şekil 4.26. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

komet uzunluğu üzerine etkileri ................................................................. 84 

Şekil 4.27. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kuyruk uzunluğu üzerine etkileri ................................................................ 84 

Şekil 4.28. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kuyruk % DNA üzerine etkileri ................................................................. 85 

Şekil 4.29. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kafa % DNA üzerine etkileri ...................................................................... 85 

Şekil 4.30. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

Olive kuyruk momenti üzerine etkileri ...................................................... 86 

Şekil 4.31. A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması sonucunda oluşan MN ve Nbud. Beyaz 

→: MN, turuncu →: nükleus tomurcuğu (400×) ....................................... 90 

Şekil 4.32. MCF-7 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen boyama. 

→ ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, 

anafaz-sarı, telofaz-siyah), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) ............... 93 

Şekil 4.33. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, 

metafaz-beyaz, anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri 

(multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, Nbud-kırmızı), ● : piknotik nükleus 

(beyaz) (400×) ............................................................................................ 96 



viii 
 

Şekil 4.34. MCF-10A hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, 

metafaz-beyaz, anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri 

(multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, Nbud-kırmızı), > : nükleer 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser ülkemizde ve dünyada en önemli halk sağlığı sorunlarından biridir. Sebebi 

bilinen ölüm nedenleri sıralandığında kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırada 

yer alan kanser, tüm ölümlerin %13'ünden sorumludur (Anonim 2013). Dünya Sağlık 

Örgütü'nün (Anonim 2013) verilerine göre 2012 yılında tüm Dünyada 14,1 milyon 

insana kanser tanısı konmuş ve aynı yıl 8,2 milyon insan kanser nedeniyle hayatını 

kaybetmiştir. Kanserin gelişiminde, endojen kaynaklı (Oksidatif metabolizma, DNA’nın 

kendiliğinden değişimi vs.), eksojen kaynaklı (iyonize veya ultraviyole radyasyon, 4000 

kadar kimyasal madde karışımını içeren tütün veya tütün ürünleri, insan yapımı 

kimyasallar, kemoterapötik ilaçlar, trafik, çevre kirliliği ajanları vs.) ajanların 

oluşturdukları mutasyonlar ve bu mutasyonların onarılamaması önemli rol oynar.  

Kanser, hem tedavisinin son derece masraflı olması hem de ölümcül seyreden bir 

hastalık olması nedeniyle, gerek ülke bütçeleri gerekse toplum sağlığı üzerinde büyük 

öneme sahiptir. Sebebi bilinen ölümler sıralamasında kalp ve damar hastalıklarından 

sonra ikinci sırada bulunan kanser, tedavi sürecinin uzun ve maliyetinin yüksek olması 

nedeni ile ülke ekonomileri üzerinde dramatik şekilde artan bir yüke neden olmaktadır.  

Ayrıca, birçok hastalıkta ve kanserde geleneksel tedavilerdeki başarıyı arttırmak, 

özellikle kemoterapide istenmeyen sonuçları ortadan kaldırmak amacıyla bazı ilaçlar 

geliştirilmekte veya tedaviye destek amacıyla birçok bitkisel preparat halk arasında 

yaygın şekilde kullanılmaktadır. Kanser hastalarının çoğunda destekleyici ve geleneksel 

tıptan köken alan bitkilerin ve bitki kökenli bileşiklerin kanser hastalarında kemoterapi 

ve radyoterapiye cevabı arttırmak ve vücut direncini yükseltmek amacıyla araştırılması 

ve denenmesi dünyada giderek artan bir önem kazanmaktadır. Bitkisel destek alımının 

sebepleri arasında; yeterli düzeyde bir kimya endüstrisine sahip olmayan gelişmekte 

olan ülkelerin bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanağı elde etmek 

istemeleri, tedavi alanına sokulan yeni sentetik bileşiklerin bazılarında görülen tehlikeli 

yan etkiler ve bitkisel ilaçların sentetik bileşiklere göre birkaç etkiye birden sahip 

olmaları sayılabilir.  

Günümüzde pek çok farklı rahatsızlığa karşı kullanılan ilaçların içerdiği etken maddeler, 

doğal kökenlidir. Amerika Birleşik Devletleri Ulusal Kanser Enstitüsü (The United 

States National Cancer Institute)’nün 50 yılı aşkın bir zamandır desteklediği 

çalışmalarda doğal veya sentetik 500 000’den fazla kimyasal, antitümör aktivitesi 
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açısından test edilmiştir (Anonim 2015). Yapılan bir araştırmada, 1940-2010 tarihleri 

arasında çıkan antikanser ilaçlar analiz edilmiş; 175 küçük molekülün % 74,8’inin 

sentetik olmadığı, hatta % 48’lik bir dilimin doğal molekülün kendisi veya doğrudan 

türevi olduğu belirlenmiştir (Newman ve Cragg 2012).   

Gotti'ye (2011) göre, son yıllarda biyoaktif fitokimyasallara artan ilgi, belli başlı bazı 

sebeplere dayanmaktadır: Öncelikle bitkiler neredeyse sonsuz sayıda molekülle çalışma 

imkanı sunmaktadır. Bunun yanında, böylesine sınırsız kimyasal içerik, çalışmanın 

toplam maliyetinin de kimyasal sentezle elde edilen maddelere göre daha düşük olmasını 

sağlamaktadır. Tek bir bitki türünde bile oldukça yüksek çeşitlilikte fitokimyasal bileşik 

bulunması ve genel olarak bu moleküllerin ancak düşük bir oranının biyomedikal 

uygulamalar için çalışılmış olması, bitkiler üzerinde bu tip çalışmalar yapmayı çekici 

kılan özelliklerden biridir. 

Bitkilerin tedavi amaçlı kullanımı, yazılı kaynaklarda M.Ö. 2600 yıllarına, 

Mezopotamya'ya ve Mısır'a kadar gitmektedir (Cragg ve Newman, 2005). Cragg ve 

Newman'a (2005) göre, yeni ilaç “lead” moleküllerinin geliştirilmesinde biyoçeşitlilik 

kilit bir roldedir. Bitki biyoçeşitliliği, diyabetten kardiyovasküler hastalıklara, merkezi 

sinir sistemi rahatsızlıklarından mikrobiyal hastalıklara ve AIDS'ten kansere kadar pek 

çok alanda geliştirilen tedavilerde önemli bir pay sahibidir (Gurib-Fakim, 2006). 

Türkiye bitki çeşitliliği açısından dünyanın en zengin ülkelerinden biridir ve alternatif 

tedavide kullanılabilecek bitkiler açısından büyük bir potansiyele sahiptir (Ekim ve ark. 

2000). Avrupa’da toplam 12 500 açık ve kapalı tohumlu bitki türüne karşılık, Türkiye’de 

yaklaşık 9 200 tanımlanmış tür bulunmakta, tür ve türaltı takson sayısı ise 11 000’e 

ulaşmaktadır. Bu değerler karşılaştırıldığında Türkiye’nin bitki çeşitliliği açısından bir 

kıta özelliği gösterdiği görülebilir. Bunun yanında Türkiye’deki endemizm oranı % 

34'tür (Anonim 2008). Uludağ, çok sayıda endemik tür barındıran florası ile çok iyi 

farklılaşmış vejetasyon tipleri içermesi ve çeşitli jeolojik koşullarından dolayı 

Türkiye’nin 122 Önemli Bitki Alanından (ÖBA) biridir (Güleryüz ve ark. 2005). Bu 

zenginliğimizden yararlanmak için bitkilerin yarar ve işlevleriyle ilgili çalışmalara 

gereksinim vardır. Örneğin, yüksek antioksidatif aktivite gösteren tıbbi bitkilerin 

dünyada dağılımı değerlendirildiğinde; yapılan bir sıralamaya göre Türkiye'nin, 

Hindistan ve Çin'in ardından antioksidan kapasitesi yüksek bitkileri bulundurması 

açısından üçüncü sırada olduğu gözlenmiştir (Krishnaiah 2011). 
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Biyoaktif fitokimyasalların taranması konusunda bazı özellikler öne çıkmaktadır. 

Örneğin, antikanser ajanların keşfine yönelik araştırmalarda tropikal yağmur ormanları 

iki özelliğinden dolayı önde gelmektedirler. Bunlardan birincisi, yağmur ormanlarının 

yüksek biyoçeşitliliğe sahip olması ve bunlardan bazılarında 0,5 km2'lik alanda Kuzey 

Amerika'nın tamamından fazla farklı türü barındırmasıdır. Diğeri ise bu bölgelerde bazı 

türlerin neslinin yakın zamanda tükenme tehlikesi ve doğal ilaç keşfi konusunda 

araştırılacak tür sayısının azalması yönündeki haklı endişelerdir (Gurib-Fakim 2006). 

Günümüzde, doğal ürünleri yeniden keşfetme yönünde artan bir ilgi vardır. “En çok 

satan ilaç moleküllerinden statin grubu, bütün anjiyotensin antagonistleri ve 

anjiyotensin-dönüştürücü-enzim inhibitörleri, immün baskılayıcıların tümü ve birçok 

antikanser ve antibakteriyel ilaçlar bitki kökenlidir” denmektedir (Cragg ve Newman 

2005). Ancak, ilaçların ticari olarak üretiminde bitkilerin, özellikle de köklerin ve ağaç 

kabuğu gibi kısımların bilinçsiz ve kötü kullanımı 4 000 - 10 000 türün neslinin 

tükenmesi tehlikesiyle karşı karşıya bırakmıştır (Ramawat ve ark. 2010). Paul Alan Cox 

(2000), yakın bir gelecekte bitki türlerinin % 12,5’inin soyunun tükenme tehlikesiyle 

karşı karşıya olduğunu ve bunların içerisinde henüz keşfedilmemiş ve çalışılmamış 

birçok tür olduğunu söylemektedir. Bu yüzden birçok tür, insanlığa katkısı anlamında 

barındırdığı değer henüz anlaşılamadan nesli tükenmektedir. 

Son dönemlerde farklı materyaller kullanılarak yapılan antigenotoksisite ve sitotoksisite 

çalışmaları oldukça popüler hale gelmiştir. Buna yönelik olarak literatürde birçok 

değişik bitkisel/hayvansal ekstraktların kullanılması dikkat çekicidir. Sitotoksik veya 

genotoksik/antigenotoksik etkiye sahip olduğu belirlenen bitkisel kaynaklarda bu 

biyolojik aktiviteden sorumlu etken maddenin/maddelerin karakterizasyonu ve 

izolasyonu önemlidir.  

Sekonder metabolitler, bitkilerin metabolizması sonucu oluşan organik moleküllerdir. 

Küçük molekül yapılı sekonder metabolitler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik 

bileşikler içerisinde yer almaktadır. Şu ana kadar 150'den fazla bitki familyasında 12 

000'den fazla alkaloid tespit edilmiştir (Ramawat ve ark. 2010). Önemli miktarlarda 

alkaloid içeren bitki familyaları Fabaceae, Papaveraceae, Apocynaceae, Ranunculaceae, 

Rubiaceae, Rutaceae, Solanaceae familyalarıdır (Ramawat ve ark. 2010). Alkaloidlerin 

günlük olarak tüketilen kafein, analjezik olan morfin ve kodein, kas gevşetici 

tübokürarin, antikanser ajanı vinblastin ve gut tedavisinde kullanılan kolşisin gibi 
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üyeleri vardır (Ramawat ve ark. 2010). Fenolik bileşikler, içerisinde flavonoid ve 

izoflavonoid gibi grupları barındırır. Flavoidler genel olarak bütün bitki türlerinde 

bulunmakla beraber, “chalcone”, flavon, flavonol, flavanon, antosiyanin ve izoflavon 

gibi sınıflara ayrılmıştır. İzoflavonidlerin dağılımı ise daha çok Fabaceae familyasıyla 

sınırlıdır ve bu gruptaki biyolojik olarak aktif bileşikler fitoöstrojen, antimikrobiyal 

veya insektisit etki gösterebilirler. İzoflavon bileşikler fitoöstrojen, antianjiyogenik, 

antioksidan ve antikanser özellik gösterebilirler (Ramawat ve ark. 2010). Antioksidatif 

etki gösteren, resveratrol ise kemo-koruyucu etkisi olduğu bilinen fenolik bileşiklere bir 

örnektir (Scott ve ark. 2012). Bitkiler arasında en yüksek çeşitlilik terpen 

gruplarındadır. Şu ana kadar belirlenen 30 000'den fazla terpen bileşiği, monoterpen, 

seskiterpen, diterpen, triterpen ve tetraterpen grupları altında bulunmaktadır. Ayrıca; 

bitkisel steroidler, saponinler ve kalp glikozitleri triterpen gruplarından üretilirler. 

Taksan grubu bileşiklerin (diterpen) de dahil olduğu terpen bileşiklerinin bütün 

gruplarında antitümöral etki gösteren pek çok bileşik tespit edilmiştir (Salminen ve ark. 

2008, Ramawat ve ark. 2010). 

Kanser tedavisinde kullanılan bitki kaynaklı moleküllerin bir çeşitliliğe sahip olduğu 

görülmektedir. Madagaskar menekşesi (Madagascar periwinkle), Catharanthus roseus,  

vinblastin ve vinkristin gibi çocukluk çağı lösemisi, Hodgkin lenfoma ve meme kanseri 

tedavisinde kullanılan iki alkaloid antikanser ajanının elde edildiği bitkidir. Ek olarak, 

Podophyllum cinsine ait türlerde bulunan podofilotoksin izomeri olan epipodofilotoksin 

türevlerinden, etoposide küçük hücreli akciğer kanseri, testis kanseri ve lenfomalarda; 

teniposide ise akut lenfositik lösemi tedavisinde kullanılan antikanser ajanlarına 

örnektir. Pasifik porsuk ağacı, Taxus brevifolia bitkisinden elde edilen paklitaksel, 

terpen temelli bir moleküldür ve akciğer, over ve meme kanserinde, onun semisentetik 

analogu dosetaksel ise meme, over, prostat ve küçük hücreli olmayan akciğer kanserinin 

tedavisinde yer alan ajanlardır. Çin süs ağaçlarından (“Chinese ornamental tree”), 

Camptotheca acuminata'dan elde edilen kamptotesin molekülünün semisentetik 

türevleri olan topotekan (“hycamptamine”) ve irinotekan da klinik uygulamaları 

bulunan alkaloid yapıdaki antikanser ajanlardandır (Cragg ve Newman, 2005, Gurib-

Fakim, 2006). 

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

Asteraceae (Tripleurospermum pichleri, Achillea multifida, Doronicum bithynicum, 
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Senecio olympicus, Centaurea drabifolia), Caryophyllaceae (Gypsophila olympica), 

Ephedraceae (Ephedra campylopoda), Fabaceae (Astragalus sibthorpianus), 

Papaveraceae (Papaver pilosum) ve Thymelaeaceae (Daphne oleoides) familyalarına ait 

12 türün antioksidatif özelliklerinin belirlenmesi ve olası sitotoksik/sitostatik, 

genotoksik/antigenotoksik ve apoptotik/nekrotik etkiler yönünden incelenmesidir.  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1 Meme Kanseri 

 

Meme kanseri, dünyada ikinci en yaygın görülen kanserdir ve kadınlarda görülen kanser 

tipleri içinde görülme sıklığı açısından % 25 ile ilk sırada yer almaktadır (Ferlay ve ark. 

2015). Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansının (IARC) 2012 yılı verilerine göre, 

dünya genelinde 1,67 milyon yeni meme kanser vakası tahmin edilmiştir (Ferlay ve ark. 

2015). Kanser vaka sayısı düşük bir farkla da olsa gelişmekte olan ülkelerde daha 

fazladır. İnsidans oranları, Orta Afrika’da 100 000’de 27’den, Batı Avrupa’da 100 

000’de 96’ya kadar yaklaşık 4 kat kadar değişim göstermektedir (Ferlay ve ark. 2015). 

Meme kanseri 2012 yılında 522 000 ölümle tüm kanserlerde beşinci, kadın kanserleri 

içinde birinci sıradadır (Ferlay ve ark. 2015). Gelişmekte olan dünyada meme kanseri 

mortalite oranları, gelişmiş ülkelerdeki mortalite oranlarından daha düşüktür. Kanserde 

ölüm oranlarının gerilemekte olduğu söylenmektedir, ancak meme kanseri kanseri 

tedavisindeki kısmi başarılar da göz önüne alındığında dahi bu gerileme tatmin edici 

değildir. A.B.D.’de 1991-2011 yılları arasında kanser ölüm oranı görece % 22 

azalmayla 100 000’de 215,1’den 168,7’ye düşmüştür (Siegel ve ark. 2015). Bu durum, 

hem kanserin daha iyi anlaşılmasına hem de yeni tedavilere ihtiyaç duyulduğunu 

göstermektedir. 

Ülkemizde kanser insidansı dünyadaki diğer ülkeler ile karşılaştırıldığında, insidans 

oranının hem kadınlarda hem de erkeklerde daha düşük olduğu görülmektedir. 

Ülkemizde de meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser türüdür (% 25). Meme 

kanseri yaş dağılımı incelendiğinde vakaların % 42,5’inin 15-49 yaşları arasında olduğu 

görülmektedir. İnsidans oranları 35-39 yaş aralığında 100 000’de 50,8, 40-44 yaş 

aralığında 100 000’de 81,1 ve 45-49 yaş aralığında ise 100 000’de 109,1 olarak tespit 

edilmiştir (Gültekin ve Boztaş 2014). 

İnsan epidermal büyüme faktörü, östrojen ve progesteron hücre büyümesi, farklılaşması 

ve apoptozisi düzenler. Endokrin hassasiyeti östrojen reseptörü (ER) ve progesteron 

reseptörü (PR) ekspresyonlarıyla ölçülür ve önemli bir prognostik ve prediktif bir 

faktördür. Bu reseptörlerin yanında, tümör hücrelerinde, insan epidermal büyüme faktör 

reseptörü 2 (HER2)’nin yüksek ekspresyonu kötü klinik seyirle ilişkilendirilmiştir. ER 
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ve PR pozitifliği endokrin tedavi yanıtının tahmin edilmesinde, HER2 pozitifliği ise 

anti-HER2 tedavilerinin yanıtını tahmininde kullanılır (Brown ve ark. 2008). Klinik, 

patolojik ve moleküler özellikleriyle birlikte meme kanseri heterojen bir hastalıktır. 

Genetik profilleme meme kanseri için en az 4 kategori üretmiştir: 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 aşırı ifadesi (ER ve 

PR-negatif, HER2-pozitif) (Sorlie ve ark. 2001). Triple negatif kanser tipi genellikle 

genç kadınlarda görülmekle birlikte klinik seyri kötü olan bir kategoridir (Brown ve ark. 

2008). 

Meme kanseri, genetik ve çevresel faktörler arasında güçlü bir etkileşimin olduğu 

karmaşık ve multifaktöriyel bir hastalıktır. Meme kanseri için çok sayıda risk faktörü 

belirtilmiştir. Bunlar içinde coğrafya ve yaş önemli bir faktör olup 50-64 yaş aralığında 

meme kanseri insidansının yükseldiği gözlenmiştir (McPherson ve ark. 2000). Bunun 

yanında, ailede meme kanseri öyküsü olması, erken menstruasyon yaşı, geç menopoz 

başlangıcı, hiç gebe olmamak veya ilk doğumu 30 yaşın üzerinde gerçekleştirmek ve 

mutasyonlu meme kanser genine (BRCA1 veya BRCA2) sahip olmak meme kanser 

riskiyle ilişkilendirilen faktörlerdir (Campbell 2002). 

 

2.2. Meme Kanserinde Tedavi 

 

Meme kanserinin erken evrelerinde cerrahi rezeksiyonla kür sağlanır. En sık kullanılan 

yöntem modifiye radikal mastektomidir. Günümüzde meme koruyucu cerrahi de 

gittikçe önem kazanmaktadır. Meme koruyucu cerrahinin, modifiye radikal mastektomi 

kadar iyi sonuçlar verdiği kanıtlanmıştır (Jacobson ve ark. 1995). Uzak organ metastazı 

yapmış meme kanserlerinde ise kür elde etme şansı düşüktür. Soliter organ 

metastazlarında ise tedavi seçeneği olarak metastazektomi yönünde bir eğilim 

mevcuttur (Hortobagyi 1998). 

Lokal ileri meme kanseri olgularında sadece cerrahi yetersiz kaldığından yanına 

radyoterapi eklenmesi gündeme gelmiş ve böylece lokal tümör kontrolünün arttığı 

saptanmıştır. Adjuvan tedavi, meme kanseri hastasının, ameliyattan sonra kemoterapi 

almasıdır. Adjuvan radyoterapi ve kemoterapi uygulanan hastalar, sadece radyoterapi 

uygulanan hastalara göre % 20-30 oranında düşük mortalite riski gösterirler 
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(Dombernowsky ve ark. 1988). Mastektomili hastalarda kemoterapinin 

tamamlanmasının ardından radyoterapi uygulaması önerilmektedir. Neoadjuvan 

kemoterapi (cerrahi öncesi kemoterapi, sonrasında mastektomi) sonrasında radyoterapi 

uygulaması da yapılabilmektedir (Dombernowsky ve ark. 1988). 

Endokrin tedavisi, hormon reseptörleri pozitif olan hastalarda kullanılan yöntemdir. 

Adjuvan, neoadjuvan ve palyatif tedavide kullanılır. Tamoksifen, lüteinizan hormon 

salgılatıcı hormon analogları, aromataz inhibitörleri en sık kullanılan ajanlardır 

(Hortobagyi 1998, Maughan ve ark. 2010). 

Meme kanseri; taksanlar (dosetaksel, paklitaksel), antimetabolitler (5-florourasil), 

antrasiklinler (doksorubisin, epirubisin) ve alkilleyici ajanlar (siklofosfamid) gibi çeşitli 

kemoterapötiklere cevap vermektedir. Tedavide etkili olan kemoterapi ajanları çeşitli 

kombinasyonlar halinde kullanılırlar. Örneğin, FEC (5-florourasil, epirubisin, 

siklofosfamid), ET (epirubisin, dosetaksel) ve benzeri çok çeşitli kemoterapi 

protokolleri kullanılmaktadır (Maughan ve ark. 2010). 

HER2 ifadesi yüksek olan hastaların tedavisinde trastuzumab kullanılır. Trastuzumab, 

“insanlaştırılmış” bir monoklonal antikordur ve HER2’nin ekstraselüler kısmına yüksek 

affiniteyle bağlanır (Goldenberg, 1999). Trastuzumab, hedefe yönelik tedavilerde öne 

çıkan örneklerden biridir ve meme kanseri tedavisinde önemli bir ilerleme olarak kabul 

görmektedir (Morrow, 2009). Klinik olarak, HER2-pozitif metastatik meme 

kanserlerinde tek başına kullanılmaktadır (Vogel, 2002). Ayrıca, yine HER2-pozitif 

hastalarda uygulanan ve trastuzumab ve geleneksel kemoterapötiklerin kombine 

edilerek (siklofosfamid ve doksorubisin tedavisi sonrası paklitaksel kombinasyonu) 

kullanımına dayanan tedaviler önceki tedavilere göre daha başarılıdır (Romond, 2005). 

Meme kanseri üzerinde in vitro koşullarda yapılan çalışmalarda tümör modeli olarak 

meme kanseri hastalarından geliştirilen hücre soyları kullanılmaktadır. Her kanser hücre 

soyuna ait belli özellikler, bu hücre soylarını çalışmalarda tercih sebebi yapmaktadır. 

Meme kanser hücre soylarının in vivo ortamı ne derece karşılık geldiği bir tartışma 

konusu olsa da yapılan genetik testler kanser hücrelerinin in vivo koşullarını büyük 

ölçüde temsil ettiğini söylemektedir (Lacroix ve Leqlercq 2004, Neve ve ark. 2006). En 

sık çalışılan insan meme kanser hücre soylarından MCF-7 ve MDA-MB-231 

karşılaştırılırsa Çizelge 2.1’de belirtilen özellikler sıralanabilir. 
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Çizelge 2.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hücre soyları arasındaki farklar 

 

Özellik MCF-7 MDA-MB-231 Referans 

ER Pozitif Negatif 
Lacroix ve 

Leqlercq 2004 

PR Pozitif Negatif 
Lacroix ve 

Leqlercq 2004 

HER2 Negatif Negatif Neve ve ark. 2006 

p53 Yabani tip Mutant 
Lacroix ve ark. 

2006 

Fenotip Luminal tip Bazal tip 
Lacroix ve ark. 

2006 

İnvazyon Non-invazif İnvazif karakter 
Thompson ve ark. 

1992 

Diğer - 
NF-κB sürekli 

aktivasyonu 

Lacroix ve ark. 

2006 

 

Tümörijenik olmayan bir hücre soyu olan MCF-10A (insan fibrosistik meme 

dokusundan elde edilmiştir) ise ER ve PR-negatiftir (Soule ve ark. 1990, Neve ve ark. 

2006). Qu ve ark. (2015), MCF-10A hücrelerini farklı kültür koşullarında luminal ve 

bazal özellikleri karakterize eden belirteçleri çalışmışlardır. İlginç olarak, tek katlı 

(monolayer) büyütülen MCF-10A hücrelerinin hem luminal tip (sitokeratin 8 ve E-

kaderin) hem de bazal tip (vimentin ve N-kaderin) özelliklere işaret eden belirteçleri 

ifade ettiği tespit edilmiştir (Qu ve ark. 2015). 

 

2.3 Hücre Ölüm Yolakları 

 

2.3.1 Apoptozis 

 

İlk olarak Kerr ve ark. (1972) tarafından ortaya atılan apoptozis tabiri, fizyolojik 

koşullarda gerçekleşen ve mitoz karşıtı bir süreç olarak işleyen programlı bir hücre 

ölüm şeklini tarif etmek için kullanılmıştır (Kerr. ve ark. 1972). Sonraki yıllarda, 

apoptotik hücre ölümünü saptamak, yorumlamak üzere çok sayıda yöntem geliştirilmiş 

ve moleküler mekanizmalarını aydınlatmak üzere sayısız çalışma yapılmıştır. 

Apoptozis, hücrenin yuvarlaklaşması, hücre hacminin azalması, kromatin 

kondensasyonu, nükleer fragmentasyon, membran bleblenmesi (membran üzerinde 

suyun kaynarken fokurdamasına benzer yapıların görünmesi) ve geç evreye kadar 
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bozulmamış bir hücre membranının eşlik ettiği bir programlı hücre ölüm şeklidir 

(Kroemer ve ark. 2009). Apoptozis mekanizması, anahatlarıyla içsel ve dışsal yolak 

şeklinde ikiye ayrılmaktadır. Dışsal yolak apoptozisi tetikleyen hücre dışı stres 

uyaranlarının spesifik transmembran reseptörler aracılığıyla hücre içine iletilmesiyle 

başlar. Bu reseptörlerin başlıcaları ölüm ligandlarıyla birlikte; Fas/CD95 reseptörü ile 

Fas/CD95 ölüm ligandı, TNFα reseptör 1 (TNFR1) ile tümör nekrozis faktör α (TNFα), 

TRAIL reseptör 1 ve 2 (DR4 ve DR5) ile TRAIL (TNF ilişkili apoptozis-indükleyen 

ligand)’dir (Wajant 2002, Schutze ve ark. 2008, Mehlen ve Bredesen 2011). Örnek 

olarak, Fas ölüm reseptörü aracılı bir apoptozis sürecinde, hücre membranında trimer 

yapıda bulunan Fas molekülleri, Fas ölüm ligandının bu yapıyı stabilize etmesiyle 

birlikte konformasyonel bir değişim geçirir (Şekil 2.1). Bu konformasyonel değişimle 

birlikte reseptörün sitozolik yüzünde bütün ölüm reseptörlerince paylaşılan 80 

aminoasitlik bir dizi açığa çıkarak dinamik bir multiprotein kompleksinin oluşmasına 

izin verir (ölüm “domain”i, DD) (Boldin ve ark. 1995, Schulze-Osthoff ve ark. 1998). 

Fas’ın ölüm “domain”de toplanan proteinler reseptör-ilişkili protein kinaz 1 (RIPK1 

veya RIP1), ölüm “domain”e sahip Fas-ilişkili protein (FADD), c-FLIP, apoptozis 

inhibitör proteinler (cIAPs), apoptozisi kaspaz aktivitesi üzerinde baskılayabilen 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 kırarak mitokondriyel membran geçirgenliğinin 

artmasına neden olur. Mitokondriden sitoplazmaya salınan sitokrom c; APAF1, dATP 

ve prokaspaz-9 ile bir multiprotein kompleks oluşturarak efektör kaspazlar olan kaspaz-

3,-6 veya -7’nin aktivasyonu sonucu kaspaz kaskadını başlatır (Hengartner 2000). İçsel 

yolak ise kaspazlara bağımlı veya kaspaz bağımsız olarak ilerleyebilir. DNA hasarı, 

oksidatif stres ve sitoplazmada yüksek Ca2+ konsantrasyonları, endoplazmik retikulum 

içinde katlanmamış proteinlerin birikimi gibi farklı etmenler içsel yolağı tetikleyebilir. 

Ancak içsel yolağın başladığı organel olan mitokondride proapoptotik sinyal kaskadı ve 

antiapoptotik mekanizmalar arasındaki dengenin proapoptotik moleküller lehine 

kayması gerekmektedir (Kroemer ve ark. 2007). Bu dengede söz konusu olan proteinler 

bcl-2 ailesi proteinleridir. Bcl-2 ailesi proteinlerinden proapoptotik bax ve bak 

proteinlerine karşılık antiapoptotik bcl-2 protein miktarı önem arz eder. Mitokondriyel 

membran geçirgenliğinin artmasıyla birlikte mitokondriyel ATP sentezi azalır, reaktif 
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oksijen türleri (ROS) artar ve sitokrom c ile birlikte apoptozis indükleyici faktör (AIF) 

ve endonükleaz G sitoplazmaya salınarak sırasıyla apoptozom oluşumuna ve DNA’nın 

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

 

 

Şekil 2.1. İçsel ve dışsal yolağın moleküler mekanizmaları (Hengartner 2000) 

 

2.3.2 Otofaji 

 

Otofaji uzun ömürlü proteinlerin, organellerin ve sitoplazmik parçacıkların 

parçalanmasından sorumlu fizyolojik bir fenomendir. Otofaji, lizozomal parçalanmadan 

sonra hücresel geri dönüşümü sağlar ve hücrenin açlık, büyüme faktörü yokluğu ve 

oksidatif stres gibi çeşitli koşullarda hayatta kalmasına yardımcı olur. (Kondo ve ark. 

2005, Shintani ve Klionsky 2004). Otofajinin önemli tanımlayıcı özelliklerinden biri, 

sitoplazma organellerini içeren otofagozom adı verilen çift membranlı veziküllerin 

oluşumu ve bu veziküllerin lizozomlarla birleşmesidir (Kondo ve ark. 2005, Shintani ve 
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Klionsky 2004). Genel olarak otofaji 4 formda açıklanabilir; çift membranla sınırlı 

organellerin sitoplazma içinde parçalanması olan makrootofaji, membran invajinasyonu 

ile sitoplazmanın lizozom içine taşınması olan mikrootofaji, spesifik moleküllerin 

lizozom içine alınması olan şaperon bağımlı otofaji ve kanonik olmayan-alternatif 

(Atg5/7 bağımsız) makrootofaji (Klionsky ve Lane 2010).  

Otofajinin açlık durumunda hücresel yapı taşlarının yıkılarak geri dönüşümü ve 

hücrenin enerji depolarını yenileyerek apoptotik hücre ölümünü engellediği ya da zıt 

olarak hücre ölümüne yol açtığı gösterilmesine ek olarak apoptozisle karmaşık bir 

etkileşim içinde olduğu pek çok yayında ifade edilmektedir (Wirawan ve ark. 2012, 

Nikoletopoulou ve ark. 2013). Otofajinin hiperaktivasyonu sürecin katabolik doğası 

nedeniyle hücre içeriğinin sindirilerek hücreyi ölüme götürebilir. Dolayısıyla, bu 

programlı hücre ölümüne otofajik hücre ölümü olarak tanımlanmıştır (Gozuacik ve 

Kimchi 2007). Otofaji özellikle apoptotik hücre ölümünün baskılandığı koşullarda 

aktive olarak, apoptozisle ölmesi mümkün olmayan hücrelerin ölümüne yol açabilir. Bu 

özelliği ile, bazı durumlarda apoptozis yanında alternatif bir hücre ölüm modu olarak 

düşünülebilir. Bunun yanında, otofaji ve apoptozis arasında en az üç farklı bağlantı 

gözlenmiştir. Otofaji; apoptozise paralel olarak hücre ölümüne yol açabildiği gibi, 

apoptozisi baskılayarak hücrenin hayatta kalmasını sağlayabilir ya da apoptozis için bir 

ön koşul olabilir (Eisenberg-Lerner ve ark. 2009). 

Otofajinin moleküler mekanizmaları insanlardan önce mayalarda tanımlanmıştır. 

Mayalardaki ilgili genlerle homoloji çalışmaları yapıldığında insanlarda otofaji-ilişkili 

Atg proteinleri keşfedilmişdir (Şekil 2.2). Bu proteinler, otofajinin başlangıç 

aşamasında Ulk ve Vps34 protein kompleksleriyle birleşerek çift-katlı preotofagozomal 

yapıları oluştururlar (Fleming ve ark. 2011). Otofagozomal yapının tamamlanması için 

ise iki farklı otofagozom birleşme sistemi rol almaktadır. Atg12 ve Atg8/LC3, Atg7 

tarafından aktive olup sırasıyla Atg5 veya fosfatidiletanolamin ile birleşmektedirler 

(Mizushima ve ark. 1998, Klionsky ve Emr 2000). Bu iki sistem, vezikül 

membranlarına Atg8/LC3’ün yönlendirilmesinde Atg12-Atg5 kompleksi gerekli olduğu 

için birbiriyle ilişkilidir (Mizushima ve ark. 1998, Klionsky ve Emr 2000). Otofajinin 

başlangıcında ise mTOR inhibisyonunun etkili olduğu gösterilmiştir (Wang ve Klionsky 

2003). Diğer bir kilit olay ise PI3K aktivasyonudur ve bu da antiapoptotic Bcl-2 
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proteinleri tarafından inhibe edilen beklin-1 proteinin Atg6 ile kompleks oluşturmasına 

bağlıdır (Wang ve Klionsky 2003, Pattingre ve ark. 2005). 

 

 

 
 

Şekil 2.2. Otofajide otofagozom ve otolizozom oluşumu (Fleming ve ark. 2011) 

 

 

2.3.3. Nekrozis ve Nekroptozis (Programlı nekrozis) 

 

Uzun bir süre boyunca nekrozis kazara gerçekleşen ve morfolojik olarak apoptozis ve 

otofajik hücre ölümünün gözlenmediği durumlarda tanımlanan bir hücre ölüm modu 

olarak kalmıştır (Kroemer ve ark. 2009). Geleneksel olarak nekrotik hücre ölümü, 

sitoplazmanın vakuolizasyonu, hücrenin şişerek (onkozis) membran bütünlüğünün 

bozulması ve hücre içeriğinin mikroçevreye yayılıp inflamatuvar yanıt 

oluşturabilmesiyle karakterizedir (Bruin ve Medema 2008). Nekrotik ölüm, genellikle 

enfeksiyon ve iskemi gibi patolojik travmaların bir sonucu olarak görülmesine rağmen, 

bu ölüm modunun TNFα ve Fas ligand moleküllerinin kendi ölüm reseptörleri 

aracılığıyla da indüklenebildiği görülmüştür (Vercammen ve ark. 1998a, Vercammen ve 

ark. 1998b). Dolayısıyla, günümüzde nekrozisin programlı olabileceği ve fizyolojik ya 

da patolojik süreçlerde rol alabileceği görülmüştür (Vandenabeele ve ark. 2010). 

Örneğin ölüm reseptörü-ilişkili nekrozis, RIP1 kinaz (RIP1 olarak da isimlendirilir) 

aracığıyla indüklenebilir; RIP1 ekspresyonu baskılanan veya düşük olan hücre 

soylarının Fas aracılı ölüme karşı dirençli oldukları görülmüştür (Vercammen ve ark. 
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1998b). RIP1’in ise ölüm reseptörü-ilişkili nekrozisin indüklenebilmesi için sonraki 

aşamada homologu olan RIP3 proteinini de içeren bir kompleks oluşturması 

gerekmektedir (He ve ark. 2009) (Şekil 2.3). Ancak, apoptotik ölüm mekanizmalarının 

işleyeceği koşullarda bu kompleksin bileşenleri olan RIP1 ve RIP3, kaspaz-8 tarafından 

kırılarak nekroptozis yolağı engelleneceğinden, programlı nekrozisin gerçekleşebilmesi 

için kaspaz-8 ekspresyonunun düşmesi veya cFLIP gibi apoptotik inhibitörlerce inhibe 

edilmesi gerekmektedir (Bruin ve Medema 2008, Radogna ve ark. 2015). Böylece, RIP1 

ve RIP3’ün degrade olmadığı durumlarda nekroptozis yolağının sonraki basamaklarında 

mitokondrinin hedeflendiği ve ROS’un arttığı, lizozomal membran 

permeabilizasyonunun gerçekleştiği ve bir DNA tamir enzimi olan PARP1’in aşırı 

aktivasyonu neticesinde hücresel NAD+ ve ATP seviyelerinin düştüğü bir hücre ölümü 

tablosu gözlenir (Bruin ve Medema 2008, Radogna ve ark. 2015). 

 

 
 

Şekil 2.3. Nekroptozis yolağı ve apoptotik yolak ile ilişkisi (Radogna ve ark. 2015) 
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2.3.4 Mitotik Felaket (“Catastrophe”) 

 

Mitotik felaket, hürenin mikrotübül veya DNA hasarı yapan ajanlara maruz kalmasının 

ardından sorunlu bir mitoz bölünmeyle ortaya çıkan ve bu bölünme sırasında veya 

bölünme sonraki interfazda hücre ölümüyle tamamlanabilen bir süreçtir 

(Vakifahmetoglu ve ark. 2008) (Şekil 2.4). Mitotik felaketin aslında tam olarak bir 

hücre ölüm modu olmadığı, hücreyi tümör gelişimini baskılayacak şekilde hücre 

ölümüne veya senesense (yaşlanma) götüren bir yol izleyen bir fenomen olduğu tahmin 

edilmiştir (Vitale ve ark. 2011). Bu süreçte bir hücrenin izleyebileceği pek çok yol 

vardır: örneğin bazı durumlarda mitoz bölünme durmaz ve mitotik kayma (“slippage”) 

ile bir sonraki interfaza girebilir veya bir anormal mitoz bölünme daha geçirir. Ancak 

sıklıkla bu bölünme tamamlanamaz ve bölünmenin sitokinez evresinde yarım 

kalmasından dolayı tetraploid hücreler gelişir. Bunların birçoğu ölür veya senesense 

girer. Anormal mitoz bölünmenin üretken olması durumunda ise tümörijenik potansiyeli 

olan anöploid hücreler oluşur, fakat bunların da birçoğu kromozomal anomalilerin 

fazlalığından dolayı hücre ölümüne giderler veya bir sonraki mitoza giremezler.  

Anöploid hücrelerin bir kısmı mitoz bölünmeye girse bile yeni bir mitotik felaket 

programına çok daha duyarlıdırlar ve genellikle mitoz bölünmenin M fazında çok 

kutuplu, suprafizyolojik sayıda sentrozomun eşlik ettiği bir bölünme gerçekleşir. Bu 

durum da daha önceki bölünmeye benzer şekilde hücre ölümüyle sonuçlanır. Her bir 

bölünmenin yavru hücrede ploidiyi arttırdığını da belirtmek gerekir (Vitale ve ark. 

2011). 

 

 
 

 

Şekil 2.4. Anormal mitoz bölünmeyle oluşan mitotik felaket ve muhtemel sonuçları 

(Galluzzi ve ark. 2012) 
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2.4 Hücre Ölümü, Reaktif Oksijen Türleri (ROS) ve Antioksidan Sistemler 

 

Fizyolojik koşullarda insan vücudundaki oksidatif sistemler ve antioksidan sistemler bir 

denge halindedir. ROS, hücre büyümesi, farklılaşması ve hücre ölümü gibi çok geniş ve 

birbirinden farklı süreçlerde rol alır. Dolayısıyla, ROS oluşumu bu dengenin bir sonucu 

olarak, düşük konsantrasyonlarda hücre içi sinyal iletimi ve mikroorganizmalara karşı 

savunma mekanizmalarında yer aldığı için önemli, hatta vazgeçilmezdir. Buna karşın, 

ROS dengesinin yüksek ROS konsantrasyonu üretecek biçimde bozulması ise 

yaşlanmanın yanında alerjik hastalıklar, kanser, kalp ve damar hastalıkları, diyabet, 

nörodejeneratif hastalıklar ve göz hastalıkları ile ilişkilendirilmiştir (Mates ve ark. 

1999). 

ROS ve apoptotik hücre ölümü arasında sıkı bir ilişki mevcuttur. ROS artışı apoptozisi 

hem dışsal hem içsel yolaklar üzerinden uyarabilir. Yüksek ROS, dışsal yolakta ASK1 

ve JNK aktivasyonuyla apoptozisi indükler; içsel yolakta ise mitokondriyel membran 

permeabilizasyonu ile apoptotik proteinlerin sitoplazmaya salınması söz konusudur 

(Circu ve Aw 2010). Oksidatif stress ve apoptozis arasındaki ilişkiye yer verirken 

yüksek ROS konsantrasyonunun kaspazların aktif bölgelerindeki –SH grubunun 

oksidasyonuna rol açabildiğini belirtmek gerekir. Böyle bir durumda nekrotik hücre 

ölümü gözlenir. Ayrıca, mitokondriyel ATP üretiminin azalmasına neden olan oksidatif 

stres apoptotik mekanizmayı bu yolla da engelleyerek nekrozis-benzeri hücre ölümünü 

indükleyebilir (Chandra ve ark. 2000). Yüksek oksitadif stres aynı zamanda hücre 

genelinde DNA hasarı, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna yol açar (Circu 

ve Aw 2010). Oksidatif stres ve DNA ilişkisi incelendiğinde, farklı ROS moleküllerinin 

DNA ile etkileşimlerinin derecesi ve oluşan hasar tipinin değiştiği görülür. Örneğin, 

H2O2 DNA ile etkileşime girmezken, HO• radikali bütün DNA bazlarında farklı hasar 

ürünleri oluşturarak kendine has bir parmakizi bırakır (Cuzzocrea ve ark. 2001). O2
•- 

radikali ise spesifik olarak guanin bazına saldırır ve 8-hidroksiguanin üretir (Cuzzocrea 

ve ark. 2001). 

Bitkilerde antioksidan mekanizmalar oldukça gelişmiştir. Enzimatik antioksidan 

sistemlerin yanında, enzimatik olmayan ve glutatyon, α-tokoferoller, karotenoid ve 

flavonoidlerin aktivitelerine dayanan mekanizmalar mevcuttur (Gill ve Tuteja 2010). 

Flavonoidler en aktif bitki ikincil metabolitleridir ve pek çoğu askorbik asit ve α-
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tokoferolden daha yüksek antioksidan aktivite gösterir (Hernandez ve ark. 2009). Bitki 

flavonoid seviyelerinin oksidatif stresin artmasına yol açan yaralanma, kuraklık, metal 

toksisitesi ve besinsel kısıtlamalar karşısında dramatik derecede arttığı belirtilmiştir 

(Winkel-Shirley 2002). Bitkilerin sahip olduğu fenolik içerik sağlık, besin endüstrisi ve 

diğer sektörlerde önem verilen bir noktadır. Tıbbi bitkilerin birçok hastalığa karşı tedavi 

edici etkileri, fenolik ve antioksidan içeriklerine dayandırılmaktadır (Çoruh ve ark. 

2007). Ancak, kanserle mücadelede antioksidan kullanımını öne çıkaran yaklaşımlardan 

ziyade, temel olarak oksidatif stres yaratacak biçimde ortaya çıkan veya planlanan 

tedavilerin etkili olabileceği Watson (2013) tarafından tartışılmıştır. 

 

2.5. Tez Konusu Oluşturan Bitkilere Ait Genel Bilgi 

 

Tez konusu oluşturan bitki türleri hakkındaki genel bilgiler türlerin ait oldukları 

familyaların ve sonrasında cinslerin alfabetik sıralamasına göre verilmiştir. Türlerin 

endemizm durumları Çizelge 2.2’de yer almaktadır. 

 

2.5.1 Heracleum humile Sm. (Apiaceae) 

 

Tür çok yıllıktır ve gövdeleri toprak altındadır. Alt yaprakları tüysü ve 

dikdörtgenimsidir. Gövde yaprakları geniş olarak yumurtamsı-dikdörtgen kınlı ve 

yaprak uçları yuvarlaklaşmış ya da çıkıntılıdır. Çiçekleri beyazdır. Meyveleri ise eliptik-

ters yumurtamsıdır. Uludağ’da, üst kuşağın kayalık yamaç, çayırlık alanlarda ve oynar 

kayalar üzerinde gelişir. Çiçeklenme zamanı Temmuz ve Eylül aylarıdır (Davis 1972). 

 

2.5.2 Olymposciadium caespitosum (Sm.) Wolff (Apiaceae) 

 

Tüysüz veya çok küçük ince tüylü çim gibi sık yapılı çok yıllık bitkilerdir. Gövdesi 

yuvarlak ve dallanmıştır. Yaprakları çoğunlukla tabanda, dikdörtgen şeklindedir. Tür, 

Uludağ’ın 1 900 m’nin üzerindeki (1 900- 2 450 m) üst rakımların tipik sert yastık 

yapılı toplulukları olan Festuca puctoria ve Acantholimon ulicinum toplulukları 

arasında geniş yayılış gösterir. Üst kuşağın yamaç ve uçurumlarındaki kireçtaşı yarıkları 

arasında gelişir. Olymposciadium caespitosum, bulunduğu habitatta Veronica caespitosa 
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Boiss. var. caespitosa, Paronychia amani Chaudhri, Astragalus sibthorpianus Boiss., 

Festuca punctoria Sm., Gypsophila olympica Boiss. ve diğer endemik türler ile beraber 

bulunmaktadır. Çiçeklenme zamanı Temmuz ve Ağustos aylarıdır (Davis 1972). 

 

2.5.3 Achillea multifida (DC) Boiss. (Asteraceae) 

 

Ebülmülük ve civanperçemi isimleriyle anılan bitki, yeşil yapraklı, her tarafta seyrek 

örtü tüylü, tabanı 2-3’lü teleksi-bölük ila teleksi-kesik parçalıdır. Başçık 4-20 çiçeklidir. 

Beyaz dilsi çiçekleri 6-9 tanedir ve disk çiçekleri de yaklaşık 40-50 tanedir. Türü çiçekli 

olarak dağın yüksek rakımlarında ve oteller çevresinde, Temmuz ve Ağustos aylarında 

görmek mümkündür. Tür, 1 700 ile 2 450 m arasındaki rakımlarda bulunan Verbascum 

olympicum, Abies bornmuelleriana, Juniperus communis, Nardus stricta, Festuca 

cyllenica ve diğer subalpin ve alpin topluluklarda yayılış gösterir (Davis 1975).  

 

2.5.4 Centaurea drabifolia Sm. subsp. drabifolia (Asteraceae) 

 

Peygamber çiçeği adıyla anılan odunsu köklü, verimsiz rozetsi ve az çok basit ayrık 

gövdeli, küçük kümeler oluşturan çok yıllık bir bitkidir. Yaprakları beyazımsı keçe gibi 

tüylü ve üzeri pürtüklü; mızraksı ila şeritsi mızraksı şekildedir. Çiçekleri sarıdır. Meyve 

papuslu kapçık şeklindedir. Bu tür, 1 200 ila 2 400 m arasındaki rakımlarda kayalık 

yerlerde yayılış gösterir. Çiçekli örnekleri, Haziran ve Ağustos aylarında, örneğin 

Kuşaklıkaya ve Şahinkaya tepelerinde görülebilir (Davis 1975). 

 

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

 

Bitki, kısa yatay toprakaltı gövdeli ve 45-75 cm boyundadır. Gövdenin yarısının 

altındaki yapraklar salgı tüylüdür. Taban yaprakları eliptik ila yumurtamsı şekildedir. 

Gövde yaprakları birkaç tanedir, alttakiler taban yapraklarına benzer, üstteki yapraklar 

ise eliptik ila sapsız ve yumurtamsı şekildedir. Çiçekler sarıdır. Tür, 1 500 ila 2 200 m 

arasındaki rakımlardaki Juniperus communis bodur çalı ile Abies bornmuelleriana 

orman toplulukları arasında ve taşlık yamaçlarda yayılış gösterir. Çiçeklenme zamanı 

Mayıs ve Temmuz aylarıdır (Davis 1975). 



19 

 

2.5.6 Senecio olympicus Boiss. (Asteraceae) 

 

Sırt şeklini almış dik, tüysüz gövdeli çok yıllık bitkilerdir. Yaprakları seyrek olarak ağsı 

ile tüysüz, altta dikdörtgensi spatula şeklinde, üstte yumurtamsı ile mızraksı ve 

sapsızdır. Çiçekler sarıdır. Meyveleri kapçık tip olup beyazımsı papusludur. Senecio 

olympicus’un çiçekli örnekleri Temmuz ve Ağustos aylarında 1 800 ila 2 200 m 

arasındaki rakımlarda görülebilir (Davis 1975).  

 

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

 

Tür çok yıllıktır. Gövdeler rizomdan (yeraltı gövdesi) tek olarak çıkan dik durumlu ve 

tüysüzdür. Yaprakları tüysü, seyrek ve 1-2 derin parçalıdır. Daha dıştaki pulsu yapraklar 

ucu sivri üç köşeli, içtekiler ise ters mızraksı, tüm pulsu yaprakların zar şeklindeki 

kenarları koyu kahve renklidir. Tür, oteller çevresindeki bozulmuş alanlar üzerinde 

gelişmektedir. Çiçekli üyeleri Haziran ve Ağustos aylarında 1 600 ile 1 800 m 

rakımlarda görülebilir (Davis 1975). 

 

2.5.8 Gypsohylla olympica Boiss. (Caryophyllaceae) 

 

Çime benzer sık yapılı çok yıllık, odunsu yeraltı gövdelidir. Gövdeler çok sayıda ve 

dallanmamıştır. Yaprakları şeritsidir. Çiçekleri ise tek (nadiren ikili) salkımlarda ve 

uçtadır. Çiçekleri beyaz ile pembe renktedir. Çiçeklenme zamanı Temmuz ve Ağustos 

aylarıdır. Kalkerli kayalar üzerinde gelişir. Çiçekli üyeleri Kuşaklıkaya ila Zirve tepeleri 

arasındaki kayalık alanlarda görülebilir. Rakım aralığı 2 000 ila 2 500 m arasında 

değişmektedir (Davis 1967). 

 

2.5.9 Ephedra campylopoda C. A. Meyer (Ephedraceae) 

 

Gövdeleri prostrate (yere yapışık), sürünücü, kırılgan ve yivli olup, dallar gevşek ve 

kavislidir. Yaprak kınları iki eşit parçalı kısa fincan şeklindedir. Loblar gençken 

keskindir ve zamanla pürüzlü hale gelir. Erkek çiçekler her bir demette 10 taneye kadar 

bulunmakta, her bir nodda 2 ila 4 demet halinde bulunmaktadır. Dişi çiçekler ise çiftler 
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halindedir. Türkiye’de İstanbul, Bursa, Bilecik, Sakarya, İzmir, Konya, İçel ve Maraş’ta 

kaydı bulunmaktadır (Davis 1965). 

 

2.5.10 Astragalus sibthorpianus Boiss. (Fabaceae) 

 

Yerel adı geven veya keven olarak bilinen Astragalus sibthorpianus Boiss. Uludağ 

endemiği olan bir türdür. Bu türe ait ilk örnekler Boissier tarafından toplanmış olup, 

1843 yılında bilim dünyasına tanıtılmıştır. Uludağ’ın orman sınırının üzerindeki alpin 

kuşakta sert yastıkçık formundaki bitki türlerinin arasında yayılış gösterir. Türün en 

tipik özelliği, aynı birey üzerinde aynı anda sarı ve kiremit kırmızısı renkli çiçeklerin 

olmasıdır. Çok yıllık, bodur ve sürünücü bir yapı gösterir. Bodur, yere yatık ve çalımsı 

yapıdadır. 10 cm kadar boylanabilir. Haziran ayında çiçeklenir. Çiçekleri 1,5-2 cm olup 

yaklaşık 20 kadar çiçek bulundurur (Davis 1970, Güleryüz ve Arslan 1998). 

 

2.5.11 Papaver pilosum Sibth & Sm (Papaveraceae) 

 

Çok yıllık bir bitkidir. Gövdeler dik, dallanmış, yoğun ince uzun sert tüylüdür. Alt 

yaprakları dar ters yumurtamsı dikdörtgen, üst yapraklar yumurtamsı şekilde ve tüm 

yaprakları kadife tüylüdür. Çiçekleri portakal kırmızısı ila koyu portakal rengindedir. 

Tür, 1 800 ila 2 150 m arasındaki kayalık yerlerde yayılış göstermektedir. Çiçekli 

bireyleri, Tutyeli ve Şahinkaya tepelerinin güney yamaçlarında Juniperus communis-

bodur çalı topluluğu arasında Haziran ve Temmuz aylarında görülebilir (Davis 1965). 

 

2.5.12 Daphne oleoides Schreber (Thymelaeaceae)  

 

Dik, oldukça fazla dallanan çalılardır. Genç sürgünler kırmızımsı kahverengi renktedir. 

Yaprakları ters yumurta ila eliptik şekillidir. Çiçekleri beyaz veya krem beyazı 

renktedir. Meyvesi yumurtamsı şekilde ve portakal kırmızısı renktedir. Alpin bölgedeki 

yastık oluşturan türlerin hakim olduğu Acantholimon ulucinum topluluğu arasında 

yayılış gösterir. Tür, 2 000 m’nin üzerindeki rakımlarda kireç taşlı yamaçlar ve taş 

yığınları üzerinde gelişir. Çiçeklenme zamanı Haziran ve Temmuz aylarıdır (Davis 

1982). 
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Çizelge 2.2. Tez konusu oluşturan bitki türleri ve endemizm durumları 

 

Tür Familya Dağılım Referans 

H. humile 
Apiaceae 

(Umbelliferae) 
Endemik değil Davis 1972 

O. caespitosum 
Apiaceae 

(Umbelliferae) 
TE* Davis 1972 

A. multifida 
Asteraceae 

(Compositae) 
Endemik değil Davis 1975 

C. drabifolia 
Asteraceae 

(Compositae) 
TE Davis 1975 

D. bithynicum 
Asteraceae 

(Compositae) 
TE Davis 1975 

S. olympicus 
Asteraceae 

(Compositae) 
UE** Davis 1975 

T. pichleri 
Asteraceae 

(Compositae) 
UE Davis 1975 

G. olympica Caryophyllaceae UE Davis 1967 

E. campylopoda Ephedraceae Endemik değil Davis 1965 

A. sibthorpianus Fabaceae UE Davis 1970 

P. pilosum Papaveraceae TE Davis 1965 

D. oleoides Thymelaeaceae Endemik değil Davis 1982 
* : Türkiye endemiği 
**: Uludağ endemiği 

 

2.6 Uludağ Milli Parkı'nda Bulunan Bazı Bitki Familyalarını İçeren Sitotoksik, 

Genotoksik/Antigenotoksik ve Antioksidatif Çalışmalar 

 

2.6.1 Apiaceae (Umbelliferae) 

 

Anadolu’da baldırgan otu veya tavşancık otu adıyla bilinen Heracleum cinsine ait 

türlerde genellikle kumarin türevleri bulunmaktadır (Dincel ve ark. 2013). Heracleum 

humile türünün büyüme baskılayıcı, genotoksik/antigenotoksik ve antioksidan 

özelliklerine ait bir çalışma bulunmamakla beraber aynı cinse ait farklı türlerle yapılmış 

çalışmalar mevcuttur. Firuzi ve ark. (2010) 4 Heracleum türünün toprak üstü 

kısımlarından elde ettikleri esansiyel yağları üç kanser hücre soyu üzerinde denenmiş ve 

bulunan en düşük IC50 değeri 0,362 mg/ml olmuştur. Farklı bir çalışmada, Heracleum 



22 

 

persicum Desf. esansiyel yağları kanser hücreleri üzerinde denenmiş, IC50 değeri 2,24 

mg/ml olarak belirlenmiştir (Noudeh 2010). Herakleum türlerinden elde edilen saf 

maddelerin de sitotoksik özellikleri araştırılmıştır. Örneğin, Heracleum dissectum 

bitkisinden elde edilen saf bileşiklerde en düşük IC50 değeri 5,8 µM olarak tespit 

edilmiştir (Gao ve ark. 2014). Heracleum platytaenium ve Heracleum persicum 

türlerinin metanol ve petrol eteri ekstraktlarının zayıf bir antioksidan aktiviteye sahip 

oldukları DPPH yöntemiyle gösterilmiştir (Çoruh ve ark. 2007, Dincel ve ark 2013). 

Heracleum cinsine ait türlerin genotoksik etkileriyle ilişkili bir yayın literatürde 

bulunmamaktadır. Ayrıca, çalışılan diğer bir tür olan Olymposciadium caespitosum ile 

ilgili olarak da cins seviyesinde büyüme baskılayıcı, genotoksik/antigenotoksik ve 

antioksidatif aktivite konularına ilişkin yayın bulunmamaktadır. 

 

2.6.2 Asteraceae 

 

Asteraceae familyasında yaygın olarak bulunan biyoaktif moleküllere örnek olarak 

seskiterpen laktonlar verilebilir. Cichorieae (Lactuceae) alt familyası ve Cichorieae 

tribus (oymak)’undaki bitkilerden 2007 yılına kadar toplam 360 seskiterpen lakton 

bildirilmiştir (Zidorn 2008). Bitkilerde bir savunma mekanizması olarak bulunan 

seskiterpen laktonlardan bazılarının antikanser etkiye sahip olduğu bilinmektedir 

(Zidorn 2008). Ayrıca, Asteraceae familyasında botanik temsilleri açısından öne çıkan 9 

türün antioksidatif özelliklerinin incelendiği bir derlemede besin endüstrisi, 

dermokozmetik ve tıp alanlarında bu familya bitkilerinin yüksek potansiyeli bulunduğu 

öne sürülmüştür (Bessada ve ark. 2015).  

Achillea multifida türünün büyüme baskılayıcı, genotoksik/antigenotoksik ve 

antioksidan özelliklerine ait bir yayına rastlanmamıştır. Ancak, Achillea millefolium L. 

türüyle ilgili yüksek sayıda çalışma vardır. Achillea millefolium ekstraktının karaciğer, 

meme, akciğer ve kolon kanser hücre soyları üzerinde sitotoksik etkisi bulunduğu 

gösterilmiştir (Lin ve ark. 2002, Ghavami ve ark. 2010). Aynı bitki türünün n-hekzan, 

kloroform, su-metanol ve sulu ekstraktları 3 kanser hücre soyu üzerinde denenmiş ve 

kloroform ekstraktının bunların en etkilisi olduğu görülmüştür (Csupor-Löffler ve ark. 

2009a). Ardından, kloroform ekstraktından elde edilen saf moleküllerin de kimyasal 

yapıları tayin edilip aynı 3 kanser hücre soyu üzerinde denenmiştir. En etkili molekülün, 
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bir flavonoid olan centaureidin olduğu belirlenmiştir (IC50 0,082-0,350 µM) (Csupor-

Löffler ve ark. 2009a). Achillea falcata türünden elde edilen ve bazı yeni bileşikleri de 

içeren saf maddeler HCT-116 kolon kanser hücre soyunda denenmiş ve en etkili olan 

guaianolid türevi maddenin IC50 değeri 15,2 µg/ml olarak tespit edimiştir (Tohme ve 

ark. 2013). Achillea falcata ve Centaurea ainetensis türlerinden izole edilen 

salograviolide A ve iso-seco-tanapartholide molekülleri kombine olarak sırasıyla 3 ve 5  

µg/ml konsantrasyonlarında kullanıldıklarında sinerjistik etki göstererek kolon kanser 

hücrelerinde % canlılığı yaklaşık 20’ye düşürmüşlerdir (Salla ve ark. 2013). Achillea 

millefolium sulu ekstraktı marul kök ucu meristemlerinde 20 mg/ml konsantrasyonunda 

kromozom aberasyonlarına yol açtığı görülmüştür (Sousa ve Viccini 2011). Benzer 

şekilde, Akyıl ve ark. (2012), Achillea teretifolia ekstraktının ancak yüksek dozlarda 

genotoksik etkisi olduğunu bulmuşlardır. Sekiz farklı Achillea türünün esansiyel yağ ve 

flavanoid içerikleri belirlenmiş, DPPH yöntemiyle antioksidan aktiviteleri tayin 

edilmiştir (Gharibi ve ark. 2015). DPPH radikali süpürücü etkileri açısından, zayıf ve 

yüksek etkili türler arasında yaklaşık 10 katlık bir fark bulunduğu belirtilmiştir (Gharibi 

ve ark. 2015). Achillea millefolium türüyle yapılan antioksidan etki belirleme 

çalışmasında DPPH radikali için IC50 değeri 45,6 µg/ml olarak belirlenmiştir (Candan 

ve ark. 2003). 

Centaurea türlerinde bileşenlerin önemli bir oranının seskiterpen laktonları ve 

flavonoidler olduğu bildirilmiştir (Karamenderes ve ark. 2007). Güneydoğu Anadolu 

endemiği olan Centaurea gigantea bitkisinin metanol ekstraktı ve bu bitkiden elde 

edilen klorojenik asit ve 5 flavonoidin sitotoksik aktivitesi MTT testiyle belirlenmiş, 

fakat flavonoidlerin sitotoksik etkisi bulunmadığı anlaşılmıştır (Shoeb  ve ark. 2007). 

Bunun yanı sıra, bir tetrasiklik seskiterpen olan siklosativen isimli bileşik de malignan 

ve malignan olmayan nöron hücre soylarında zayıf sitotoksik ve genotoksik aktivite 

göstermiştir (Toğar ve ark. 2014). Centaurea ainetensis türünden  biyoaktivite 

yönlendirmeli olarak izole edilen bir seskiterpen lakton olan Salograviolide A, bazı 

malignan mürin hücre soylarında yaklaşık 4 µg/ml konsantrasyonda % 50 büyüme 

baskılayıcı etki göstermiştir (Ghantous ve ark. 2008). Farklı türlerle yapılan çalışmalar 

olmakla birlikte, Zengin ve ark. (2012) Centaurea drabifolia türünde antioksidan 

kapasiteyi DPPH ve CUPRAC yöntemleriyle belirlemişlerdir. 



24 

 

Literatürde Doronicum türleriyle ilgili sınırlı sayıda yayın vardır. Doronicum 

bithynicum türünün esansiyel yağ içeriği belirlenmiş ve (E)-β-farnesene molekülünün 

yaklaşık % 50 oranında olduğu rapor edilmiştir (Akpınar ve ark. 2009). Doronicum 

bithynicum türüyle ilgili antikanser aktivite veya potansiyel genotoksik etkileri üzerine 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak, Doronicum orientale ve Doronicum 

hookeri türlerinin antioksidan kapasiteleri araştırılmıştır (Gupta ve ark. 2011, Karadeniz 

ve ark 2015). 

Senecio olympicus türüne ait büyüme baskılayıcı, genotoksik/antigenotoksik ve 

antioksidan özelliklerin araştırıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. Bunun yanında, çok 

sayıda farklı türün ekstraktı veya elde edilen saf moleküller sitotoksik, genotoksik ve 

antioksidatif aktivite yönünden araştırılmıştır. Hindistan'da yetişen Senecio türlerinden 

Senecio chrysanthemoides, içerdiği seneciophylline gibi toksik alkaloidler nedeniyle 

bölgede bulunan sığır cinsleri tarafından tüketildiğinde ölümcül olabilmektedir. Bu 

bitkinin etanol ekstraktı kullanılarak makrofajlar üzerindeki sitotoksik etkisi araştırılmış 

ve IC50 değeri 13,8 ± 1,1 µg/ml olarak bulunmuştur. Ekstraktın hücrede reaktif oksijen 

türleri ve NO miktarını artırarak oksidatif hasara yol açtığı ve hücreyi apoptozise 

götürdüğü gösterilmiştir (Bandyopathyay ve ark. 2009). Senecio leucanthemifolius 

Poiret türünün 5 ekstraktının antikanser etkileri 5 kanser hücre soyu üzerinde 

çalışılmıştır (Loizzo ve ark. 2005). Sitotoksik etkiler, bu bitkide de bulunduğu saptanan 

jakaranon bileşiğine atfedilse de ekstraktın IC50 dozunda bulunan jakaranon 

konsantrasyonunun düşük olması nedeniyle henüz tayin edilmemiş farklı bileşiklerin de 

sitotoksik etkiye katkıda bulundukları belirtilmiştir (Loizzo ve ark. 2005). Senecio 

stabianus Lacaita türünün metanol, n-hekzan ve etil asetat ekstraktları 4 kanser hücre 

soyu üzerinde denenmiş ve en etkili ekstraktın n-hekzan ekstraktı olduğu belirlenmiştir. 

Bu etkiye, birincil olarak n-hekzan ekstraktında yüksek oranda bulunan terpen ve yağ 

asidi grubundan moleküllerin neden olduğu bildirilmiştir. Bu moleküllerin bazıları 

tanımlanmış ve kanser hücre soylarında denenmiştir. En etkili olanının α-humulene 

(IC50: 11,2 µg/ml) olduğu bildirilmiştir (Tundis ve ark. 2009). Senecio brasiliensis 

türünden elde edilen pirolizidin alkaloidlerin genotoksik etkileri fare kemik iliği 

mikronükleus testi ve insan lenfosit kültüründe mikronükleus testiyle araştırılmıştır 

(Santos-Mello ve ark. 2002). Bu türden elde edilen pirolizidin alkaloidlerin farelerde 

akut toksisiteye yol açtığı bilinmekle beraber, fare kemik iliği mikronükleus testinde 
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mikronükleus frekansının arttığı; ancak muhtemelen bir metabolik aktivasyon 

mekanizması bulunmadığı için in vitro lenfosit kültürü mikronükleus testinde 

mikronükleus frekansının değişmediği bulunmuştur (Santos-Mello ve ark. 2002). 

Eroğlu ve ark. (2009) yaptığı çalışmada ise Senecio trapezuntinus metanol ekstraktının 

genotoksik potensiyelini belirlemiş ve ekstraktın insan lenfosit kültürlerinde 

mikronükleus oluşumunu indüklediği, mitotik ve proliferasyon indekslerini 

düşürdüğünü saptamıştır. Senecio gibbosus türü etil asetat ve metanol fraksiyonlarında 

DPPH radikali süpürücü etkisinin yüksek olduğu gösterilmiştir (IC50 sırasıyla 10 ve 22 

µg/ml) (Conforti ve ark. 2006). Ayrıca, Senecio graciliflorus türünün çiçekli 

kısımlarından elde edilen esansiyel yağların antioksidan aktivitelerinin askorbik 

asidinkiyle karşılaştırılabilir derecede yüksek olduğu bulunmuştur (Lone ve ark. 2014). 

Tripleurospermum pichleri ile ilgili sitotoksik, genotoksik ve antioksidan aktivite 

yönünden bir çalışma bulunmamakla birlikte özellikle İran’da yayılış gösteren 

Tripleurospermum disciforme ile ilgili bazı bilgiler vardır. Behzad ve ark. (2014), T. 

disciforme türünün sitotoksik aktivitesini 4 kanser hücre soyunda (A549, MCF-7, 

HepG2 ve HT-29) denemiş ve kayda değer bir sitotoksik etki saptamamıştır (IC50 > 100 

µg/ml). Ancak benzer bir çalışmada da aynı türün ekstraktının HT-29 hücrelerinde IC50 

değeri 9 µg/ml olarak sunulmuştur (Naghibi ve ark. 2014). Bu türün antioksidan 

aktivitesi de çalışılmış ve izole edilen bileşikler arasında luteolin, kuersetin-7-O-

glikozid, kaempferol, kaempferol-7-O-glukozid, apigenin ve apigenin-7-O-glikozid gibi 

flavonoidlerin olduğu belirtilmiştir (Souri ve ark. 2005, Tofighi ve ark. 2015). 

Tripleurospermum insularum türünün toprak üstü kısımlarının içerik analizinde ise 

sırasıyla n-alkan, yağ asitleri ve seskiterpenlerin yüksek oranda bulunduğu 

belirlenmiştir (Cavar Zeljkovic ve ark. 2015). 

 

2.6.3 Caryophyllaceae 

 

Bitkilerden izole edilen saponinlerin sitotoksik etkileri hakkında pek çok çalışma 

yapılmıştır. Saponinler, yüksek bitkilerde bulunan, glikozit içeren, sulu çözeltileri 

çalkalandığında sabun benzeri köpük oluşturan geniş bir molekül grubudur (Sparg ve 

ark. 2004). Gypsophila cinsine ait türlerde yapılmış çalışmalar genellikle bitkide 

bulunan saponinlerin eldesi ve sitotoksik aktivitelerinin tayini üzerinedir. Gypsophila 
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arabica Barkodah türünün su ekstraktının melanom hücre soylarına karşı etkili olduğu 

gözlenmiştir (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Gypsophila paniculata saponinleri, 

triterpen yapıdaki saponinlerin bir karışımından oluşmaktadır. Gypsophila paniculata 

saponinleri, N-glikosidaz saporin ve insan epidermal büyüme faktöründen oluşan 

kimerik bir toksinin (Sap-EGF) sitotoksik etkisini hücre kültürü deneylerinde sinerjistik 

bir şekilde 100 000 kat arttırmıştır (Bachran ve ark. 2011). Benzer şekilde, Gypsophila 

trichotoma Wender. türünden izole edilen aminoaçil saponinler de Sap-EGF toksiniyle 

kombine edilmiş ve kombinasyonun toksinin etkisini sinerjistik olarak artırdığı 

gösterilmiştir (Voutquenne-Nazabadioko ve ark. 2013). Ayrıca, aynı türden yeni izole 

edilmiş olan bir saponinin sitotoksik aktivitesi 7 kanser hücre soyu üzerinde denenerek 

32,3 ve 169,0 µg/ml aralığında değişen IC50 değerlerine sahip olduğu gözlenmiştir 

(Yotova ve ark. 2012). Türkiye'nin güneybatısında bulunan Gypsophila pilulifera Boiss. 

& Heldr. türünden izole edilen bir saponinin A549 hücre soyunda (insan küçük hücreli 

olmayan akciğer kanseri) sitotoksik aktivite gösterdiği (IC50: 16,5 µM) bulunmuştur 

(Arslan ve ark. 2012). 

Gypsophila cinsi türleri üzerinde şu ana kadar yapılmış tek genotoksik aktivite çalışması 

Gypsophila arrostii türünden izole edilen nebuloside-A bileşiğin komet testiyle 5 µg/ml 

gibi düşük dozlarda gösterdiği genotoksik aktiviteyi içermektedir (Arslan ve ark. 2015). 

Bununla birlikte, Gypsophila trichotoma türünden izole edilen saponarin isimli bileşiğin 

kokain, parasetamol ve CCl4 tarafından indüklenen hepatotoksisiteye karşı koruyucu 

etkisi olduğu gösterilmiştir (Vitcheva ve ark. 2011, Simeonova ve ark. 2013, Simeonova 

ve ark. 2014). 

Farklı Gypsophila türlerinde yapılan antioksidan testlere göre Gypsophila arrostii, G. 

pilulifera ve G. simonii türlerinin zayıf antioksidan özelliklere sahip olduğu anlaşılmıştır 

(Arslan ve Çelik 2013). 

 

2.6.4 Ephedraceae 

 

Ephedra campylopoda hakkında herhangi bir sitotoksik veya genotoksik aktivite 

çalışması bulunmasa da cins bazında yapılmış bazı çalışmalar vardır. Ephedra aphylla 

türünün su ekstraktı melanom hücre soylarına karşı denenmiş, ancak sitotoksik etkisi 

zayıf bulunmuştur (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Benzer şekilde, Kore'de geleneksel 
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tıpta kullanılan 80 bitkinin su ekstraktı hepatosellüler karsinom hücre soylarında 

denenmiş ve Ephedra sinica türüne ait ekstraktın düşük sitotoksik aktivite gösterdiği 

görülmüştür (Park ve ark. 2002). Aynı türe ait metanol ekstraktın su fraksiyonu 

melanom hücre soylarında yüksek bir sitotoksik aktiviteye sahip değildir; fakat 

sitotoksik olmayan 30 µg/ml dozunda antiinvaziv ve antianjiogenik aktiviteye sahip 

olduğu bulunmuştur (Nam ve ark. 2003). Ephedra cinsine ait türler hakkında yapılmış 

bir genotoksisite çalışması bulunmamaktadır. Ancak, bu cinse ait türlerde ortak bir 

alkaloid olan ve nazal dekonjestan olarak kullanılan efedrinin genotoksik etkileri insan 

lenfositleri üzerinde komet testi kullanılarak araştırılmıştır ve 300 µM'a kadar yükselen 

dozlarda DNA hasarına rastlanmadığı için efedrinin genotoksik olmadığı sonucuna 

varılmıştır (Radaković ve ark. 2011). Farklı Ephedra türlerine ait antioksidan aktiviteler 

de rapor edilmiştir. Geleneksel Çin tıbbında kullanılan 56 bitkinin toplam fenolik içeriği 

ve antioksidan aktivitesinin belirlenip karşılaştırıldığı bir çalışmada, Ephedra sinica 

bitkisinin görece yüksek antioksidan aktiviteye sahip olduğu söylenmiştir (Song ve ark. 

2010). Ephedra sarcocarpa metanol ekstraktının DPPH yöntemiyle EC50 değeri 5,3 

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

 

2.6.5 Fabaceae (Leguminosae) 

 

Astragalus L. cinsi Fabaceae familyasında yaklaşık 2 000- 3 000 türle temsil edilen en 

büyük gruplardan biridir. Bir veya çok yıllık olabilen bu bitkiler, dünya genelinde 

ılıman ve kurak sayılabilecek pek çok bölgede bulunmaktadır (Podlech 2008, Banchadi 

ve ark. 2013). Astragalus cinsine ait türler geleneksel Çin tıbbında nefrit, diyabet, 

hipertansiyon, siroz, lösemi ve rahim kanserlerinde kullanılmaktadır (Choudhary ve ark. 

2008). Bunun yanında, hepatoprotektif, immünstimulan ve antiviral özelliklere sahip 

oldukları da iyi bilinmektedir (Linnek ve ark. 2011). Astragalus türlerinde saptanan 

etken bileşikler özellikle saponinler, flavonoidler ve polisakkaritlerdir (Ibrahim ve ark. 

2013). Diğer bileşenler ise antrakinonlar, alkaloidler, aminoasitler, β-sitosterol ve bazı 

metal elementleri olarak sayılabilir (Li ve ark. 2014).  

Astragalus sibthorpianus türü üzerinde yapılmış herhangi bir sitotoksik, genotoksik 

veya antioksidan aktivite çalışması bulunmamaktadır; ancak cins düzeyinde oldukça 

yüksek sayıda çalışma vardır. Özellikle Astragalus ekstraktları ve bu ekstraktlardan 
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izole edilen saf maddelerin antikanser aktivitelerine ilişkin literatürde pek çok çalışma 

bulunmaktadır. Bununla beraber, izole edilen bileşenlere dair çalışmaların sayıca daha 

yüksek olduğu görülmektedir. Örnek olarak, Astragalus membranaceus türünün 

ekstraktından elde edilen 5 fraksiyon, 12 hücre soyu üzerinde denenmiş ve ardından 

aktif fraksiyon fare tümör modellerinde antitümör aktivite ve immünstimulan etki 

göstermiştir (Cho ve Leung 2007). Ayrıca, Astragalus gombiformis Pomel ekstraktı 

akciğer kanser hücre soylarında (A549) denenmiştir (Teyeb ve ark. 2012). Huang ve 

ark. (2014), Astragalus ekstraktının antitümör etkilerini in vitro ve in vivo araştırmış ve 

melanom tümör hücre büyümesini zamana ve doza bağımlı olarak baskıladığını 

bulmuşlardır. Ticari olarak elde edilen bir Astragalus ekstraktının ise antitümör 

aktivitesi subkutan olarak H22 hepatokarsinom hücreleri enjekte edilmiş farelerde 

araştırılmış ve tümör büyümesini 4-12 g/kg doz aralığında baskıladığı ve Bax/Bcl-2 

oranının artmasıyla birlikte apoptotik hücre ölümünün gerçekleştiği gösterilmiştir (Li ve 

ark. 2012).  

Bitkisel saponinler farmakolojik ya da biyolojik olarak birçok aktif molekül içeren geniş 

bir gruptur. Astragalus cinsine ait bitki türlerinde çeşitli saponinler bulunmaktadır ve bu 

moleküller son yıllarda antikanser etkileri açısından incelenmektedirler. Son 10 yılda bu 

ailede yaklaşık 60 adet yeni “acacic”-tip saponin keşfedilmiş ve bunlardan yaklaşık 50 

tanesinin kanserle ilişkili biyolojik aktiviteleri olduğu bildirilmiştir (Lacaille-Dubois ve 

ark. 2011). En fazla öne çıkan örneklerden biri olarak, Astragalus membranaceus 

saponinleri, HT-29 kolon kanser hücre soyunda hücre proliferasyonunu S fazında 

durdurarak apoptotik ölümü indüklemiştir (Tin ve ark. 2007). Tin ve ark. (2007), 

sonrasında Astragalus saponinleriyle fare zenograftlarında ortaya çıkan tümör 

baskılayıcı etkinin 5-FU ile karşılaştırılabilir olduğunu ve 5-FU + okzaliplatin 

kombinasyon tedavisinde görülen yan etkilerin görülmediğini belirtmişlerdir. 

Astragalus saponinlerinin HT-29 hücre soyunda dışsal apoptotik yolağı aktive ederek 

hücre ölümünü gerçekleştirdiği ve bu süreçte mTOR ve ERK yolaklarının, ardından 

NF-κB baskılanmasının rol aldığı gösterilmiştir (Auyeung ve ark. 2010). Auyeung ve 

ark. (2014) Astragalus saponinlerini farklı bir kolon kanser hücre soyunda (LoVo) 

vinblastin ile kombine ederek denemişlerdir. Ardından, yaptıkları tümör zenograft 

çalışmasında kombinasyon tedavisinin tümör büyümesini ve aynı zamanda anjiyogenezi 

baskıladığını tespit etmişlerdir. Benzer bir çalışmada, ekstraktsiyonu yapılan Astragalus 
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saponinleri, BGC-823 gastrik kanser hücre büyümesini apoptotik mekanizmalarla in 

vitro ve in vivo baskılamış ve invasyonu azaltıcı etki göstermiştir (Wang ve ark. 2013). 

Astragalus saponinlerinin, AGS gastrik kanser hücre soyu kullanılarak oluşturulan mide 

kanseri modelinde antianjiogenik ve antiinvazyon özelliklere sahip olduğu sonucuna 

varılmıştır (Auyeung ve ark. 2014). Ayrıca, Astragalus stereocalyx türünden izole 

edilen 6 triterpen glikozidin antiproliferatif etkileri farklı hücre soylarında denenmiş ve 

en etkilisinin HeLa serviks kanseri hücre soyunda 10 µM IC50 dozuna sahip olduğu 

bulunmuştur (Yalcin ve ark. 2012). Gulcemal ve ark. (2011) Astragalus aureus 

türünden izole ettikleri 18 triterpen glikozidin antiproliferatif etkilerini araştırmışlar ve 

izole edilen bileşiklerde en yüksek etkiyi MCF-7 meme kanser hücre soyunda 30 µM 

(IC50) olarak tespit etmişlerdir. 

Saponinler dışında farklı molekül grupları da literatürde araştırma konusu olmuştur. 

Astragalus mongholicus köklerinden elde edilen bir lektinin çeşitli hücre soylarındaki 

antiproliferatif etkisi araştırılmış ve HeLa ve K562 lösemi hücre soylarında IC50 

değerleri <10 µg/ml olduğu bulunmuştur (Yan ve ark. 2009). Ek olarak, Astragalus 

membranaceus türünden izole edilen bir lektinin, K562 hücrelerinde kaspaz-bağımlı 

apoptozise neden olduğu ve 15 µg/ml gibi görece düşük bir IC50 değerine sahip olduğu 

gösterilmiştir (Huang ve ark. 2012). Krasteva ve ark. (2010), Astragalus corniculatus 

türünün uçucu yağlarının fraksiyonlarının sitotoksik aktivitelerini 6 hücre soyunda 

çalışmışlardır ve en yüksek sitotoksik aktivite 24 µg/ml IC50 değeriyle SKW-3 (T-

hücreli lösemi) hücre soyunda görülmüştür. Astragalus total flavonoidleri ve 

izoflavonoidlerden kalikosin bileşiğinin lösemi hücre soyu K562’nin büyümesini 

baskıladığı rapor edilmiştir (Zhang ve ark. 2012). Astragalus complanatus türünden 

elde edilen flavonoidlerin, SMMC-7721 hepatokarsinom hücrelerinin bölünmesini 

G0/G1 ve S evrelerinde baskıladığı ve kaspaz-bağımlı yolakla apoptotik hücre ölümünü 

tetiklediği gösterilmiştir (Hu ve ark. 2009). Bunun yanında, Astragalus verrucosus 

Moris türünden izole edilen 6 flavonoidin insan kolon ve meme kanser hücre soylarında 

sitotoksik ve apoptotik etkileri araştırılmış, bunlardan 2 tanesinin apoptozisi indüklediği 

belirlenmiştir (Buhagiar ve ark. 2008). 

Astragalus bitkisinin bazı etken maddelerinin kemoterapötik ajanlarla çeşitli 

kombinasyonları da araştırılmıştır. Bunlardan biri olan Astragalozid II’nin, kemoterapi 

ilaç direncinde önemli rol oynayan P-glikoprotein ifadesini düşürdüğü ve dolayısıyla 
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hepatokarsinomların tedavisinde çoklu ilaç direnç profilini tersine çevirmek için 

kullanılabileceği belirtilmiştir (Huang ve ark. 2012). Bunun yanında, "Astragalus 

polisakkaritleri" ile de son yıllarda kemosensitiviteyi arttırmalarından ve kemoterapinin 

yan etkilerini azaltmalarından dolayı yoğun olarak çalışılmaktadır (Tian ve ark. 2012). 

Örneğin, Cao ve ark. (2014) kardiyotoksik olan doksorubisinle Astragalus 

polisakkaritlerini kombine ederek bu kombinasyonun kardiyomiyositler üzerindeki 

sitotoksik etkiyi Akt aktivasyonu ve p38MAPK inhibisyonu aracılığıyla azalttığını 

göstermişlerdir. Bunun yanında, Astragalus polisakkaritlerinin H22 hepatokarsinom 

hücreleri taşıyan farelerde antitümör aktivitenin yanı sıra, IL-2, IL-12 ve TNF- 

artışıyla immünstimulan özellik gösterdiği rapor edilmiştir (Yang ve ark. 2013). Küçük 

hücreli olmayan akciğer kanseri vakalarında yapılmış bir klinik çalışmaya göre, 

vinorelbin + sisplatin tedavisine eklenen Astragalus polisakkaritleri, sağkalım süresinde 

anlamlı bir artışa yol açmasa da genel yaşam kalitesi parametrelerinde anlamlı yükselme 

sağlamıştır (Guo ve ark. 2012). Genel olarak, çok sayıda klinik araştırmanın incelendiği 

bir derlemede Astragalus bitkisinin, küçük hücreli olmayan akciğer kanser vakalarında 

platin bazlı tedavilerin etkinliğini artırdığı belirtilmiştir (McCulloch ve ark. 2006). 

Astragalus cinsine ait türlerde yapılmış az sayıdaki genotoksisite çalışmaları Astragalus 

membranaceus türü üzerine odaklanmaktadır. Çin geven otu kökünün (A. 

membranaceus türünün kurutulmuş kökü) S9 fraksiyonu içeren Çin hamsteri akciğer 

hücrelerinde, 1,25 mg/ml dozunda kromozom aberasyonlarını kısmen arttırdığı (%16) 

gözlenmiştir (Tadaki ve ark. 1995). Buna karşın, in vivo MN testiyle 2 000 mg/kg 

konsantrasyonun test edildiği A. membranaceus bitkisinin toprak üstü kısımlarında 

genotoksik aktivite saptanmamıştır (Park ve ark. 2014). Ayrıca, Astragalus köklerinde 

bulunan sikloastragenol molekülünün de 2000 mg/kg dozunda in vivo MN testiyle 

herhangi bir genotoksik etkisi olmadığı görülmüştür (Szabo 2014). 

Astragalus türlerinin hem kaba ekstraktı hem de saf maddelerinin antioksidatif 

potansiyelleri araştırılmıştır. Astragalus mongholicus Bunge ekstraktının antioksidan 

aktivitesi DPPH testiyle IC50 > 100 µg/ml olarak belirlenmiş ve dolayısıyla antioksidan 

aktivite zayıf bulunmuştur (Yu ve ark. 2005a). A. membranaceus bitkisinden saflaştırılan 

polisakkaritlerde ise farklı testlerle antioksidan aktivite araştırılmış ve özellikle elde 

edilen görece düşük molekül ağırlıklı polisakkaritlerin askorbik asitle karşılaştırılabilir 

seviyede antioksidan aktivite gösterdiği belirlenmiştir (Chen ve ark. 2015). 
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2.6.6 Papaveraceae 

 

Papaver pilosum türünün sitotoksik, genotoksik/antigenotoksik etkilerini araştıran veya 

antioksidan aktivite tayinini amaçlayan bir yayın bulunmamaktadır. Bunun yanında, 

Papaver rhoeas (gelincik) türünün sitotoksik ve genotoksik etkileri bir lenfoblastoid 

hücre soyunda araştırılmış ve 0,25 ve 0,5 mg/ml dozlarında herhangi bir sitotoksik veya 

genotoksik etki göstermediği, fakat bu etkilerin daha yüksek dozlarda ortaya çıktığı 

belirtilmiştir (Hasplova ve ark. 2011). P. rhoeas bitkisinden elde edilen ve öksürük 

giderici olarak kullanılan noskapin bileşiğinin yeni türevleri sentezlenerek 3 kanser 

hücre soyu üzerinde denenmiş ve birden fazla molekülün düşük µM seviyelerinde üç 

hücre soyunda da etkili olduğu görülmüştür (DeBono ve ark. 2014). Bununla  birlikte, 

aynı bitkinin yaprak esktraktının 50 µg/ml gibi daha düşük dozlarda insan lenfositleri 

üzerinde genotoksik etki ortaya koyabileceği belirtilmiştir (Gateva ve ark. 2014). P. 

rhoeas metanol ekstraktının düşük antioksidan aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur 

(EC50: 63,01 µg/ml) (El ve ark. 2004). Ayrıca, P. rhoeas bitkisinin farklı ekstraktlarının 

fenolik içerikleri ve antioksidan kapasiteleri ayrıntılı olarak incelenmiştir (Kostic ve ark. 

2010, Isbilir ve ark. 2012). 

 

2.6.7 Thymelaeaceae 

 

Daphne cinsine ait türlerde nörotropik, antifertilite, pestisit, antihiperglisemik ve 

sitotoksik özellikler bulunduğu belirlenmiştir (Huang ve ark. 2012). Daphne oleoides 

ise halk arasında romatizmal ağrı ve bel ağrılarının tedavisinde kullanılmaktadır 

(Yeşilada ve ark. 2001). D. oleoides türünün içerik analizinde önceden bilinen triterpen, 

flavonoid, lignan ve kumarin bileşiklerin yanında 2 yeni seskiterpen ve diterpen 

bileşiğin tespit edildiği bildirilmiştir (Taninaka ve ark. 1999, Ullah ve ark. 1999). 

Daphne oleoides hakkında herhangi bir sitotoksik veya genotoksik aktivite çalışması 

bulunmamaktadır. Bununla beraber, Daphne oleoides subsp. kurdica ve Daphne 

oleoides Schreber ssp. oleoides türlerinde hangi bileşenlerin yara iyileştirici etki 

gösterdiği belirlenmiş ve çeşitli fraksiyonlarının antioksidan özellikleri araştırılmıştır 

(Süntar ve ark. 2012, Süntar ve ark. 2014). Daphne cinsine ait farklı türlerde ise 

temelinde yapılmış, çoğunlukla sitotoksik aktvite odaklı bazı çalışmalar vardır. Örneğin, 
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Daphne genkwa türünün tomurcuk kısmının % 95'lik etanol ekstraktından izole edilen 

16 diterpen bileşiğinin (12 yeni bileşik) sitotoksik aktiviteleri araştırılmış, bunlardan en 

güçlü aktiviteye sahip olan bileşiğin akciğer kanser hücre soyu A549’da IC50 değeri 4,2 

µM olarak belirlenmiştir (Zhan ve ark. 2005). Daphne odora Thunb. var. marginata 

türünün gövde kabuğundan hazırlanan %75'lik etanol ekstraktından izole edilen 2 yeni 

fenolik bileşikten birinin 5 kanser hücre soyunda sitotoksik aktivite (IC50: 3,1- 29,4 

µg/ml) gösterdiği belirlenmiştir (Zhang ve ark. 2006). Daphne giraldii Nitsche türünün 

gövde kabuğundan hazırlanan % 95'lik etanol ekstraktından elde edilen 2 yeni glikozitin 

4 farklı kanser hücre soyunda denenmiş ve herhangi sitotoksik etkiye (IC50 > 30 µg/ml) 

sahip olmadıkları saptanmıştır (Su ve ark. 2008). Daphne genkwa türünün çiçekli 

kısmından elde edilen kloroform/aseton/metanol (1:1:1) ekstraktından izole edilen 2'si 

yeni olmak üzere 5 diterpen esterin IC50 değerleri A549 hücre soyunda 12- 53 nM 

aralığındayken normal akciğer hücre soyunda (MRC-5) bu değerin 11,1- >20 µM 

olduğu bulunmuştur (Hong ve ark. 2010). Daphne feddei türünün yaprak ve 

gövdesinden hazırlanan aseton ekstraktından izole edilen sekolignan, neolignan ve 

fenilpropanoid yapıdaki toplam 6 molekülün 4 farklı kanser tipine ait hücre soyu 

üzerinde 1,18 ve 11,6 µM aralığında değişen IC50 değerlerine sahip oldukları 

gösterilmiştir (Hu ve ark. 2011, Lu ve ark. 2012). Daphne acutiloba Rehd. türünün etil 

asetat ekstraktından izole edilen 7 yeni diterpen esterin 5 farklı kanser tipine ait hücre 

soyu üzerinde 4- 20 µM aralığında değişen IC50 değerlerine sahip oldukları 

belirlenmiştir (Huang ve ark. 2012).  

Daphne gnidium türünün yapraklarından ardışık olarak elde edilen total oligomer 

flavonoid, petrol eteri, kloroform, etil asetat ve metanol ekstraklarının SOS kromotest 

(Escherichia coli PQ37 suşu) yöntemiyle genotoksik aktiviteleri test edilmiş ve total 

oligomer flavonoid ekstraktı (düşük genotoksisite) dışında genotoksik etkiye 

rastlanmamıştır. Ayrıca, aynı yöntemle genotoksik ajanların varlığında total oligomer 

flavonoid, metanol, etil asetat ve kloroform ekstraktlarının antigenotoksik etkiye sahip 

olduğu anlaşılmıştır (Chaabane ve ark. 2012). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. Bitkilerin Toplanması ve Liyofilizasyonu 

 

3.1.1 Arazi çalışmaları 

 

Bitkilerin gelişimi dikkate alınarak 26 Temmuz ve 9 Ağustos tarihlerinde Uludağ Milli 

Parkı’nda, yaklaşık ~2 200 m yükseklikte iki arazi çalışması gerçekleştirildi. Bitkiler, 

Prof. Dr. Gürcan Güleryüz gözetiminde tanımlandı ve toplandı. Toplanan bitkiler 

kapalı, kuru ve doğrudan güneş ışığı görmeyen bir alanda kurutuldu. Kurutulan bitkiler 

doğrayıcı yardımıyla toz haline getirildi ve tartılıp kese kağıtları içinde saklandı. 

Toplanan bitkilerin türleri, toplandıkları bölge, toplanan kısımları ve elde edilen kuru 

ağırlık Çizelge 3.1'de belirtilmiştir.  
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Çizelge 3.1. Toplanan bitkilerin türleri, toplandıkları bölge, toplanan kısımları ve elde 

edilen kuru ağırlıklar 

 

Tür Toplandığı Bölge Toplanan Kısım Ağırlık (g) 

H. humile Kuşaklıkaya – Zirve arası 
Toprak üstü + toprak altı 

(+ çiçek + meyve) 
125,5 

O. caespitosum Kuşaklıkaya – Zirve arası 

Toprak üstü 

(+ çiçek + meyve) 
30,4 

Toprak altı 49,0 

A. multifida Oteller bölgesi Toprak üstü* 101,4 

C. drabifolia Kuşaklıkaya – Zirve arası 
Toprak üstü + Toprak altı  

(+ çiçek + meyve) 
51,5 

D. bithynicum 
Beden Terbiyesi telesiyej 

yakınları ve Kırkpınarlar 

mevkii 

Toprak üstü 

(+ meyve) 
204,8 

S. olympicus 
Beden Terbiyesi telesiyej 

yakınları 
Toprak üstü  115,8 

T. pichleri Mandıra telesiyej yakınları Toprak üstü + toprak altı 86,3 

G. olympica Kuşaklıkaya – Zirve arası 
Toprak üstü 

 (+çiçek + meyve) 
103,3 

E. campylopoda Kırkpınarlar mevkii Toprak üstü  67,4 

A. sibthorpianus Kırkpınarlar mevkii Toprak üstü 197,3 

P. pilosum 
Beden Terbiyesi telesiyej 

yakınları 

Toprak üstü 84,7 

Meyve 20,9 

Çiçek 13,8 

D. oleoides Kırkpınarlar mevkii Toprak üstü 106,1 

* : gövde + yaprak 

 

 

3.1.2 Bitkilerin Ekstraktsiyonu ve Liyofilizasyonu 

 

Ekstrakt hazırlama çalışmaları için her bitkiden 30 g tartıldı. Birden fazla çözgen 

kullanıldı ve soxhlet (Behr Labor Technik, Düsseldorf, Almanya) cihazıyla ardışık 

ekstraksiyon gerçekleştirildi. Her çözgen için ekstraksiyon aşamasında 150 ml hacim 

kullanıldı. Ekstraksiyon işleminin ardından evaporatör yardımıyla çözgen 

buharlaştırıldı. Aynı bitkiye ait farklı çözgenlerle elde edilen bütün ekstraktlar 100 ml 

hacimli polipropilen bir kapta birleştirilerek liyofilizasyon aşamasına kadar -80 °C'de 

saklandı. Ekstraksiyon parametreleri Çizelge 3.2'de belirtilmiştir. 
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Çizelge 3.2.4Bitkilerden ekstrakt eldesinde işlem sıralarına göre kullanılan çözgenler ve 

ekstraktsiyon süreleri 

 

Tür Çözgen Süre (saat) 

H. humile 

n-Hekzan 

Metanol 

H2O 

12 

24 

8 

O. caespitosum (toprak altı) 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

O. caespitosum (toprak üstü) 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

A. multifida 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

C. drabifolia 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

D. bithynicum 
Metanol 

H2O 

24 

8 

S. olympicus 

n-Hekzan 

Metanol 

H2O 

12 

24 

8 

T. pichleri 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

G. olympica 

Metanol 

H2O 

n-Hekzan 

Kloroform 

24 

8 

12 

12 

E. campylopoda 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 
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Çizelge 3.2. Bitkilerden ekstrakt eldesinde işlem sıralarına göre kullanılan çözgenler ve 

ekstraktsiyon süreleri (devam) 

 

Tür Çözgen Süre (saat) 

A. sibthorpianus 

Metanol 

H2O 

n-Hekzan 

Kloroform 

24 

8 

3 

10 

P. pilosum 

n-Hekzan 

Kloroform 

Metanol 

H2O 

12 

12 

24 

8 

D. oleoides 

Metanol 

H2O 

n-Hekzan 

Kloroform 

24 

8 

12 

12 

 

Polipropilen kaplarda kalan çözgeni de uzaklaştırmak için bütün örnekler liyofilize 

edilmek üzere liyofilizatöre (Christ, Osterode am Harz, Almanya) yerleştirildi. 

Liyofilizasyon işlemi 48 saat -50 °C’de kurutma (main drying) ve 24 saat -60 °C’de son 

kurutma (final drying) basamaklarıyla tamamlanarak bitkilere ait ekstraktlar toz haline 

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

 

3.2 Besiyerleri, Sıvıların Hazırlanması ve Kanser Hücrelerinin Üretilmesi 

 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre soyları kontrollü şartlar altında üretilerek 

hücre kültürü çalışmaları yürütüldü. Hücrelerin 37 °C’de, % 5 CO2’li ortamda tek 

tabaka kültür (monolayer) şeklinde büyümeleri sağlandı. MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücre soyları için % 5 fetal bovine serum (FBS) ve % 1 Penisilin-G (100 U/ml) - 

Streptomisin (100 µg/ml) içeren RPMI1640, MCF10A içinse DMEM:Ham’s F12 (1:1),  

5% FBS, %1 Penisilin-G (100 U/ml) - Streptomisin (100 µg/ml),  EGF (20 ng/ml), 

kolera toksin (10 ng/ml) ve insülin (0,12 IU/ml) besiyerleri kullanıldı. 

 

3.2.1 Besiyeri Değişimi ve Hücre Soylarının Pasajlanması 

 

Besiyeri değişimi her 2-3 günde bir gerçekleştirildi (75 cm2 hücre kültür kapları için). 

Besiyeri tamamen aspire edilip yaklaşık 2-3 ml PBS ile yıkandı. Sonrasında üzerine 12-
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15 ml besiyeri eklenip inkübatöre kaldırıldı. Hücrelerin pasajlanması, konfluensinin 

(hücre kültür kabı yüzeyinin hücrelerce kaplanma oranı) yaklaşık % 80 olduğu noktada 

gerçekleştirilir. Pasaj işleminde, PBS yıkamasının ardından 75 cm2 hücre kültür 

kaplarına yaklaşık 1 ml % 0,05 Tripsin-EDTA eklenip inkübatöre (Sanyo, Japonya) 

kondu. İnkübasyon süresi MCF-7 ve MDA-MB-231 için 5 dk iken MCF-10A 

hücrelerinde ilk olarak 1 dk beklenip tripsin aspire edildikten hemen sonra tekrar 

eklenmesiyle 15 dk olarak optimize edilmiştir. Ardından, 15 ml’lik santrifüj tüplerine 

ilave edilen yaklaşık 10 ml besiyerinin üzerine hücre kültür kaplarının yüzeyinden 

ayrılmış olan tripsin içindeki hücreler eklenerek 230 g’de 5 dk santrifüj (Hettich, 

Almanya) edildi. Santrifüj sonrası süpernatan aspire edildi ve peletin üzerine yaklaşık 1-

2 ml besiyeri eklendi. Yeni besiyeriyle geri ekilen hücre 1/3- 1/6 oranında değişti. 

 

3.2.2 Hücrelerin Dondurulması ve Çözülmesi 

 

Stoklama amaçlı olarak veya belli bir zaman aralığında kullanılmayacak hücreler 

dondurulup uygun bir zamanda çözülerek kullanılabilir. Konfluensi % 100’e 

yaklaştığında pasaj işlemi gerçekleştirildi, ancak son adımda besiyeri yerine hücre 

dondurma işlemine uygun % 10 FBS ve % 10 DMSO içeren DMEM besiyeri kullanıldı. 

75 cm2 hücre kültür kabı için hücrelerin tamamı toplam 4 adet 2 ml hacimli “cryovial” 

tüplere transfer edildi ve hızlıca -80 °C’de donduruldu. 

Hücrelerin çözülmesi için -80 °C derin dondurucudan çıkarılan “cryovial” tüpler, içinde 

kaynar su bulunan kaplar içinde bekletildi ve donmuş olan hücrelerin çözülmesi 

sağlandı. Sıvı hızlıca içinde hücre soyuna uygun besiyeri bulunan santrifüj tüpüne 

aktarılarak 230 g’de 5 dk santrifüj edildi. Sonrasında 1 adet 25 cm2 hücre kültür kabına 

yaklaşık 5 ml toplam hacimde hücrelerin tamamı ekildi. 

 

3.2.3 Hücre Sayımı 

 

Hücreler tripsin ile kaldırıldıktan sonra besiyeri ile sulandırıldı. hücre süspansiyonundan 

10 μl örnek 96 kuyucuklu mikroplakada bir kuyucuğa pipetlendi. Üzerine 10 μl tripan 

mavisi ilave edilerek iyice karışması sağlandı. Hematositometreye eklenen bu karışım 

iki alanda sayılarak 1 ml hücre süspansiyonundaki hücre sayısı hesaplandı. 
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3.2.4 Ekstrakt Çözeltilerinin Hazırlanması ve Saklanması 

 

-80 °C'de saklanan ekstraktlar mikrokaşık ile en az 10 mg alınıp bijou üzerine eklenerek 

hassas tartıda (Shimadzu, Japonya) tartıldı, 100 mg/ml olacak şekilde DMSO ile 

sulandırıldı ve 5 dk sonikasyon yardımıyla örneklerin tamamen çözünmesi sağlandı. 

Böylece, 200 µg/ml çözeltide DMSO oranı 1:500, 100 µg/ml çözeltide DMSO oranı 

1:1000 olarak belirlendi. Besiyeriyle yapılan seyreltmelerde her hücre soyuna uygun 

olan besiyeri kullanıldı. 

 

3.3 Hücre Canlılık Testleri 

 

Hücre canlılığının ölçümü için ilk olarak sulforodamin B (SRB) testi uygulandı. 

Ardından, en yüksek canlılık inhibisyonu gösteren bitki ekstraktları için ATP testi 

kullanıldı. Burada, ilk adımda sulforodamin B testi kullanılarak düşük maliyetle bir 

tarama çalışması gerçekleştirildikten sonra, ikinci adım olarak ATP testi ile % canlılığın 

yüksek hassasiyetle belirlenmesi hedeflendi. 

 

3.3.1 Sulforodamin B Testi 

 

1990 yılında geliştirilen ve in vitro sitotoksisite tarama çalışmalarında en sık kullanılan 

yöntemlerden biridir (Skehan ve ark. 1990).Yöntemin prensibi, trikloro asetik asit 

(TCA) ile sabitlenmiş hücrelerin protein içeriğine SRB’nin asidik koşullarda 

bağlanabilmesine dayanır. SRB, asidik pH’ta bazik aminoasitlere bağlanır ve bazik 

ortamda tekrar çözünerek hücre miktarına bağlı olarak kolorimetrik bir ölçüm 

yapılmasına olanak verir (Horobin ve Kiernan 2002). Parlak pembe renkteki SRB’nin 

yapısındaki iki sülfonik grup bazik aminoasitlere bağlanan kısımdır. Yaklaşık 20 katlık 

hücre sayısı artışlarında dahi sonuçlarda lineerlik gözlenmektedir (Vichai ve Kirtikara 

2006). SRB genellikle yine kolorimetrik bir test olan MTT ile kıyaslanmıştır. MTT’nin 

prensibi metabolik aktiviteye dayandığından ve SRB yönteminde ölü hücreler de 

boyandığından SRB’nin ne ölçüde doğru sonuç verebileceği bir soru işareti yaratmıştır, 

ancak SRB ve MTT test sonuçlarının oldukça korale olduğu görülmüştür. Böyle bir 

deney kurgusuyla test edilen maddelerin IC50 değerlerinin SRB testi sonucunda kısmen 
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daha yüksek olduğu gözlenmiştir (Rubinstein ve ark. 1990, Perez ve ark. 1993, 

Haselsberger ve ark. 1996). Sonuç olarak, SRB yöntemi düşük maliyetli, hızlı 

çalışılabilen fakat yüksek hassasiyete sahip olmayan bir yöntemdir. 

SRB testi için MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücre soyları kullanılmıştır. 

Hücreler, Çizelge 3.2’de de belirtilen bütün ekstraktlarla muamele edilmişlerdir. Bütün 

ekstraktlar 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,13 µg/ml konsantrasyonlarda seri 

dilüsyonla 3 tekrarlı ve 100 μl/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara 

uygulandı. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücreleri sayılarak 100 μl besiyeri 

içerisinde 5×103 hücre olacak şekilde her bir kuyucuğa ilave edildi. Ardından hücreler, 

48 saat 37 °C, % 5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. Bu yöntem her hücre soyunda 

3 bağımsız tekrar ile çalışıldı. Negatif kontrol için 200 μl besiyeri içerisine 5×103 hücre 

ekildi. Kör (blank) olarak kullanılacak kuyucuklara ise sadece 200 μl besiyeri eklendi. 

İnkübasyon sonrasında mikroplakalara ters çevrilerek içeriği atıldı. Her kuyucuğa 100 

µl % 10'luk TCA pipetlendi. Mikroplaka 4 °C'de 1 saat inkübe edildi. Plate ters 

çevrilerek içeriği atıldı. Her kuyucuk 200 µl deiyonize H2O ile 5 defa yıkandı. Her 

yıkama sonunda plate ters çevrilerek içeriği atıldı. % 0,4 (w/v) SRB çözeltisinden her 

kuyucuğa 100 µl pipetlendi. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakika beklendikten 

sonra mikroplaka ters çevrilerek içeriği atıldı. Her kuyucuk 100 µl % 1'lik (v/v) asetik 

asit çözeltisiyle 5 defa yıkandı. Her yıkama sonunda mikroplaka ters çevrilerek içeriği 

atıldı. Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra her kuyucuğa 100 µl, 10 mM tris bazı 

pipetlendi. Karıştırıcıda (shaker) 10 dakika boyunca 600 rpm devirde mikroplakalar 

çalkalandı. Optik yoğunluk (abs) 564 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka 

okuyucusunda (FLASH Scan S12, Analytik Jena, Almanya) ölçüldü. % canlılık 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı: 

 

% Canlılık = (Abs(564)ekstrakt – Abs(564)kör) / (Abs(564)kontrol – Abs(564)kör) × 100  

 

3.3.2 ATP Hücre Canlılık Testi 

 

In vitro koşullarda kültüre edilen ökaryotik hücreler kapalı bir sistemde homeostazı 

sürdürürken görece sabit ATP düzeylerine sahiptirler. Hücre ölümü sürecinde hücrede 

ATP sentezi mümkün olmazken kalan ATP de ATPazlar tarafından sindirilir. 



40 

 

Dolayısıyla, pek çok koşulda örneklerin ATP miktarının ölçümü canlı hücre sayısı 

hakkında geçerli bir fikir verir (Crouch ve ark. 1993, Andreotti ve ark. 1995).  

ATP miktarının ölçümü ateş böceğinde (Photinus pyralis) bulunan lusiferaz enziminin 

ürettiği ışık sinyallerine dayanır. Yöntem ilk kullanıldığında doğrudan ateş böceğinden 

elde edilen lusiferaz ile substratı olan lusiferinin biraraya getirildiği, fakat bir kaç saniye 

boyunca ışık üretebilen bir reaksiyon oluşturabiliyordu (Niles ve ark. 2008). Ancak 

günümüzde lusiferaz reaksiyonunu optimize edecek tamponların kullanılması ve 

yönlendirilmiş evrim ile stabil lusiferaz enzimlerinin eldesi yöntemin oldukça gelişmiş 

ve güvenilir olmasını sağlamıştır (Niles ve ark. 2008). Mikroplakalarda kullanılan hücre 

canlılığı test sistemleri içinde en hassasıdır ve hücrelerde arkaplan oluşturabilecek bir 

biyoluminesans olmadığından 10’dan az hücre dahi tespit edilebilmektedir (Niles ve 

ark. 2008). Ayrıca, test maddeleriyle interferans riskinin de düşük olduğu bir yöntemdir. 

Lusiferaz reaksiyonu aşağıda gösterilmiştir: 

 

                                              Lusiferaz 

ATP + D-lusiferin + O2                                    Oksilusiferin + AMP + PPi + CO2 + Foton (RLU) 

 

ATP canlılık testi kolorimetrik yöntemlere göre daha hassas ve güvenilir olduğu için 

SRB yönteminden sonra elde edilen sonuçlar en etkili 2 ekstrakt için doğrulanmıştır. 

ATP testi için, A. multifida ve A. sibthorpianus 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,13 

µg/ml konsantrasyonlarda seri dilüsyonla 3 tekrarlı ve 100 μl/kuyucuk olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplakalara uygulandı. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücreleri 

sayılarak 100 μl besiyeri içerisinde 5×103 hücre olacak şekilde her bir kuyucuğa ilave 

edildi. Ardından hücreler, 48 saat 37 °C, % 5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. Bu 

yöntem her hücre soyunda 2 bağımsız tekrar ile çalışıldı. Negatif kontrol için 200 μl 

besiyeri içerisine 5×103 hücre ekildi. İnkübasyon sonrasında ATP kitinin içinde yer alan 

hücre lizis tamponu kullanılarak (50 μl/kuyucuk) hücre içerisindeki ATP’nin hücre 

dışına çıkması sağlandı. 20 dakikalık bekleme süresini takiben, 50 μl hücre 

süspansiyonu beyaz renkli 96 kuyucuklu ekim kaplarına aktarıldı ve ardından 50 

μl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi içeren çözelti ilave edildi. Reaksiyon sonunda 

oluşan ATP miktarı (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardımıyla), ölçme 

zamanı 1 saniye olacak şekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA) kullanılarak 
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ölçüldü. Böylece, % canlılık grafiği RLU değerleri baz alınarak oluşturuldu. % Canlılık 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı: 

 

% canlılık = (RLU uygulanan kuyucuk  – RLUMI) / (RLUnegatif kontrol  – RLUMI) × 100  

 

3.4 İkili Boyamayla Hücre Ölüm Modunun Belirlenmesi 

 

İkili boyama yönteminde kullanılan floresans boyalar DNA’ya bağlanır uygun 

dalgaboyundaki ışınlarla uyarıldıklarında nükleusu görünür kılarlar. Böylece nükleus 

morfolojisi incelenerek hücre ölüm modu belirlenebilir. 

Hoechst 33342 canlı, apoptotik veya nekrotik tüm hücreleri boyayabilir. Apoptotik 

hücreler kromatin kondensasyonu veya sonrasında gerçekleşen nükleus fragmentasyonu 

ile tanımlanabilirler (Oberhammer ve ark. 1994). Yoğun bir nükleus kondensasyonu 

gerçekleşmesi ise piknozis olarak tanımlanır ve piknotik nükleus görece küçük 

olmasından dolayı daha yoğun floresans ışıma yapar (Burgoyne 1999). Apoptozisin geç 

dönemlerinde (sekonder nekrozis) hücre membran bütünlüğü bozulur. Hücreyi bu 

evrede tanımlamak için membran bütünlüğü bozulmamış hücreye nüfuz edemeyen bir 

floresans boya, propidyum iyodür (PI) kullanılabilir. Esas olarak PI, hem nekrozis hem 

de sekonder nekrozisi tanımlamak için kullanılır. PI ile boyanan hücrenin nekrotik veya 

sekonder nekrotik olduğunu anlamak için Hoechst 33342 boyamasında apoptotik hücre 

özelliklerinin görülüp görülmediği yorumlanır. Eğer piknotik nükleus veya nükleus 

fragmentasyonu mevcutsa söz konusu hücre sekonder nekrotiktir. Nekrotik bir hücre 

nükleusu ise genellikle normal hücrelere göre kısmen daha büyük olmasıyla ve daha 

zayıf floresans ışıma yapmasıyla tanımlanabilir. Onkozis sürecinde hücre ile birlikte 

nükleusun da hacimce büyümesi (şişmesi) söz konusudur. 

İkili boyama yöntemi için, A. multifida ve A. sibthorpianus 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 

3,13 µg/ml konsantrasyonlarda seri dilüsyonla 100 μl/kuyucuk olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplakalara pipetlendi. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücreleri 

sayılarak 100 μl besiyeri içerisinde 5×103 hücre/kuyucuk olacak şekilde ilave edildi. 

Sonrasında hücreler, 48 saat 37 °C’de ve % 5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda her bir kuyucuğa PBS çözeltisinde hazırlanan Hoechst 33342 için son 

konsantrasyonu 5 µg/ml ve PI için son konsantrasyonu 1 µg/ml olarak seyrelmiş 
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floresans boyalar eklendi. Mikroplaka 30 dk 37 °C’de inkübe edildikten sonra floresans 

ataçmanlı faz kontrast mikroskopta (Olympus CKX41) 100× büyütmede kuyucukların 

aynı bölgesinden temsili fotoğraflar çekildi. 

 

3.5 Genetik Toksikoloji Test Sistemleri 

 

3.5.1 Komet Testi (Tek Hücre Jel Elektroforezi) 

 

Sonraki yıllarda hasarlı DNA görüntüsünün kuyruklu yıldıza benzemesinden dolayı 

komet testi adını alan mikrojel elektroforez kavramı, ilk olarak 1984 yılında DNA 

süper-kıvrımlarının gevşemesine neden olan tek-zincir kırıklarını ölçen bir metod olarak 

Ostling ve Johanson (1984)  tarafından sunulmuştur. Ardından, Singh ve ark. (1988) bu 

yöntemi alkali koşullarda (pH > 13) uygulayarak modifiye etmişlerdir. Buradaki hedef, 

agaroz jel içine gömülmüş hücrelerin her birinde DNA zincirinin göçünü tespit etmek 

üzere DNA jel elektroforezi ve floresans mikroskobiyi birleştirmektir (Olive ve Banath 

2006). Böylece, eğer DNA hasar almışsa gevşeyen süper-kıvrımlardan serbesti kazanan 

DNA kırık uçları kısa bir elektroforez sürecinde anoda doğru hareket eder. DNA’nın 

elektroforetik koşullardaki göçü, fragment büyüklüğü ve DNA kırık uçlarının sayısına 

bağlıdır ki bu kırık uçlar daha büyük boyutta DNA’ya bağlı olsalar dahi kısa bir mesafe 

katedip “komet kafa”sından ayrılabilirler (Fairbairn ve ark. 1995). Düşük kırık 

sayısında komet kafasının uzaması (stretching) söz konusudur, ancak DNA kırık sayısı 

arttıkça serbest kalan DNA fragmentleri daha uzak mesafelere göç ederek elektroforez 

sırasında DNA hareketine hakim olan temek kuralları teşkil ederler (Fairbairn ve ark. 

1995). Sonuç olarak, migrasyon yapan DNA miktarını ölçebilmek aynı zamanda DNA 

kırıklarının sayısını da belirlemek anlamına gelmektedir. Kuyruktaki DNA miktarını ve 

dağılımını tanımlayan kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu ve kuyruktaki % DNA, komet 

testinde kullanılan temel tanımlayıcı ifadeler olmuşlardır (Olive ve Banath 2006).  

Komet testi DNA kırıklarını ölçebildiği için yeni farmasötik veya kimyasal maddelerin 

genotoksik etkilerini değerlendirmek üzere yapılan standart test sistemleri içinde yerini 

almıştır (Hartmann ve ark. 2003, Collins 2004). Ayrıca, bu yöntemle DNA hasar 

tamirinin ölçülmesi de mümkündür; böylece fitokimyasalların potansiyel antigenotoksik 

etkilerini inceleme imkanı da doğar (Duthie ve Dobson 1999, Collins 2004). 
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Bu yöntemin en önemli avantajları yüksek duyarlılıkla düşük düzeydeki DNA 

hasarlarını saptayabilmesi, tek hücre düzeyinde çalışılabilir olması, kısa sürede 

uygulanabilirliği ve düşük maliyetidir (Tice ve ark. 2000). Buna karşın, kullanılacak 

konsantrasyonların yüksek oranda apoptotik veya nekrotik dozlar olması testten doğru 

sonuç alınmasına engeldir (Olive ve Banath 2006). 

İlk olarak 6 kuyucuklu mikroplakalarda her bir kuyucuğa MCF-7, MDA-MB-231 ve 

MCF-10A hücre soylarının herbirinden 1 ml’de 5×105 hücre ekildi. Hücre ekiminden 24 

saat sonra, son konsantrasyon A. multifida ve A. sibthorpianus’nin IC50 dozları olacak 

şekilde bu kuyucuklara A. sibthorpianus veya A. multifida içeren besiyerlerinden 1 ml 

eklendi. Ayrıca, her hücre soyu için sisplatin (CDDP) literatürde kullanılan IC50 dozları 

(MCF-7 için 70,0 µM, MDA-MB-231 için 100,0 µM ve MCF-10A için 52,2 µM) 

seçilerek uygulandı (Tassone ve ark. 2003, Chen ve ark. 2013). CDDP, DNA-DNA-

zinciriçi çapraz bağlar (intrastrand crosslink) oluşturan genotoksik bir ajan olduğu için 

pozitif kontrol olarak kullanıldı (Cepeda ve ark. 2007). 

Alkali komet testi Singh ve ark. (1988)’ın yönteminde bazı modifikasyonlarla birlikte 

gerçekleştirildi (Çelikler Kasımoğulları ve ark. 2014). Kullanılacak lamlar deney öncesi 

% 1’lik Normal Erime Noktalı (NMP) agar ile kaplandı ve etiketlendi. Uygulama 

süreleri, kontrol grubu için 4 saat, ekstrakt grupları için kısa ve uzun süreli maruziyet 

sonuçlarını belirlemek için 4 ve 24 saat şeklinde seçildi. Süre sonunda hücreler 

tripsinize edilerek 300 µl PBS eklendi ve hücre sayımı yapıldı. Hücre süspansiyonu 60 

µl’de 3×104 hücre olacak şekilde seyreltildi. Bu hücre süspansiyonu üzerine % 1’lik 160 

μl Düşük Erime Noktalı (LMP) agar eklendi. Bu şekilde LMP agar konsantrasyonu % 

0,65’e düştü. Hızlıca 100’er μl hacimde hücre süspansiyonu üzerinde NMP bulunan 

lamlar üzerine eklendi. Lamlar 20×40 mm lameller ile kapatılarak +4 °C’de 15 dk 

bekletilerek jelin katılaşması sağlandı. Sonrasında, lameller kaldırılarak lamlar +4 °C’de 

içinde lizis çözeltisi (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM tris bazı, % 1 Triton X-

100, % 10 DMSO; pH 10) bulunan şalelere yerleştirildi ve karanlıkta gece boyunca 

bekletildi. Ertesi gün, lamlar içinde soğuk elektroforez tamponu çözeltisi (300 mM 

NaOH, 1 mM Na2EDTA; pH > 13) bulunan elektroforez tankına yerleştirildi. Lamlar bu 

çözeltide DNA sarmalının açılması (unwinding) için 15 dk bekletildi. Tankın çevresine 

buz aküleri yerleştirilerek elektroforez sırasında sıcaklığın yükselmemesi hedeflendi. 

Yürütme işlemi 25 V ve 300 mA’de 30 dk sürdürüldü. Yürütmenin ardından tanktan 
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alınan lamlar pH’ın dengelenmesi için +4 °C’deki nötralizasyon tamponuna (0,4 M tris 

bazı; pH 7,5) yerleştirildi. Son olarak dH2O ile yıkanan lamlar kurumaya bırakıldı.  

Mikroskobik inceleme, Novel N-800M floresans ataçmanlı faz kontrast mikroskopta 

×200 büyütmede BP 546/10 nm filtre kullanılarak gerçekleştirildi. Son konsantrasyon 2 

μg/ml olacak şekilde etidyum bromür lam üzerine pipetlendi ve 20×20 lamel kapatıldı. 

Her bir deney grubu için 50 nükleus sayıldı ve fotoğraflandı. Fotoğraflar, Kameram 21 

(Mikrosistem, İstanbul, Türkiye) yazılımı kullanılarak değerlendirildi. Değerlendirmede 

komet uzunluğu, kuyruk uzunluğu, kuyruk % DNA, kafa % DNA, Olive kuyruk 

momenti, genetik hasar indeksi ve hasarlı hücre yüzdesi verilerinden yararlanıldı. Hasar 

tiplendirmesi Şekil 3.1’deki gibi yapıldı. 

 

 
 

Şekil 3.1. Komet testiyle mikroskobik inceleme sonucu karşılaşılan hasar tipleri: (A) 

Tip 0, (B) Tip 1, (C) Tip 2, (D) Tip 3, (E) Tip 4. Hasarsız hücreler Tip 0 olarak 

tanımlanır. İsimlendirme DNA hasarının artmasıyla birlikte Tip 1’den Tip 4’e devam 

eder 
 

Genetik Hasar İndeksi (GHİ) şu formüle göre hesaplandı (Anderson ve ark. 1994): 

 

GHİ = (1 × ΣTip1) + (2 × ΣTip2) + (3 × ΣTip3) + (4 × ΣTip4) / (ΣTip0 + ΣTip1 + ΣTip2 + ΣTip3 + 

ΣTip4)  

 

Hasarlı Hücre Yüzdesi (HHY) Formülü (Anderson ve ark. 1994):  

 

% Hasarlı Hücre = ΣTip2 + ΣTip3 + ΣTip4 / (ΣTip0 + ΣTip1 + ΣTip2 + ΣTip3 + ΣTip4) 
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3.5.2 Mikronükleus (MN) Testi 

 

Mikronükleus varlığı kromozom kırıkları ve/veya bütün bir kromozom kaybını gösterir 

(Fenech 2000). Kromozom kırıkları, hasar tamiri yapılmamış veya yanlış yapılmış DNA 

zincir kırıklarından ileri gelebilir (Savage 1993). Hücre bölünmesi gerçekleştiğinde bu 

asentrik kromozom(lar) veya iğ ipliklerine tutunmayan kromozom(lar) hücre 

kutuplarına doğru hareket edemez. Telofaz evresinde bu yapıların da çevresinde nükleus 

membranı oluşur ve kromozom yapısı çözülerek (uncoil) interfaz nükleusuna benzer, 

ancak daha küçük bir nükleus oluşturur (mikronükleus). Farklı genotoksik çıktılar 

olarak, nükleus tomurcukları (nuclear bud, Nbud) gen amplifikasyonunu, 

nükleoplazmik köprüler ise hatalı onarılan telomer kaynaşmalarını gösterir (Fenech ve 

ark. 2003, Fenech 2007). 

Mikronükleus yönteminin geçmişi 1950’li yıllara kadar dayandırılabilir, ancak 

mitojenle uyarılmış lenfositlerde kromozomal hasarı ölçmek için uygulamak ilk olarak 

Fenech ve Morley (1985) tarafından teklif edilmiştir. Bu yöntemde hücrelerin ilk mitoz 

bölünmede tutuklanmaları ve ardından oluşan mikronükleus yapılarının gözlenmesi 

hedeflenmiştir. Sitokinez aşamasında mitoz bölünmenin sitokalazin B maddesi 

tarafından bloklanması yöntemin tekrarlanabilirliğini yükselten ve yaygın laboratuvar 

kullanımına sokan önemli bir noktadır. Mikronükleus testi günümüze değin özellikle 

sonuçlarının değerlendirilmesi, skorlama yapılması anlamında gözden geçirilmiş ve bir 

konsensüs sağlanması için “HUman MicroNucleus Project” çalışması 

gerçekleştirilmiştir (Bonassi ve ark. 2001, Fenech ve ark. 2003). Ayrıntılı bir protokol 

sunduğu çalışmasında Fenech (2007) mikronükleus testini oldukça kapsamlı bir test 

sistemi olarak ortaya koymuş ve “sitokinez-bloklu sitom testi” olarak isimlendirmiştir. 

Bu test ile mikronükleus, nükleoplazmik köprüler ve nükleus tomurcukları (Nbud) gibi 

genotoksik hasar parametrelerinin yanı sıra apoptozis ve nekrozis gibi sitotoksisite 

parametrelerinin ve hücrelerin bir, iki veya daha fazla nükleus içermelerinde göre 

sitostatik etkilerin ölçümü de mümkündür (Fenech 2007). Şekil 3.2’de (A) 1/3 ve 1/9 

nükleus çapında 2 adet mikronükleus içeren hücre. (B) Nükleusa temas eden ancak üst 

üste çakışmayan mikronükleuslar (C) Nükleoplazmik köprüyle bağlı iki nükleus ve 2 

mikronükleus. (D) Ender görülen fakat çeşitli büyüklüklerde 6 mikronükleus içeren 

hücre gösterilmiştir. 



46 

 

 

 
 

Şekil 3.2. MN yapılarının farklı şematik görünümleri (Fenech 2000) 

 

Mikronükleus skorlama kriterlerine dikkat etmek testin tekrarlanabilirliği ve skorlayıcı 

arası farkları minimuma indirmek için önem arz eder. Bu nedenle, doğru binükleer 

hücrelerin seçilmesi ve mikronükleus skorlamasının doğru yapılması için Fenech (2007) 

tarafından maddelenen kritelerlere uyulmuştur: 

- Mikronükleus yalnız binükleer hücrelerde skorlanmıştır. 

- Binükleer hücre nükleusları aynı hücre membranı sınırlarında bulunmalı ve 

parçalanmamış hücre membranına sahip olmalıdır. 

- Binükleer hücre nükleuslarının boyutları birbiriyle aynı veya yakın olmalı, 

boyanma yoğunlukları benzer olmalıdır. 

- Binükleer hücrelerin birbirine temas etmeleri istenen bir durum değildir ancak 

böyle bir durumda her iki nükleusun da sınırla belli olmalıdır. 

- Mikronükleus çapı, nükleus çapının 1/3’ünden büyük olmamalıdır. Aksi 

durumda ayrı bir nükleus olarak kabul edilir. 

- Mikronükleus boyanma şekli nükleus ile aynı olmalıdır (örneğin artefaktlardan 

ayırt edilebilmesi için daha parlak veya yansıtıcı özellikte olmamalıdır) 

- Mikronükleus nükleusa temas edebilir ancak sınırları belli olmalıdır ve 

nükleusla bağlantısı olan bir yapı olmamalıdır. 

Şekil 3.3’te sitokinez safhasında çoklu nükleus içeren hücreler görülmektedir. 

Fotoğraflar % 5’lik giemsa boyamasının ardından Novel N-800M faz kontrast 

mikroskopta 400× büyütmede çekilmiştir. 

Mikronükleus testiyle ayrıca Nükleus Bölünme İndeksi (NDI) de hesaplanabilir. Bunun 

için, en az 500 hücre sayılarak mononükleer, binükleer, trinükleer ve tetranükleer 

hücreler not edilir ve oranları belirlenir. Bu sayede canlı hücrelerin proliferatif durumu 
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hakkında bilgi sahibi olunur. Dolayısıyla, bu parametrenin sitostatik etki için bir 

gösterge olduğu bildirilmiştir (Fenech 2007). 

 

 
 

Şekil 3.3. Sitokalazin B ile bloklanmış hücre bölünmesi. Mo: mononükleer, Bi: 

binükleer, Tr: trinükleer, Te: tetranükleer hücre (400×) 

 

Hücre ekimi 6 kuyucuklu mikroplakalarda her kuyucuğa 1 ml’de 2,5×105 MCF-7, 

MDA-MB-231 veya MCF-10A pipetlenerek gerçekleştirildi. Hücre ekiminin ertesi 

günü 1 ml hacimde ve son konsantrasyonları karşılık gelen hücre soyundaki IC50 

değerleri olacak şekilde A. multifida ve A. sibthorpianus içeren besiyeri ilave edildi. 

Çözgen kontrol olarak 1:1000 oranında DMSO kullanıldı. Aynı zamanda, bütün deney 

gruplarına eşzamanlı olarak son konsantrasyonu 6 µg/ml olacak şekilde sitokalazin B 

eklendi. Sitokalazin B konsantrasyonu genel olarak 3 µg/ml olarak seçilse de 6 µg/ml 

dozu da yaygındır (Bonassi ve ark. 2001). Mikroplakalar 48 saat 37 °C, % 5 CO2’li 

inkübatörde inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücreler tripsinize edildi. Aspirasyon 

sonrasında hücre peleti üzerine 150 µl PBS eklendi ve hücreler 2 kez 1 ml’lik 

enjektörden geçirildi. Sonrasında 150 µl’lik hacimden 50 µl çekildi ve hücrelerin 

şişmesini sağlamak amacıyla 450 µl hacmindeki hipotonik 65 mM KCl çözeltisine ilave 

edildi. Bu işlem bir kez daha tekrarlandı. Ardından hipotonik çözeltide 20 dk oda 

sıcaklığında beklendi. Süre sonunda hücre süspansiyonu ikiye bölünerek (2×500 µl) 600 

rpm hızda 4 dk boyunca sitosantrifüj edildi. Böylece, hücrelerin sitosantrifüj kasetleri 

içine yerleştirilmiş lam üzerine yapışmaları ve bu yüzeyde yayılarak nükleus yapılarının 

ve anomalilerin boyama sonrası net olarak görünmesi kolaylaştırıldı. Lam yüzeyine 

yapışan hücreler -20 °C’de soğutulmuş % 90’lık metanol ile oda sıcaklığında 8 dk tespit 

işlemi yapıldı (Dhawan ve ark. 2003). 

Mikroskobik inceleme, Novel N-800M floresans ataçmanlı faz kontrast mikroskopta 

400× büyütmede BP 546/10 nm filtre kullanılarak gerçekleştirildi. Son konsantrasyon 2 

μg/ml olacak şekilde etidyum bromür lam üzerine pipetlendi ve 20×40 lamel kapatıldı. 
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Burada ayrıca mikronükleus testinde geleneksel olarak giemsa boyaması yapıldığını, 

ancak akridin oranj gibi floresans boyaların da benzer hatta daha yüksek performans 

gösterdiği belirtmek gerekir (Hayashi ve ark. 1983). Skorlama için MN testinde her 

deney grubunda 2000 binükleuslu hücre sayıldı. MN skorlama için Fenech (2007) 

tarafından belirlenen kriterler dikkate alındı. NDI belirlemek için ise her deney 

grubunda toplamı 1000 olmak üzere mononükleer, binükleer, trinükleer ve tetranükleer 

hücreler sayıldı. NDI aşağıdaki formüle göre hesaplandı (Fenech 2007): 

 

NDI = (1 × ΣN1 + 2 × ΣN2 + 3 x ΣN3 + 4 x ΣN4) / (ΣN1 + ΣN2 + ΣN3 + ΣN4) 

 

NDI: nükleus bölünme indeksi, N1: mononükleer, N2: binükleer, N3: trinükleer, N4: 

tetranükleer. 

 

3.6 Hematoksilen Boyama 

 

Hematoksilen, Haematoxylon campechianum bitkisinden elde edilen bazik bir boyadır. 

Bu özelliğiyle DNA ve RNA gibi asidik yapılara bağlanarak koyu mavi-mor olarak 

boyar. Hematoksilen histoloji, histokimya, histopatoloji ve sitolojide en yaygın olarak 

kullanılan boyadır (Avwioro 2011). Histolojide genellikle bir sitoplazma boyası olan 

eosin ile birlikte kullanılır. Hematoksilen nükleik asitler dışında kullanılan mordana 

göre lipid, karbonhidrat veya fibrin gibi hücre dışı yapıların ve aynı zamanda 

parazitlerin boyanmasında kullanılabilir (Avwioro 2011). Hematoksilen bir nükleus 

boyası olarak uzun zamandır mitotik indeks belirlemek için kullanılmaktadır. Bu 

yönteme benzer olarak proliferatif aktivite için histolojide Ki-67 kullanılmaktadır ve 

buna ek olarak fosforillenmiş histon H3 önerilmiştir (Brenner ve ark. 2003). 

Hematoksilen ve eosin boyası kullanılarak yapılan boyamaların ise zaman alan ve 

uzmanlık gerektiren yöntemler olduğu belirtilmiştir (Brenner ve ark. 2003). 

İlk olarak 6 kuyucuklu mikroplakaların her bir kuyucuğuna etil alkolde steril edilmiş 

22×22 mm lamel steril bir pens yardımıyla yerleştirildi. Her kuyucuğa 1 ml’de 2,5×105 

MCF-7, MDA-MB-231 veya MCF-10A hücresi ekildi. Hücre ekiminin ertesi günü 1 ml 

hacimde ve son konsantrasyonu 3,13, 6,25, 12,5, 25 ve 50 µg/ml olacak şekilde A. 

multifida ve A. sibthorpianus içeren besiyeri ilave edilerek mikroplakalar 48 saat 37 °C, 



49 

 

% 5 CO2’li inkübatörde inkübe edildi. 100 µg/ml dozu her iki bitki için de toksik 

etkisinden dolayı kullanılmadı.  

Süre sonunda besiyeri aspire edilerek kuyucuklar PBS ile yıkandı. Ardından -20 °C’de 

soğutulmuş % 90’lık metanol ile hücreler oda sıcaklığında 8 dk tespit işlemi yapıldı. 

Metanol çözeltisi aspire edilip hücreler PBS ile yıkandıktan sonra lamel üzerine 200 µl 

hematoksilen eklendi ve 2 dk beklendi. Kuyucuklar hematoksilen aspire edildikten 

sonra seri şekilde 3 kez dH2O ile yıkandı. Lameller bir enjektör ucu yardımıyla 

kaldırılıp kurutuldu ve bir damla gliserol damlatılmış lam yüzeyine kapatıldı. 

Mikroskobik incelemeler Novel N-800M faz kontrast mikroskopta 400× büyütmede 

gerçekleştirildi ve hücreler fotoğraflandı. MCF-10A ve MDA-MB-231 hücrelerinde 

mitotik indeks ve multinükleus parametreleri incelendi. MCF-7 hücrelerinde ise hücre 

nükleus/sitoplazma oranı yüksek olduğundan multinükleus parametreleri 

değerlendirilmeyip mitotik indeks incelendi. Hücrelerin sayımı 10 adet rastgele alan 

seçilerek yapıldı ve toplam hücre sayının 500’ün altında olması halinde farklı alanlardan 

bu sayının üzerine çıkıncaya kadar sayım yapıldı. Belirlenen mitotik figürler profaz, 

metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez olarak ayrıca kaydedildi. Hücre sınırları belli ve 

diğer hücrelerden ayırt edilebilen hücreler arasından çift veya daha fazla nükleusa 

(multinükleasyon) sahip olan hücreler sayıldı.  

 

3.7 Antioksidan Kapasiteyi Belirlemeye Yönelik Testler 

 

3.7.1 DPPH Testi 

 

Brand-Williams ve ark. (1995) tarafından geliştirilen ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 

(DPPH•) serbest radikalinin antioksidan moleküllerce süpürülmesinin ölçümüne 

dayanan bir metottur. DPPH azot atomunda eşleşmemiş bir valens elektronu bulunan 

görece kararlı bir serbest radikal molekülüdür (Sharma ve Bhat 2009). Bu yöntemin 

bitki ekstraktlarında yüksek doğruluk ve tekrarlanabilirliğe sahip olduğu belirtilmiştir 

(Katalinic ve ark. 2006). Yüksek DPPH radikali süpürme aktivitesi, bitki ekstraktlarının 

fenolik bileşenlerce zenginliğini yansıtmaktadır (Dudonne ve ark. 2009). 

DPPH testi ucuz ve seri olarak gerçekleştirilebilen bir testtir. Ancak bazı dezavantajları 

da vardır. DPPH testi pek çok laboratuvarda kullanıldığı için farklı laboratuvar 
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gruplarının yaptıkları modifikasyonlar nedeniyle deneyler arası karşılaştırmalar güçtür 

(Sharma ve Bhat 2009). DPPH testinde DPPH konsantrasyonu, test süresi, reaksiyon 

ortamı olarak etanol veya metanolün kullanılması gibi parametrelerdeki farklılıklar 

Sharma ve Bhat (2009) tarafından dile getirilmiştir. Ayrıca, reaksiyon ortamında 

kullanılan etanol veya metanol gibi çözgenler fizyolojik koşullarla uyumlu olmayan bir 

durum yaratmaktadır. 

DPPH yöntemi Molyneux (2004) tarafından ayrıntılı biçimde incelenmiş ve 

çalışmalarda ölçüme ve ölçümlerin yorumlanmasına dair tavsiyeler yer almıştır. DPPH 

testi bu tavsiyelere göre optimize edildi. İlk olarak, liyofilizatlardan en az 10 mg ve 

üzeri ağırlıklarda tartım yapıldı. Bitki ekstraktı çözeltileri DMSO antioksidan özellik 

gösterdiği için 1 mg/ml stok konsantrasyonda etanol:H2O (1:1) çözgeninde hazırlandı 

(Sanmartin-Suarez ve ark. 2011). Çözeltiler 5 dk sonikasyona tabi tutuldu. Referans 

çözeltiler olarak askorbik asit, gallik asit ve troloks seçildi. Bu maddeler için de 1 

mg/ml stok konsantrasyonu etanol:H2O (1:1) çözgeninde hazırlandı. Her deney öncesi 

kullanılan bütün çözeltiler antioksidan aktivite kaybına karşılık taze olarak hazırlandı. 

DPPH testinde 3 bağımsız deney, 96 kuyucuklu mikroplakaların 90° çevrilerek 

kullanılmasıyla gerçekleştirildi (geleneksel olarak kullanılan satır ve sütunlar yer 

değiştirdi). Bütün kuyucuklara 100 µl hacimde etanol:H2O (1:1) eklendi. Mikroplakanın 

ilk satırına 100 µl hacminde 1 000 µg/ml’lik ekstrakt çözeltisi veya referans madde 

eklenip mikroplakanın ilk 11 satırı kullanılarak seri dilüsyon yapıldı. Böylece, 

konsantrasyon aralığı 0,49- 500 µg/ml olarak gerçekleşti. Son satır negatif kontrol 

(DPPH kontrol) olarak belirlendi. Ardından her kuyucuğa, 100 µl metanol içerisinde 

çözülmüş DPPH, son konsantrasyonu 0,1 mM olacak şekilde pipetlendi. Mikroplakalar 

ısıtıcılı çalkalayıcıda 600 rpm’de 30 dakika 37 °C’de inkübe edilerek absorbans değeri 

517 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda (FlashScan S12, Almanya) 

okundu. Absorbans/konsantrasyon grafiği çizildi ve öncelikle lineer artışın olduğu 

değerler belirlendi. Buna göre oluşturulan eğri denkleminde ekstraktın hangi 

konsantrasyonun DPPH serbest radikalinin yarısını temizlediği hesaplandı (IC50). 
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3.7.2 CUPRAC Testi 

 

Apak ve ark. (2004) tarafından geliştirilen bu yöntemle, antioksidan testlerin birbiriyle 

korelasyonlarının düşük olması ve özellikle besinler için kapsayıcı bir “antioksidan 

aktivite indeksi”nin oluşturulamaması nedeniyle basit, uygulanabilir ve kapsayıcı bir 

test ortaya koymak hedeflenmiştir. Bu yöntemde polifenolik maddelerin bakır(II)-

neokuproin [Cu(II)-Nc] çözeltisini okside edici bir ajan olarak kabul edip reaksiyona 

girerek bakır(II) iyonunu indirgemeleri söz konusudur Apak ve ark. (2004). CUPRAC 

ismi de “bakır indirgeyici antioksidan kapasite” tanımının kısaltması olarak verilmiştir. 

İndirgeme reaksiyonu sonucu oluşan renkli Cu(I)-Nc şelatı spektrofotometrik olarak 

450 nm dalgaboyunda ölçülür (Apak ve ark. 2008). Yöntemin avantajları olarak 

kullanılan çözeltilerin ve reaksiyon sonucu oluşan yapının görece kararlı olması, kolay 

uygulanabilir ve hava, günışığı, nem ve bir dereceye kadar pH gibi olumsuz etki 

yaratabilecek parametrelere karşı duyarlı olmaması ve absorbans-konsantrasyon 

eğrisinin diğer testlere göre daha geniş bir aralıkta lineer olması sayılabilir (Apak ve 

ark. 2008).  

Apak ve ark. (2004) tarafından deney tüplerine uygun olarak geliştirilen yöntem 96 

kuyucuklu mikroplakalara uyarlandı. İlk olarak, liyofilizatlardan en az 10 mg ve üzeri 

ağırlıklarda tartım yapıldı. Bitki ekstraktı çözeltileri DMSO antioksidan özellik 

gösterdiği için 1 mg/ml stok konsantrasyonda etanol:H2O (1:1) çözgeninde hazırlandı 

(Sanmartin-Suarez ve ark. 2011). Çözeltiler 5 dk sonikasyona tabi tutuldu. Referans 

çözeltiler olarak askorbik asit, gallik asit ve troloks seçildi. Bu maddeler için de 1 

mg/ml stok konsantrasyonu etanol:H2O (1:1) çözgeninde hazırlandı. Her deney öncesi 

kullanılan bütün çözeltiler antioksidan aktivite kaybına karşılık taze olarak hazırlandı. 

CUPRAC testinde 3 bağımsız deney, 96 kuyucuklu mikroplakaların 90° çevrilerek 

kullanılmasıyla gerçekleştirildi (geleneksel olarak kullanılan satır ve sütunlar yer 

değiştirdi). Bütün kuyucuklara 55 µl hacimde etanol:H2O (1:1) eklendi. Mikroplakanın 

ilk satırına 55 µl hacminde 1 mg/ml’lik ekstrakt çözeltisi veya referans madde eklenip 

mikroplakanın 12 satırı da kullanılarak seri dilüsyon yapıldı. Böylece konsantrasyon 

aralığı 0,49-1 000 µg/ml olarak gerçekleşti. CUPRAC testinde kullanılması gerekli 

diğer çözeltiler olan CuCl2, NH4Ac ve neokuproin çözeltileri taze hazırlanıp eşit 

hacimlerde karıştırıldı ve her kuyucuğa bu çözeltiden 150 µl pipetlendi. Mikroplakalar 
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ısıtıcılı çalkalayıcıda 600 rpm’de 60 dakika 37 °C’de inkübe edilerek absorbans değeri 

450 nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda (FlashScan S12, Almanya) 

okundu. Absorbans/konsantrasyon grafiği çizildi ve öncelikle lineer artışın olduğu 

değerler belirlendi. Buna göre bir eğri denklemi oluşturuldu. Troloks içeren 1 mg/ml 

çözeltiye karşılık gelen absorbans değeri hesaplanarak bu değeri elde etmek için karşılık 

gelen bitki ekstrakt çözelti konsantrasyonları karşılık gelen eğri denklemleri 

kullanılarak hesaplandı. Böylece CUPRAC antioksidan kapasitesi, 1 µg troloks 

aktivitesine karşılık gelen ekstrakt çözelti aktivitesi olarak µg cinsinden belirlendi (µg 

troloks eşdeğerliği / µg ekstrakt). 

 

3.8. İstatistikî Analiz 

 

İstatikî analizler SPSS 22.0 paket bilgisayar programı kullanılarak yapıldı. Veriler 

ortalama ve standart sapma veya standart hata olarak verildi. Her bir parametrenin 

normal dağılım analizleri yapılarak uygun parametrik veya non-parametrik istatistik 

analizler uygulandı. Parametrik testlerden One way ANOVA, non-parametrik testlerden 

ise Kruskal Wallis Testi kullanıldı. Fark grupları homojenite testi sonuçlarına göre 

Tamhane’s T2 testine göre p < 0,05 anlamlılık seviyesinde verildi. Grafikler Microsoft 

Office Excel 2013 ve GraphPad Prism 6 yazılımları kullanılarak hazırlandı. IC50 

değerlerinin hesaplanmasında Microsoft Office Excel 2013 yazılımında yer alan tahmin 

fonksiyonu kullanıldı. Hata çubukları komet testi grafiklerinde standart hata, diğer 

bütün testlerde standart sapma olarak gösterildi. Grafiklerin üzerindeki istatistikî 

değerlendirmeler yine SPSS 22.0 paket bilgisayar programı kullanılarak yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1 Sulforodamin B Testiyle Ekstraktların Sitotoksik Aktivitelerinin Taranması 

 

Büyüme baskılayıcı etkileri yüksek olan ekstraktları saptamak üzere ilk olarak SRB testi 

gerçekleştirilmiştir. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde ve 48 saatlik 

zaman aralığında, bazı ekstraktlar doza bağımlı olarak büyüme baskılayıcı etkiler 

göstermişlerdir. H. humile (Şekil 4.1), O. caespitosum toprak altı kısımları (Şekil 4.2), 

G. olympica (Şekil 4.9) ve E. campylopoda (Şekil 4.10) ekstraktları kullanılan bütün 

dozlarda büyüme baskılayıcı etki göstermemişlerdir. Buna karşılık, O. caespitosum 

toprak üstü kısımları (Şekil 4.3), D. bithynicum (Şekil 4.6), S. olympicus (Şekil 4.7) ve 

T. pichleri (Şekil 4.8) ekstraktları sadece 100 veya 200 µg/ml gibi yüksek 

konsantrasyonlarda aktivite göstermişlerdir. Daha düşük konsantrasyonlarda büyüme 

baskılayıcı etkileri olan ekstraktlar A. multifida (Şekil 4.4), C. drabifolia (Şekil 4.5), A. 

sibthorpianus (Şekil 4.11) ve P. pilosum (Şekil 4.12) ekstraktları olarak kaydedilmiştir.  

 

 
 

Şekil 4.1. H. humile ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 
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Şekil 4.2. O. caespitosum toprak altı kısımları ekstraktının SRB testi ile % canlılık 

üzerine etkisi 

 

 

 
 

Şekil 4.3. O. caespitosum toprak üstü kısımları ekstraktının SRB testi ile % canlılık 

üzerine etkisi 
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Şekil 4.4. A. multifida ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

 
 

Şekil 4.5. C. drabifolia ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 
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Şekil 4.6. D. bithynicum ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

 
 

Şekil 4.7. S. olympicus ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 



57 

 

 
 

Şekil 4.8. T. pichleri ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 
 

Şekil 4.9. G. olympica ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 
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Şekil 4.10. E. campylopoda ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

 
 

Şekil 4.11. A. sibthorpianus ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 
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Şekil 4.12. P. pilosum ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

Hücre büyümesini baskılayan ekstraktlarda geleneksel sitotoksisite eğrisi gözlenmiştir; 

ancak D. oleoides ekstraktı, ilginç bir şekilde uygulandığı dozdan bağımsız olarak 

antiproliferatif ölçekte değerlendirilebilecek bir etki göstermiştir (Şekil 4.13). Doğal bir 

antikanser bileşik olan paklitakselin hücre büyümesini baskılayıcı etkileri Şekil 4.14’te 

gösterilmiştir. Bütün ekstraktlara ve paklitaksele ait IC50 değerleri Çizelge 4.1’de 

belirtilmiştir. SRB hücre canlılık testine göre 48 saatlik uygulama sonucu MCF-7, 

MDA-MB-231 kanser hücrelerinde en düşük IC50 değerine sahip ekstrakt A. 

sibthorpianus ekstraktı olarak belirlenmiştir. Ekstraktın malignan olmayan MCF-10A 

hücrelerinde büyüme baskılayıcı etkisini görece yüksek dozlarda göstermesi de dikkat 

çekicidir. Diğer etkili ekstraktlar ise A. multifida, C. drabifolia ve P. pilosum 

ekstraktlarıdır. Bu ekstraktların etki düzeyleri birbirine yakındır. Mikroskobik 

incelemede, A. multifida ekstraktının IC50 değerinin hesaplanandan daha düşük dozlarda 

olabileceği düşünüldüğünden sonraki deneylerde A. multifida seçilmiştir. Diğer 

ekstraktların IC50 değerleri 100 µg/ml üzerindedir ve bir kısmınınki belirlenen doz 

aralığının dışındadır (IC50 > 200 µg/ml). Hücre soyları içinde genel olarak MDA-MB-

231 ekstrakt uygulamasına daha duyarlı olan hücre soyudur. MCF-10A ve kanser hücre 
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soyları arasındaki IC50 değerleri kıyaslandığında katlık farklar A. sibthorpianus dışında 

sadece P. pilosum ekstraktında görülmektedir.  

 

 
 

Şekil 4.13. D. oleoides ekstraktının SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

 
 

Şekil 4.14. Paklitakselin SRB testi ile % canlılık üzerine etkisi 
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Çizelge 4.1.5A. multifida ve A. sibthorpianus’un SRB testine göre hesaplanan IC50 

değerleri 

 

Ekstrakt 

IC50 

MCF-7 MDA-MB-

231 

MCF-10A 

H. humile > 200 > 200 > 200 

O. caespitosum toprak altı kısımları > 200 > 200 > 200 

O. caespitosum toprak üstü kısımları  > 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 Ekstraktlarının Sitotoksik 

Aktivitelerinin Doğrulanması 

 

Çalışılan ekstraktlar içinde en etkili olan A. sibthorpianus ve A. multifida ekstraktlarının 

hücre canlılığı üzerindeki etkileri daha hassas bir yöntem olan ATP hücre canlılık 

testiyle belirlenmiştir (Şekil 4.15 ve Şekil 4.16). Her iki ekstrakt da doza bağımlı olarak 

hücre büyümesini baskılayıcı yönde etki göstermişlerdir. İstisnai olarak, A. 

sibthorpianus 12,5 µg/ml dozunda ve MDA-MB-231 hücrelerinde proliferatif bir etki 

göstermektedir. Ancak, % 100’ün üzerinde olan hücre canlılığı, yüksek bir eğimle 

azalarak 25-50 µg/ml doz aralığında % 50 canlılığın altına düşmüştür. 
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Şekil 4.15. A. multifida ekstraktının ATP testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

 
 

Şekil 4.16. A. sibthorpianus ekstraktının ATP testi ile % canlılık üzerine etkisi 

 

Grafiklerden elde edilen IC50 değerleri Çizelge 4.2’de gösterilmiştir. A. sibthorpianus 

ekstraktı her hücre soyunda farklı bir sitotoksisite eğrisi oluştururken A. multifida 
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ekstraktının çizdiği profil hücre soyları arasında herhangi bir ayrım yapmadığı 

yönündedir. Genel olarak, SRB ve ATP testi sonuçlarının birbirine yakın olduğu ve 

ATP testiyle elde edilen IC50 değerlerinin kısmen daha düşük olduğu belirtilebilir 

(Çizelge 4.1 ve Çizelge 4.2). 

 

Çizelge 4.2.6A. multifida ve A. sibthorpianus’un ATP testine göre hesaplanan IC50 

değerleri 

 

Ekstrakt 
IC50 (µg/ml) 

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 İkili Boyama Yöntemiyle A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarının 

Apoptotik Etkilerinin Araştırılması 

 
A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının apoptotik etkilerini tespit etmek için 

Hoechst 33342 ve propidyum iyodür boyama yöntemi kullanılmıştır. Ekstraktlar SRB 

ve ATP testlerinde kullanılan konsantrasyonlarda ve 48 saat süreyle hücre soylarına 

uygulanmış; böylece hücre canlılığında doza bağımlı olarak görülen değişimlerin hangi 

hücre ölüm modları aracılığıyla gerçekleştiği araştırılmıştır. A. multifida ekstraktıyla 

MCF-7 hücrelerine muamele edilmesi sonrasında 6,25 µg/ml dozundan itibaren 

piknotik nükleus morfolojileriyle karakterize apoptotik hücreler görülmeye başlamıştır 

(Şekil 4.17C). 100 µg/ml konsantrasyona kadar piknotik nükleuslar gözlenmekle 

birlikte, bu hücrelerin önemli bir kısmının PI ile boyandığı için sekonder nekrozise 

gittiği anlaşılmaktadır (Şekil 4.17C-F, beyaz →). Ancak temsili fotoğraflarda erken 

apoptotik hücreler de bulunmaktadır (Şekil 4.17C-F, turuncu →). Toksik etkinin 

oldukça yüksek olduğu 100 ve 200 µg/ml dozlarında ise nükleusun hücrelerin 

çoğunluğunda kaybolduğu gözlenmiştir (Şekil 4.17G-H). MCF-7 hücre soyunda A. 

sibthorpianus ekstrakt uygulamasında görece düşük dozlarda piknotik veya geç 

apoptotik hücrelere rastlanmamıştır (Şekil 4.18). Ancak ağırlıklı olarak 50 µg/ml ve 

üzeri dozlarda hücrelerin tamamına yakınının piknotik ve sekonder nekrotik olduğu 

anlaşılmıştır (Şekil 4.18F-H). Bir düşük doz olan 25 µg/ml konsantrasyonda PI pozitif 



64 

 

hücreler görülmüştür ancak 50 µg/ml konsantrasyonda görülen oranda piknotik nükleus 

gözlenmemiştir (Şekil 4.18E). Sekonder nekrotik hücrelerin 48 saat sonunda ağırlıkta 

olmasından dolayı, erken apoptotik hücrelerin daha erken bir zaman noktasında 

yakalanabileceği düşünülmüştür. Artan dozlarda hücre yoğunluğunun azaldığı da 

sitotoksisite testleriyle uyumlu olarak görülmektedir.  

MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrasında MCF-7 hücre soyuna 

benzer olarak 3.13 µg/ml gibi düşük bir konsantrasyondan itibaren piknotik nükleuslar 

gözlenmiştir (Şekil 4.19). Bu hücreler yüksek oranda PI ile de boyandığı için apoptozis 

temelinde nekrotik bir ölüm modunun hâkim olduğu söylenebilir. Hücre yoğunluğu 200 

µg/ml konsantrasyonda düşmüştür, fakat MCF-7 hücrelerinde olduğu gibi Hoechst 

33342 ve PI negatif ölü hücreler görülmemiştir. A. sibthorpianus ekstraktının MDA-

MB-231 hücrelerinde ortaya koyduğu etki hücre ölüm modu açısından MCF-7'de ortaya 

çıkan tabloya benzerdir (Şekil 4.20). 25 µg/ml konsantrasyonun altında 

yorumlanabilecek nitelikte hücre ölümü bulunmamaktadır. 25 µg/ml konsantrasyonda 

hücre ölümü sınırlıdır ve bunların birçoğunda piknotik nükleus barındıran hücre 

gözlenmemiştir (Şekil 4.20E). MDA-MB-231 hücrelerinde de 50 µg/ml ve üzeri 

dozlarda hücrelerin yüksek oranda sekonder nekrotik karakterde olduğu tespit 

edilmiştir.  

MCF-10A hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması sonrasında görülen PI pozitif 

hücreler, diğer hücre soylarına kıyasla doza bağımlı olarak yükselmiştir ve özellikle 

hücre ölümünün belirgin olduğu 100-200 µg/ml konsantrasyonlarında daha fazladır 

(Şekil 4.21). Ayrıca, doz yükseldikçe hücre yoğunluğunun da buna paralel olarak 

azaldığı ve piknotik nükleus oranının da düşük olduğu gözlenmiştir. Esas olarak, yoğun 

hücre ölümünün gerçekleştiği 100-200 µg/ml konsantrasyonlarında nükleus 

morfolojilerinde bir değişim olmaması MCF-10A hücrelerinde farklı ölüm modunun 

etkin olabileceğini düşündürmektedir. A. sibthorpianus ekstraktıyla muamele edilmiş 

MCF-10A hücrelerinde piknotik nükleusa sahip hücreler 12,5 µg/ml dozunda ve daha 

yüksek dozlarda gözlenmiştir (Şekil 4.22). Bu hücrelerin kayda değer bir kısmı erken 

apoptotiktir (Şekil 4.22E-G). MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 50 µg/ml ve üzeri 

dozlarda gözlenen sekonder nekrotik hücrelerin ağırlıkta olduğu bir tablo MCF-10A 

hücrelerinde gözlenmemiştir. Hücre yoğunluğu 100 µg/ml dozundan itibaren belirgin 
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şekilde azalmıştır, ancak MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde görülen yoğunlukta 

apoptotik hücrelere rastlanmamıştır. 

 

 
 

Şekil 4.17. MCF-7 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik hücre 

(100×) 
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Şekil 4.17. MCF-7 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik hücre 

(100×) (devam) 
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Şekil 4.18. MCF-7 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) 
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Şekil 4.18. MCF-7 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) (devam) 
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Şekil 4.19. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) 
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Şekil 4.19. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) (devam) 
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Şekil 4.20. MDA-MB-231 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol 

sütun: Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken 

apoptotik hücre (100×) 
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Şekil 4.20. MDA-MB-231 hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol 

sütun: Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken 

apoptotik hücre (100×) (devam) 
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Şekil 4.21. MCF-10A hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik hücre 

(100×) 
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Şekil 4.21. MCF-10A hücrelerinde A. multifida ekstrakt uygulaması. Sol sütun: Hoechst 

33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik hücre 

(100×) (devam) 
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Şekil 4.22. MCF-10A hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) 
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Şekil 4.22. MCF-10A hücrelerinde A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması. Sol sütun: 

Hoechst 33342, sağ sütun: PI. Beyaz →: sekonder nekrotik, turuncu →: erken apoptotik 

hücre (100×) (devam) 
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4.4 A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarının DNA Hasarı İndükleyici 

Etkileri 

 

Komet testiyle A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının DNA’da tek zincir veya 

çift zincir kırıkları oluşturarak DNA hasarı indükleyici etkileri kısa (4 saat) ve uzun (24 

saat) süreli olarak değerlendirilmiştir. Komet testi sonucunda komet alanı, komet 

uzunluğu, komet yoğunluğu, kuyruk alanı, kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu, kuyruk 

% DNA, Olive kuyruk momenti, kafa çapı, kafa alanı, kafa yoğunluğu, kafa % DNA, 

genetik hasar indeksi ve % hasarlı hücre gibi çok çeşitli parametreler değerlendirilebilir. 

Bunlar içerisinden komet uzunluğu, kuyruk uzunluğu, kuyruk % DNA, kafa % DNA ve 

Olive kuyruk momenti kullanılmıştır. Komet uzunluğu, baş ve kuyruk uzunluğunun 

toplamını rastgele birim (AU) cinsinden ifade eder. Kuyruk uzunluğu ve Olive kuyruk 

momenti de aynı şekilde ifade edilmiştir. Olive kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu ve 

kuyruktaki DNA yüzdesinin çarpımı olarak tanımlanmakta ve sonuçları daha doğru 

yansıttığı için komet test verilerini yorumlamakta birincil olarak tercih edilmektedir. 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde karşılık gelen IC50 dozları 

kullanılarak yapılan uygulanmaların sonuçları sırasıyla Şekil 4.23, Şekil 4.24 ve Şekil 

4.25’te verilmiştir. Bu şekillerde komet uzunluğu (A), kuyruk uzunluğu (B), kuyruk % 

DNA (C), kafa % DNA (D), Olive kuyruk momenti (E) parametreleri yer almaktadır. 

Komet uzunluğu ve kuyruk uzunluğunun her hücre soyunda normal dağılım gösterdiği 

ve varyansının homojen olmadığı belirlenmiştir ve fark grupları Tamhane’s T2 testiyle 

oluşturulmuştur. Kuyruk % DNA, kafa % DNA ve Olive kuyruk momenti normal 

dağılım göstermemektedir. Değerler, parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis 

testiyle analiz edilmiştir. 

MCF-7 hücrelerinde 4 saatlik A. sibthorpianus uygulaması kuyruk uzunluğu ve kuyruk 

DNA yüzdesinde bir artışa neden olmasına rağmen bu artışlar anlamlı değildir (Şekil 

4.23B, C). Buna karşılık, Olive kuyruk momentinde ise anlamlı artış vardır (Şekil 

4.23E). A. sibthorpianus ekstraktının DNA hasar indükleyici etkisi ancak 24 saatlik 

uygulamasında ortaya çıkmaktadır. Bu noktada, DNA hasarı açısından 24 saat ile hem 

çözgen kontrol hem de 4 saatlik uygulamalar arasında anlamlı farklar oluşmuştur. A. 

multifida uygulamasında 4 saatte kuyruk DNA yüzdesi ve Olive kuyruk momenti 

anlamlı olarak artmıştır (Şekil 4.23C, E). Sürenin 24 saate uzamasıyla kontrole kıyasla 
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DNA hasarının anlamlı olarak yükseldiği görülmüştür. Bu hasar, komet uzunluğu, 

kuyruk uzunluğu ve Olive kuyruk momentindeki değişimlerle 4 saate nazaran da 

anlamlı olarak artış göstermiştir. 

 

 
 

Şekil 4.23. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-7 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, **; p<0,005, ***; p<0,0001 
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Şekil 4.23. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-7 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, **; p<0,005, ***; p<0,0001 (devam) 

 

MDA-MB-231 hücre soyunda A. sibthorpianus uygulaması 4 saat ve 24 saatlik 

zamanlarda DNA hasarını indüklemiştir (Şekil 4.24). Buna karşılık, komet uzunluğu 

haricinde 4 ve 24 saatlik uygulamalar arasında zamana bağlı anlamlı bir değişim 

gözlenmemiştir (Şekil 4.24A). A. multifida ekstraktı da benzer şekilde hem 4 hem de 24 

saatlik uygulamalarda DNA hasarını indüklemiştir, ancak belirtilen süreler arasında 

DNA hasarında anlamlı bir değişim bulunmamaktadır. Ekstraktlar bu hücre soyunda 

yarattıkları DNA hasarının şiddeti açısından yüksek seviyede benzerlik göstermektedir. 

Grafikteki değerlerin sayısal karşılıkları Çizelge 4.6’da ayrıntılı olarak incelenebilir. 
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Şekil 4.24. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MDA-MB-231 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 
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Şekil 4.24. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MDA-MB-231 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 (devam) 

 

MCF-10A hücrelerinde 4 saatlik A. sibthorpianus uygulamasında kuyruk uzunluğu, 

kuyruk DNA yüzdesi ve Olive kuyruk momenti anlamlı ve katlık yükselmeler 

görülmüştür (Şekil 4.25B, C ve E). Ancak uygulamanın süresi 24 saate uzatılınca 

kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momentinde anlamlı azalmalar gözlenmiştir. Bu, 

zamanla MCF-10A hücrelerinde DNA hasar tamirinin gerçekleştiğini göstermektedir. 

Ancak burada gerçekleşen DNA hasar tamiri kısmîdir ve hücreyi uygulama öncesindeki 

duruma döndürememiştir. A. multifida uygulamasında kafa % DNA anlamlı olarak 

azalmış, incelenen diğer parametrelerde de anlamlı yükselme gerçekleşmiştir (Şekil 

4.25). Sürenin uzamasıyla birlikte DNA hasarının incelenen parametrelerde anlamlı 

olarak yükseldiği, örneğin kuyruk DNA yüzdesinin yaklaşık 4 kat arttığı belirlenmiştir. 
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Şekil 4.25. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-10A 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 
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Şekil 4.25. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozuyla MCF-10A 

hücrelerinde komet testi. *; p<0,05, ***; p<0,0001 (devam) 

 

Hücre soyları arasında ve zamana bağlı olarak karşılaştırmalar yapma amaçlı olarak A. 

multifida ve A. sibthorpianus ekstraklarının DNA hasarı yapıcı etkileri komet uzunluğu 

(Şekil 4.26), kuyruk uzunluğu (Şekil 4.27), kuyruk % DNA (Şekil 4.28), kafa % DNA 

(Şekil 4.29) ve Olive kuyruk momentindeki (Şekil 4.30) değişimler birleştirilerek 

sunulmuştur. Sonuçlar genel olarak incelendiğinde A. multifida ekstraktının MCF-7 ve 

MCF-10A hücrelerinde geç (24 saat) dönemde DNA hasarını daha yüksek oranda 

indüklediği söylenebilir. A. sibthorpianus ekstraktının etkisi ise hücre soylarına göre 

değişim göstermektedir. MCF-7 hücrelerinde DNA hasarı geç dönemde indüklenirken 

MDA-MB-231 hücrelerinde oluşan DNA hasarı zamana bağlı değişim 

göstermemektedir. MCF-10A’da ise oluşan DNA hasarı tamir edilmiştir. 
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Şekil 4.26. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

komet uzunluğu üzerine etkileri 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.27. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kuyruk uzunluğu üzerine etkileri 
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Şekil 4.28. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kuyruk % DNA üzerine etkileri 

 

 
Şekil 4.29. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

kafa % DNA üzerine etkileri 
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Şekil 4.30. A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda 4 ve 24 saatte 

Olive kuyruk momenti üzerine etkileri 

 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus 

ekstraktlarının HHY ve GHİ üzerine etkileri de diğer komet parametreleriyle uyumlu 

olmuştur (Çizelge 4.3, Çizelge 4.4 ve Çizelge 4.5). HHY, 0 ile 1 arasında bir değer 

alabilir. Burada, kontrole kıyasla 4 saatlik A. sibthorpianus uygulaması dışında HHY’de 

anlamlı artış bulunmaktadır. GHİ ise kontrole kıyasla bütün uygulamalarda ve zaman 

dilimlerinde anlamlı artış göstermiştir. HHY’de tek azalma A. sibthorpianus 

uygulamasında bu değerin 0,50’den 0,22’ye düşmesiyledir. A. multifida ve A. 

sibthorpianus ekstraktlarının DNA hasarını ne ölçüde indükledikleri GHİ değerleri 

karşılaştırılarak görülebilir. Buna göre, A. multifida ekstraktının DNA hasar yapıcı etkisi 

daha yüksektir. 

 

 

 

 

 

 



 

87 

 

Çizelge 4.3.7MCF-7 hücrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda HHY ve GHİ üzerine etkileri (ortalama ± 

standart sapma) 

 

Komet parametresi 
Çözgen kontrol 

(1:1000 DMSO) 

A. multifidaa A. sibthorpianusb Sisplatin 

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 

GHİ 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 

a Tek yönlü ANOVA sonuçları fark grupları kontrole göre Tukey HSD testiyle belirlenmiştir, ***; p<0,0001 

b Kruskal-Wallis test sonuçları kontrole göre değerlendirilmiştir, *; p<0,05, **; p<0,005 

HHY: Hasarlı hücre yüzdesi 

GHİ: Genetik hasar indeksi 

 

Çizelge 4.4.8MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda HHY ve GHİ üzerine etkileri 

(ortalama ± standart sapma) 

 

Komet parametresi 
Çözgen kontrol 

(1:1000 DMSO) 

A. multifida A. sibthorpianus Sisplatin 

4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 

HHYa 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 

GHİa 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 

a Kruskal-Wallis test sonuçları kontrole göre değerlendirilmiştir, *; p<0,05. 

HHY: Hasarlı hücre yüzdesi 

GHİ: Genetik hasar indeksi 
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Çizelge 4.5.9MCF-10A hücrelerinde A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda HHY ve GHİ üzerine etkileri (ortalama 

± standart sapma) 

 

Komet parametresi 
Çözgen kontrol 

(1:1000 DMSO) 

A. multifida A. sibthorpianus Sisplatin 

4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 4 saat 24 saat 

HHYa 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 

GHİa 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 

a Tek yönlü ANOVA sonuçları fark grupları kontrole göre Tukey HSD testiyle belirlenmiştir, ***; p<0,0001. 

HHY: Hasarlı hücre yüzdesi 

GHİ: Genetik hasar indeksi 
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Çizelge 4.6.10Hücre soylarında A. multifida, A. sibthorpianus ekstraktlarının IC50 dozunda komet parametreleri üzerine etkileri (ortalama ± 

standart hata) 

 

Hücre 

soyu 
Uygulama (IC50) 

Süre 

(saat) 

Komet uzunluğu 

(AU) 

Kuyruk 

uzunluğu (AU) 

Kuyruk % DNA 

(%) 

Kafa % DNA 

(%) 

Olive kuyruk 

momenti (AU) 
M

C
F

-7
 

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 4,23 ± 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 

M
D

A
-M

B
-2

3
1
 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 15,89 ± 1,41 84,11 ± 1,41 5,44 ± 0,55 

A. multifida 4 67,56 ± 3,36 38,60 ± 3,19 17,59 ± 1,62 82,41 ± 1,62 6,69 ± 0,75 

Sisplatin 4 70,85 ± 4,52 39,99 ± 4,18 15,34 ± 1,68 84,66 ± 1,68 6,53 ± 0,88 

A. sibthorpianus  24 73,52 ± 3,16 41,22 ± 3,14 18,57 ± 2,31 81,43 ± 2,31 7,49 ± 0,94 

A. multifida 24 73,46 ± 3,12 41,81 ± 3,14 17,62 ± 2,29 82,38 ± 2,29 7,27 ± 1,19 

Sisplatin 24 72,82 ± 4,95 39,81 ± 4,77 13,54 ± 1,97 86,46 ± 1,97 6,43 ± 1,12 

M
C

F
-1

0
A

 

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 

A. multifida 4 49,54 ± 3,14 20,16 ± 3,00 6,03 ± 0,87 93,97 ± 0,87 1,90 ± 0,36 

Sisplatin 4 33,63 ± 0,57 6,04 ± 0,33 3,45 ± 0,33 96,55 ± 0,33 0,52 ± 0,06 

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 

 

 

 



 

90 

 

4.5 A. multifida ve A. sibthorpianus Ekstraktlarının Kromozom Hasarı, 

Multinükleasyonu İndükleme ve Hücre Bölünme İndeksi Üzerine Etkileri 

 

Komet testi sonrasında, A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının MCF-7, MDA-

MB-231 ve MCF-10A hücrelerinde yarattıkları genetik hasar farklı yönlerden 

araştırılmıştır. A. sibthorpianus ekstraktının IC50 dozu kullanılarak 48 saatlik uygulama 

sonucunda MN testiyle kromozomal hasara neden olup olmadığı belirlenmiştir. Bunun 

için, Şekil 4.31’da gösterildiği gibi MN testi gerçekleştirilmiş deney gruplarında 

etidyum bromür boyaması yapılmış ve sonuçlar kaydedilmiştir. Çekilen fotoğraflarda 

(400×) etidyum bromür boyamasında farkedilmesi güç olabilecek MN yapılarınıın da 

tespit edilebildiği görülmektedir. Şekil4.31A,B ve D kısımlarında MN yapıları 

görülmekte ve Şekil 4.31C’de bir nükleus tomurcuğu ayırt edilebilmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.31. A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması sonucunda oluşan MN ve Nbud. Beyaz 

→: MN, turuncu →: nükleus tomurcuğu (400×) 

 

Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.7’da gösterilmiştir. MN, Nbud ve NDI değerleri her 

hücre soyunda normal dağılım göstermiş, istatistikî analizde Student’s t testi 

uygulanmıştır. A. sibthorpianus ekstraktı MCF-7 hücrelerinde MN ve Nbud oluşumu 
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üzerinde anlamlı bir fark yaratmamıştır. Ancak, NDI’de anlamlı bir düşme vardır. NDI 

değerindeki düşmeler sitostatik ajanların yarattığı etkiyi yansıttığı için ekstrakt MCF-7 

hücrelerinde ve bu uygulama koşullarında sitostatik bir ajan olarak etki göstermiştir. 

MDA-MB-231 hücrelerinde Nbud ve NDI için anlamlı bir değişim söz konusu değildir. 

MN değerlerinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir artış vardır, ancak MN 

değerindeki artışın seviyesi düşüktür. MCF-10A hücrelerinde de NDI değerlerinde 

anlamlı bir fark görülmemiştir. Buna karşın, A. sibthorpianus ekstraktının bu hücre 

soyunda MN ve Nbud oluşumunu anlamlı olarak artırdığı belirlenmiştir. MN sayısı 

yaklaşık 2 kat, Nbud sayısı ise yaklaşık 3 kat yükselmiştir. 

 

Çizelge 4.7.11IC50 dozunda A. sibthorpianus ekstrakt uygulaması sonrası MN testi 

(ortalama ± standart sapma) 

 

Hücre soyu Uygulama grupları 
Çözgen kontrol 

(1:1000 DMSO) 
A. sibthorpianus IC50 

MCF-7 

MNa (‰) 26,24 ± 2,74 30,91 ± 2,61 

Nbudb (‰) 16,64 ± 2,15 15,68 ± 1,53 

NDIc 2,25 ± 0,09 1,64 ± 0,06** 

MDA-MB-231 

MN (‰) 11,04 ± 1,13 14,40 ± 1,26* 

Nbud (‰) 16,38 ± 0,14 15,94 ± 0,60 

NDI 1,51 ± 0,09 1,49 ± 0,05 

MCF-10A 

MN (‰) 10,57 ± 0,23 20,54 ± 0,49*** 

Nbud (‰) 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. 

a mikronükleus 
b nükleus tomurcuğu 
c nükleus bölünme indeksi 

 

Başlangıçta düşünülen deney planı, A. multifida ve A. sibthorpianus ekstraktlarının 

ikisinde de MN testi yapılmasını kapsamaktadır. Ancak A. multifida ekstraktı IC50 dozu 

ve sitokalazin B uygulaması sonrasında mikroskobik incelemede binükleer hücre 

yüzdesinin beklenenden oldukça düşük olduğu fark edildiğinden A. multifida 

ekstraktının hücrenin olağan mitotik döngüsünü olumsuz yönde etkileyebileceği 

düşünülmüştür. Bu nedenle, yüksek oranda toksik olan 100 ve 200 µg/ml 

konsantrasyonları hariç tutularak 48 saatlik A. multifida ekstrakt uygulamasını takiben 

hematoksilen boyama gerçekleştirilmiştir. MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A 
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hücrelerinde mikroskobik inceleme yapılan örneklere ait temsili fotoğraflar sırasıyla 

Şekil 4.32, Şekil 4.33 ve Şekil 4.34’te gösterilmektedir. Hematoksilen boyaması 

yapılmış hücrelerde kontrol hücreleri (A-B), 3,13 µg/ml A. multifida ekstrakt 

konsantrasyonu (C-D), 6,25 µg/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonu (E-F), 12,5 

µg/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonu (G-H), 25 µg/ml A. multifida ekstrakt 

konsantrasyonu (İ-J), 50 µg/ml A. multifida ekstrakt konsantrasyonuna (K-L) ait 

fotoğraflar yukarıda adı verilen şekillerde gösterilmiştir. MCF-7 hücrelerinde 

nükleus/sitoplazma oranı yüksek olduğu için nükleus anomalilerinin isabetli bir biçimde 

değerlendirilmesi mümkün olamamıştır. MCF-7 hücrelerinde mitotik indeks kontrol 

grubuna kıyasla 3,13 ve 12,50 µg/ml konsantrasyonda yükselmiş, 6,25 µg/ml 

konsantrasyonda sabit kalmış ve 25 ve 50 µg/ml konsantrasyonlarda ise dramatik 

derecede düşmüştür. Mitotik figürler Şekil 4.32A-H kısımlarında işaretlenmiştir. 

Piknotik nükleusa sahip hücreler, toksik etkinin belirgin olduğu 25 ve 50 µg/ml 

dozlarda görülmektedir (Şekil 4.32İ-L). Nükleuslar pürüzsüz dairesel morfolojileri ile 

diğer sağlıklı hücrelerden ayırt edilebilmektedir. Bu dozlarda, mitotik indeksin 

düşüklüğü A. multifida ekstraktının yarattığı sitotoksik etkinin artmasıyla açıklanabilir. 
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Şekil 4.32. MCF-7 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen boyama. 

→ ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, anafaz-sarı, 

telofaz-siyah), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) 
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Şekil 4.32. MCF-7 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen boyama. 

→ ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, anafaz-sarı, 

telofaz-siyah), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) (devam) 

 

MDA-MB-231 hücrelerinde mitotik indeks 3,13, 6,25 ve 12,5 µg/ml dozlarında 

yükselmiş, 25 ve 50 µg/ml gibi artan dozlarda ise önce düştüğü ve sonrasında kontrol 

hücre populasyonundaki düzeyde olduğu belirlenmiştir (Çizelge 4.8). A. multifida 
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ekstraktının 12,5 µg/ml konsantrasyonu MN, Nbud ve multinükleasyonların oluşumunu 

dramatik biçimde yükseltmiştir. Şekil 4.33G-H’de görüldüğü üzere bazı alanlarda 

yaklaşık her hücrede bir nükleus anomalisi tespit edilmiştir. Bazı durumlarda binükleer 

hücre oluşumu, MN ve Nbud varlığı gibi birden fazla anomali tek bir hücrede mevcut 

olabilmektedir (Şekil 4.33G). Bazı hücrelerde ise 5 nükleus içeren multinükleasyon 

örnekleri gözlenmiştir (Şekil 4.33H). A. multifida ekstraktının 12,5 µg/ml 

konsantrasyonu toksik etkiler gösteren bir doz değildir. Aksine, mitotik indeksi 

yükseltici etki göstermiştir. Benzer etkiler diğer bütün dozlarda da gözlenmiştir, ancak 

en yüksek olarak 12,5 µg/ml konsantrasyonda görülmüştür. Bu konsantrasyona kıyasla 

3,13 ve 6,25 µg/ml konsantrasyonlarda doza bağımlı olarak multinükleasyon yüzdesi 

yükselmiş, 25 µg/ml konsantrasyonda ise bir azalmadan sonra kısmen tekrar artmıştır. 

MCF-10A hücrelerinde mitotik indeks uygulanan en düşük konsantrasyon olan 3,13 

µg/ml dozda yükselmiştir, ancak artan dozlarda kontrol grubuna göre azalma vardır 

(Çizelge 4.8). Diğer dozların içinde en yüksek mitotik indeks değeri 12,5 µg/ml 

dozundadır (% 1,30). MN ve Nbud değerleri kontrol grubunda MDA-MB-231 hücre 

soyuna kıyasla daha yüksek bulunmuştur. Artan dozlarda A. multifida ekstrakt 

uygulaması MN ve Nbud değerlerini yükseltmemiş, aksine 50 µg/ml dozunda bir 

azalma meydana gelmiştir. MCF-10A hücrelerinin kontrol grubunda multinükleus 

içeren hücrelerin oranı MDA-MB-231 hüce soyununkinden yüksektir. Dolayısıyla 

başlangıç aşamasında MCF-10A hücrelerindeki nükleus anomali miktarı daha yüksektir. 

Toplam multinükleer hücrelerin yüzdelerine bakıldığında MCF-10A hücrelerinde 

olduğu gibi 12,5 µg/ml konsantrasyonun dramatik biçimde multinükleasyonu 

indüklediği gözlenmiştir. 12,5 µg/ml dozunun altındaki ve üzerindeki dozlarda, 12,5 

µg/ml konsantrasyonundan uzaklaştıkça multinükleer hücre sayıları da düşer, fakat 

kontrole göre yine de multinükleasyonu indükledikleri görülmektedir. Şekil 4.34’te A. 

multifida ekstrakt uygulaması sonrasında oluşan değişimler gösterilmiştir. İncelenen 

örnekler içerisinde mitoz bölünme anomalileri de tespit edilmiştir. Şekil 4.34C’de atipik 

bir mitotik figür görülmektedir. Şekil 4.34G-H temsili fotoğraflarında çok sayıda 

multinükleasyon örneği birarada görülebilir (örneğin Şekil 4.34H’ta 5 nükleus içeren bir 

hücre). Dolayısıyla buradaki sonuçların MDA-MB-231 hücrelerinde elde edilenlerle 

benzer olduğu ve A. multifida ekstraktının multinükleasyonu indükleyici etkisinin 

malignan ve non-malignan olmak üzere hücre soylarından bağımsız olduğu kanısına  
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Şekil 4.33. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, 

anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri (multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, 

Nbud-kırmızı), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) 
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Şekil 4.33. MDA-MB-231 hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, 

anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri (multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, 

Nbud-kırmızı), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) (devam) 
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Şekil 4.34. MCF-10A hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, 

anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri (multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, 

Nbud-kırmızı), > : nükleer fragmentasyon (beyaz), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) 
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Şekil 4.34. MCF-10A hücrelerinde A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen 

boyama. → ucundaki figürlere göre; ♦ : mitotik figür (profaz-mavi, metafaz-beyaz, 

anafaz-sarı, telofaz-siyah), ►: nükleus anomalileri (multinükleasyon-beyaz, MN-sarı, 

Nbud-kırmızı), > : nükleer fragmentasyon (beyaz), ● : piknotik nükleus (beyaz) (400×) 

(devam) 
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varılabilir. Daha yüksek dozlarda ise ortaya çıkan görüntü biraz daha farklıdır. MDA-

MB-231 hücrelerinden farklı olarak 50 µg/ml’de piknotik nükleus yapılarının yanı sıra  

nükleer fragmentasyonlar da bulunmaktadır (Şekil 4.34K-L). Ayrıca, kondanse ve 

hiperkromatik özellikteki tipik apoptotik nükleusların MDA-MB-231 hücrelerinde 

gözlenenlerden daha düşük bir çapa sahip olduğu söylenebilir (Şekil 4.34K-L). Üç 

hücre soyu için de mikroskobik incelemeler gerçekleştirildikten sonra sonuçlar bir tablo 

halinde biraraya getirilmiştir (Çizelge 4.8). 

 

Çizelge 4.8.12A. multifida uygulaması sonrası hematoksilen boyamayla mitotik figür 

yüzdeleri ve nükleus anomalileri 
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Kontrol 1,44 - - - - - 

3,13  1,82 - - - - - 

6,25 1,41 - - - - - 

12,50 2,03 - - - - - 

25 0,28 - - - - - 

50 0,58 - - - - - 

M
D

A
-M

B
-2

3
1
 

Kontrol 2,44 0,22 0,00 0,55 0,20 0,75 

3,13  3,47 0,29 0,25 1,04 6,42 7,46 

6,25 3,51 0,39 0,59 13,94 4,00 17,94 

12,50 5,35 1,17 3,39 15,52 5,61 21,13 

25 0,72 0,36 1,81 6,52 1,99 8,51 

50 2,50 2,51 2,31 9,25 3,08 12,33 

M
C

F
-1

0
A

 

Kontrol 2,38 3,39 1,83 2,75 0,6 3,35 

3,13  2,75 3,30 2,25 5,51 1,42 6,93 

6,25 0,74 3,26 2,81 6,20 2,07 8,27 

12,50 1,30 2,76 2,76 6,50 11,64 18,14 

25 0,50 2,45 1,47 5,37 2,12 7,49 

50 0,60 1,59 0,48 4,44 0,63 5,07 
*: Mikronükleus 
**: Nükleus tomurcukları.  
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4.6 Ekstraktların Antioksidan Kapasitelerinin Tayini 

 

Tez konusu oluşturan bitkilerin antioksidan kapasitelerini tayin etmek üzere, bitkilerin 

fenolik içeriklerini belirlemeye yönelik olarak DPPH ve CUPRAC testleri 

kullanılmıştır. Bitki ekstraktlarında DPPH radikalinin yarısını süpürücü etki gösteren 

(IC50) konsantrasyonlar Çizelge 4.9’da verilmiştir. Troloks, askorbik asit ve gallik asit 

referans maddeler olarak kullanılmıştır. Buna göre, en yüksek antioksidan kapasiteye 

sahip ekstrakt A. sibthorpianus olarak belirlenmiştir. T. pichleri ve P. pilosum 

ekstraktlarında ise kısmi bir antioksidan aktivite görülmüştür. Bunların dışındaki 

ekstraktlarda antioksidan aktivite zayıftır. 

 

Çizelge 4.9.13Ekstrakt ve referans maddelerin DPPH testiyle belirlenmiş antioksidan 

kapasiteleri 

 

Ekstrakt 
DPPH süpürücü 

aktivite (IC50) (μg/ml) 

H. humile 257,84 ± 30,66 

O. caespitosum toprak altı kısımları 479,71 ± 25,71 

O. caespitosum toprak üstü kısımları 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 

 

Ekstaktların CUPRAC yöntemiyle ölçülen antioksidan kapasiteleri Çizelge 4.10’da 

verilmiştir. Diğer maddelerin antioksidan kapasitelerinin troloksun antioksidan 

kapasitesi temel alınarak ifade edildiği bu tabloda da A. sibthorpianus antioksidan 
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kapasitesi en yüksek ekstrakt olarak belirlenmiştir. Bu bitkiyi takiben sırasıyla P. 

pilosum, T. pichleri ve D. bithynicum gelmektedir. Dolayısıyla, her iki testte de 

birbiriyle uyumlu, benzer sonuçlar ortaya çıkmıştır. 

 

Çizelge 4.10.14Ekstrakt ve referans maddelerin CUPRAC testiyle belirlenmiş 

antioksidan kapasiteleri 

 

Ekstrakt 
CUPRAC antioksidan 

kapasite (μg TE/μg ekstrakt) 

H. humile  0,08 ± 0,001 

O. caespitosum toprak altı kısımları  0,04 ± 0,001 

O. caespitosum toprak üstü kısımları  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 3,92 ± 0,190 

Troloks 1,00 ± 0,000 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu çalışmada Uludağ Milli Parkı’ndan toplanan bitkiler kullanılarak antioksidan 

kapasite, sitotoksisite ve genotoksisite parametreleri araştırılmıştır. Tez konusuna 

benzer şekilde, önceki yıllarda dünyanın çeşitli bölgelerinde yerel, ulusal veya belli bir 

coğrafi bölgeye ait sınırlar kullanılarak bitkilerin antioksidatif veya sitotoksik özellikleri 

tarama çalışmalarıyla araştırılmıştır (Sathiyamoorthy ve ark. 1999, Rethy ve ark. 2007, 

Khalighi-Sigaroodi ve ark. 2012, Behzad ve ark. 2014). Coğrafi sınırlamaların dışında, 

geleneksel olarak kanser tedavisinde kullanılan bitkilerin derlendiği ve antikanser 

özelliklerinin araştırıldığı bir çalışma da mevcuttur (Talib ve Mahasneh 2010). Ayrıca, 

Macaristan’da gerçekleştirilen bir tarama çalışmasında da familya temelinde bir seçim 

yapılmış, Asteraceae familyasına ait bitki türlerinin antiproliferatif etkilerinin 

belirlenmesi kapsamında toplam 51 tür taranmıştır (Rethy ve ark. 2007, Csupor-Löffler 

ve ark. 2009a, Csupor-Löffler ve ark. 2009b). Elde edilen toplam 428 n-hekzan, 

kloroform ve metanol-su (1:1, v/v) ekstraktı, 3 kanser hücre soyunda MTT testi 

kullanılarak denenmiş ve 41 adedinin 10 µg/ml dozunda kayda değer (> %50 

inhibisyon) bir sitotoksik etki gösterdiği bulunmuştur (Csupor-Löffler ve ark. 2009a, 

Csupor-Löffler ve ark. 2009b). Sathiyamoorthy ve ark. (1999) ise içinde Achillea, 

Gypsophila ve Ephedra cinslerine ait türlerin de bulunduğu 66 bitkinin su ekstraktını 

500 µg/ml konsantrasyonda 1 melanom hücre soyunda ve sıtma etkenine karşı nötral 

kırmızı testiyle taramışlardır. Gypsophila arabica ve Achillea fragrantissima türlerinin 

melanom hücrelerinde yarattığı büyüme inhibisyonu % 97’nin üzerindedir, fakat bu 

çalışmada oldukça yüksek bir doz seçilmiştir (Sathiyamoorthy ve ark. 1999). Khalighi-

Sigaroodi ve ark. (2012) bir Astragalus türünü de içeren 23 bitki türünün metanol 

ekstraktlarıyla gerçekleştirdiği tarama çalışmasında tuzlu su karidesleriyle sitotoksik 

aktiviteyi belirlemiş, etkili ekstraktların antioksidan özelliklerini araştırmıştır. En etkili 

olan Taverniera spartea ekstraktında LC50 değeri 0,34 µg/ml olarak belirlenmiştir 

(Khalighi-Sigaroodi ve ark. 2012). Burada söz konusu test bir hücre canlılık testinden 

ziyade, bir canlıda gerçekleştirilen toksisite (letalite) testidir ve farklı bir kategoride 

değerlendirilmelidir. İran’da gerçekleştirilen, 11 bitkinin 4 kanser hücre soyunda 

tarandığı bir çalışmada Centaurea ve Tripleurospermum türleri de yer almıştır (Behzad 

ve ark. 2014). En etkili olan Primula auriculata ekstraktının IC50 değeri meme, 
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karaciğer ve kolon kanser hücre soylarında 25-50 µg/ml arasında değişmektedir 

(Behzad ve ark. 2014). Burada belirtilen tarama çalışmaları yakın coğrafyada bulunan, 

bitki çeşitliliği yüksek bölgelerde 11-66 arasında değişen bitki türüyle yürütülmüştür. 

Bitkilerden ekstrakt hazırlama yöntemleriyle birlikte, son noktada kullanılan hücre 

canlılık testleri de değişkenlik göstermektedir. Bu çalışmalarda en etkin örneklere 

bakıldığında daha düşük büyüme baskılayıcı özelliklere sahip ekstraktlar keşfedilmişse 

de bu çalışmadakine benzer IC50 değerleriyle noktalanan tarama çalışması da vardır. Bu 

tez çalışmasında ABD Ulusal Kanser Enstitüsü’nün (NCI) 1955’ten bu yana tarama 

çalışmalarında kullandığı SRB testi tercih edilmiştir (Boyd 1997). Şu an klinik 

kullanımda olan paklitaksel gibi moleküllerin tarama çalışmaları aracılığıyla 

keşfedildiği dikkate alındığında tarama çalışmalarının bu anlamda bir potansiyel 

barındırdığı görülmektedir. 

Tarama çalışmalarında kullanılan bitki ekstraktlarından özellikleri daha fazla 

araştırılmaya değer olanların seçilmesi önem arz eder. Burada, en yüksek büyüme 

baskılayıcı etkiye sahip 2 bitki seçilmiş ve hücre ölümüne nasıl yol açtığı ve genotoksik 

özellikleri belirlenmeye çalışılmıştır. Göz önüne alınan önemli bir nokta, Boyd ve Paull 

(1995)’un belirttiği gibi çalışılan maddeler için “aktif” veya “inaktif” şeklinde belirli 

tanımlamalar yapmaktan kaçınıp üretilmiş verileri dikkate alarak sonraki adımların 

planlanmasıdır. Dolayısıyla, bir ön tarama testi olarak SRB yöntemi kullanılmış ve en 

etkin olan A. sibthorpianus ve A. multifida ektraktlarından elde edilen sonuçları 

doğrulamak için daha hassas olan ATP testi uygulanmıştır. Sonuçları doğrulama 

ihtiyacı, MTT gibi bazı canlılık testlerinin özellikle de bitki kökenli örneklerde hücre 

canlılığını doğru yansıtmayışındandır (Boyd 1997, Ulukaya ve ark. 2008). ATP ve SRB 

canlılık testleri karşılaştırıldığında ATP testinde ortaya çıkan IC50 değerlerinin daha 

düşük olduğu görülmüştür. Sonraki aşamalarda da bu değerler dikkate alınmıştır. 

Literatüre bakıldığında Astragalus türlerinin sahip olduğu zengin içerik ve bu içeriği 

oluşturan moleküllerin biyolojik aktiviteleri Yang ve ark. (2013) ve Li ve ark. (2014) 

tarafından yakın zamanda derlenmiştir. Astragalus türlerinden izole edilen birçok farklı 

molekül grubunda antikanser aktivite tespit edilmiştir. Bunlar içinde bu bitkilerden elde 

edilen saponin, triterpen bileşikler, lektin, flavonoid ve izoflavonoidler bulunmaktadır 

(Buhagiar ve ark. 2008, Yan ve ark. 2009, Lacaille-Dubois ve ark. 2011, Yalcin ve ark. 

2012, Zhang ve ark. 2012). Daha etkili Astragalus ekstraktlarında 10-15 µg/ml ve 
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altında IC50 değerleri görülmüştür (Yan ve ark. 2009, Huang ve ark. 2012). Bunun 

yanında, IC50 değerlerinin yaklaşık 0,5 mg/ml mertebelerinde olduğu yayınlar da 

mevcuttur (Arıcan ve ark. 2014). Bu çalışmada ise en yüksek sitotoksik etki, A. 

sibthorpianus ekstraktında MCF-7 hücrelerine karşıdır (IC50 30,41 µg/ml). Bu bitkinin 

ardından ise A. multifida gelmektedir. Literatürde farklı Achillea türlerinde antikanser 

aktivite gösteren ekstraktlara rastlanmaktadır. Bunlardan saflaştırılan bileşiklerin de 

oldukça etkili olduğu görülmüştür. A. multifida ekstraktı, literatürde sıklıkla kullanılan 

A. millefolium ekstraktıyla karşılaştırılabilir. Yedi hücre soyu içeren bir hücre panelinde 

(insan kolon, gastrik, hepatoselüler, akciğer ve meme kanseri, melanom ve normal 

fibroblast hücre soyları) A. millefolium ekstraktının IC50 değerleri 22-66 µg/ml arasında 

değişmiştir (Ghavami ve ark. 2010). Ghavami ve ark. (2010) çalışmasında MCF-7 hücre 

soyundaki 64,05 µg/ml IC50 değerine karşılık bu çalışmada elde edilen IC50 değeri 69,34 

µg/ml’dir. Buna karşılık, Achillea fragrantissima su ekstraktında olduğu gibi 2,43 

mg/ml gibi yüksek IC50 değerlerine de rastlanmıştır (Thoppil ve ark. 2013). 

A. multifida ekstraktının biyolojik etkinliği değerlendirildiğinde hücre soylarından 

bağımsız bir sitotoksik aktivite gösterdiği söylenebilir. Ekstraktın indüklediği hücre 

ölümü mikroskobik olarak incelendiğinde MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde 50 

µg/ml ve üzeri dozlarda piknotik nükleus ve PI pozitif boyanmayla karakterize ölüm 

modu olarak apoptozis temelinde sekonder nekrozis gerçekleştiği belirtilebilir. A. 

multifida ekstraktı bütün hücre soylarında DNA hasarını indüklemektedir. MCF-7 ve 

MCF-10A hücrelerinde 4 ve 24 arasında GHİ yaklaşık 2 kat yükselmiştir. MDA-MB-

231 hücrelerinde ise değişmemiştir. Bütün hücrelerde DNA hasarının indüklenmesi, A. 

multifida ekstraktı tarafından DNA hasar aracılı bir hücre ölümünün gerçekleştiğini 

telkin etmektedir. A. multifida ekstraktının genotoksik etkileri MN testiyle incelenmek 

istendiğinde gözlenen binükleer hücre sayısının oldukça düşük olmasından hareketle 

hücre soylarında mitotik indeks araştırılmıştır. Ancak, mitotik figürler incelenirken çok 

sayıda nükleus anomalisi göze çarpmıştır. Özellikle 12,5 µg/ml dozunda, MCF-10A ve 

MDA-MB-231 hücrelerinde binükleer veya daha fazla nükleus içeren hücreler yaklaşık 

%20 gibi bir orana yükselmiştir. Oldukça çarpıcı olan bu bulgu A. multifida ekstraktının 

hücre ölümünü indüklemeyen dozlarında multinükleasyona yol açtığını göstermektedir. 

Bunun yanında, 12,5 µg/ml dozunda A. multifida uygulaması MDA-MB-231 

hücrelerinde MN ve Nbud yüzdesini de yükseltmiştir. Bu durumu daha kapsamlı 
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açıklayabilmek için ilk olarak A. multifida veya farklı Achillea türlerinin içerik 

analizleri ve genotoksik etkilerinden faydalanılabilir. A. multifida bitkisinden 

antimikrobiyal aktivite gösteren seskiterpen laktonlar, flavonlar izole edilmiş ve 

esansiyel yağ içeriği analiz edildiğinde -thujone (% 60,9), β-thujone (% 9,1) ve 

sabinen (% 4,1) moleküllerince zengin olduğu görülmüştür (Aljancic ve ark. 1999, 

Başer ve ark. 2002). Benzer içerik analiziyle Achillea millefolium esansiyel yağları 

belirlenmiş ve izole edilen esansiyel yağ karışımının 25 µl/ml konsantrasyonda (% 0,7 

v/w verim) anlamlı genotoksik etkiye sahip olduğu belirlenmiştir (Sant’Anna ve ark. 

2009). Bu bitki türünde tespit edilen esansiyel yağlar chamazulene (%42,15), sabinen 

(%19,72) ve terpin-4-ol (%5,22) molekülleridir. Yüksek oranda bulunan içerik A. 

multifida ile karşılaştırıldığında sadece sabinen molekülünün ortak olduğu görülmüştür. 

Dolayısıyla, A. multifida ekstraktının A. millefolium esansiyel yağları ile benzer bir 

içeriği sahip olmadığı söylenebilir. Bununla birlikte, A. millefolium su ekstraktının 48 

saatlik uygulamada mitotik indeksi anlamlı olarak yükselttiği gösterilmiştir, ancak 

kullanılan dozlar oldukça yüksektir (25-100 mg/ml) (Akyıl ve ark. 2012). Bu ekstrakt 

aynı deney koşullarında anafaz-telofaz anomalilerine ve binükleasyona yol açmaktadır 

(Akyıl ve ark. 2012). Bu etki de yüksek dozlarda ortaya çıktığı için ve 

multinükleasyonu (ikiden fazla nükleus içeren hücreleri) açıklamadığı için farklı 

literatürdeki farklı örnek çalışmalar da irdelenmiştir. 

Genel olarak binükleasyon ve multinükleasyon birbirine benzer anomaliler olup 

bunların oluşumuna sebep olan olaylar da benzerdir. Binükleasyonun nedeni mitoz 

bölünmeyle ilişkiliyse mikrofilament halkanın oluşumundaki sorunlar, kromozomların 

ayrılmaması veya sorunlu telomer yapılarından dolayı hücre bölünmesinin problemli bir 

şekilde işlemesinden kaynaklanan başarısız bir sitokinez söz konusudur (Bolognesi ve 

ark. 2013). Bunun dışında binükleasyon, sitoplazmanın bölünmeden nükleusun 

bölünmesi, hücre füzyonu veya amitotik nükleus bölünmesiyle gerçekleşebilir 

(Kusuzaki ve ark. 2001). Kusuzaki ve ark. (2001) bir çalışmalarında akridin oranjın 

kondrositlerde binükleer hücre frekansını 48 saatte yaklaşık 6 kat yükselttiğini 

görmüşlerdir. İncelenen preparatlarda üst üste örtüşen nükleusların durumu amitotik 

nükleus bölünmesi kökenli binükleasyona örnek olarak gösterilmiştir (Kusuzaki ve ark. 

2001). Bunun yanında, mitoz bölünmedeki sorunlar multinükleasyonu uyarabilir. 

Örneğin, metafazda bazı etkenlerle çoklu iğ ipliği oluşumu, sitokinez safhasında 
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duraksama ve ardından multinükleasyon gözlenebilir (Zhou ve ark. 2003). Sitokinez 

safhasıyla ilgili bir örnekteyse, multinükleasyona yol açan N-hidroksisinnamid 

türevlerinin kolon adenokarsinom hücrelerinde Aurora A kinazı inhibe ettiği ve böylece 

sitokinezi bloklayabileceği belirtilmiştir (Liu ve ark. 2013). Zaten hücre bölünmesinde 

sitokinez aşamasında yakın zamanda potansiyel ilaç hedefi olarak ortaya çıkan 

proteinler polo-benzeri kinazlar (Plks) ve Aurora kinazlardır (Zhou ve ark. 2003, Liu ve 

ark. 2013). Binükleasyon veya multinükleasyonun indüklendiği çalışmalarda, 

binükleasyon için amitotik süreçler geçerli olsa da genellikle bu anomalilerin mitoz 

bölünme ve özellikle sitokinez yoluyla olduğu söylenebilir. A. multifida ekstraktının 

etkisiyle hem binükleer hem de daha fazla nükleusa sahip hücrelerin varlığı ve 

hücrelerin MN, Nbud gibi diğer anomalileri de sergilemeleri bu durumun daha çok 

mitozla ve belki de sitokinezle ilişkili olduğuna işaret etmektedir. Bunun yanında, 

progesteronun hepatositlerde indüklediği gibi mitotik indeksin yükselmesi, 

binükleasyon ve mitotik anomalilerin oluşması eşzamanlı olarak gözlenebilen olgulardır 

(Boada ve ark. 2002). A. multifida ekstrakt (12,5 µg/ml) uygulamasında da meme 

kanser hücrelerinde mitotik indeks yükselmiştir. Ayrıca, yükselen dozlarda mitotik 

indeks düşmektedir. Buna paralel olarak da mitoz bölünmeye daha az hücre girdiği için 

multinükleasyon da azalma eğilimine girmektedir. Özetle, A. multifida ekstraktının 

düşük konsantrasyonlarda multinükleasyonu indüklemesi ve yüksek konsantrasyonlarda 

apoptotik hücre ölümüne yol açması açısından doza bağımlı olarak çift etki gösterdiği 

söylenebilir.  

A. multifida türünün indüklediği multinükleasyon ile bir hücre ölüm modu olarak 

tanımlanan mitotik felaket arasında yakın bir ilişki vardır. Mitotik felaket yeni bir 

görüşe göre iki nedenden dolayı tercih edilebilecek bir hücre ölüm modudur. Birincisi, 

kanser hücrelerinde tetraploidi ve anöplodinin yaygın olması sebebiyle daha sık 

gerçekleşmesi muhtemel olan mitotik anomalilerdir (Vitale ve ark. 2011). İkinci olarak 

ise apoptozisi belli dozlarda tetikleyen çok sayıda kimyasalın düşük 

konsantrasyonlarında mitotik felaketi indükleyebilmesidir (Vitale ve ark. 2011). Eom ve 

ark. (2005) düşük doz doksorubisin uygulamasının hepatosellüler karsinom hücrelerini 

6 günde multinükleasyon ve MN oluşumuyla birlikte mitotik felakete götürdüğünü, 

sonraki günlerde senesans benzeri bir süreçten sonra 9 günde büyük oranda hücre 

ölümünün gerçekleştiğini göstermişlerdir. Farklı bir örnek olarak, Hyrtios sp. deniz 
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süngeri ekstraktının multinükleasyon oluşumunu indükleyerek ve böylece mitotik 

felakete yol açarak kolorektal karsinom hücrelerini öldürmektedir (Lim ve ark. 2014). 

Bundan dolayı, multinükleasyon ve MN gibi oluşumlar mitotik felaket ile birlikte 

gerçekleşen hücre ölümlerinde karakteristiktir. A. multifida ekstraktı bu etkileri yarattığı 

konsantrasyonda yüksek oranda büyüme baskılayıcı etki göstermemiştir, ancak 

uygulama süresinin arttırılması halinde ortaya koyduğu etki büyüme baskılayıcı etki 

artabilir. 

A. sibthorpianus ekstraktının biyolojik etkinliği değerlendirildiğinde kanser hücre 

soylarına karşı seçici sitotoksik olduğu, buna karşın malignan olmayan MCF-10A hücre 

soyunda daha yüksek konsantrasyonlarda hücre ölümünü indüklediği göze 

çarpmaktadır. MCF-10A hücrelerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinden farklı 

olarak IC50 dozunda dahi DNA hasar tamiri yaptığı komet testiyle belirlenmiştir. 

Dolayısıyla, hücre ölümünün DNA hasar aracılı olarak gerçekleştiği, sağlıklı hücrelere 

kıyasla kanser hücrelerinin içsel olarak yüksek oksidatif stres ile karşı karşıya kalmaları 

ve DNA tamir mekanizmalarının kusurlu olması nedeniyle ekstraktın daha düşük 

dozlarda hücre ölümünü indükleyebildiği düşünülmektedir (Pelicano ve ark. 2004, 

Hanahan ve Weinberg 2011). Buna ek olarak, Astragalus türlerinin antioksidan 

kapasiteye sahip olduğu bilinmektedir (Yan ve ark. 2010). A. sibthorpianus türünün de 

antioksidan aktivite açısından yetkin olduğu bu çalışmada gösterilmiştir. Dolayısıyla, 

farklı Astragalus türleriyle ilgili yapılan çalışmalar göz önüne alındığında Astragalus 

izoflavonidlerinin özellikle ROS karşısında koruma sağladığı belirtilmiştir (Yu ve ark. 

2005b). Önceki çalışmalarda farklı Astragalus ekstraktları kullanılarak yapılan 

uygulamalarda apoptotik  hücre ölümünün gerçekleştiği ortaya konmuştur (Auyeung ve 

ark. 2010, Li ve ark. 2012). Mikroskobik incelemede de MCF-7 ve MDA-MB-231 

hücrelerinde sitotoksik dozlarda piknotik nükleus içeren bir hücre populasyonunun 

varlığı ve aynı zamanda oldukça yüksek oranda gözlemlenen membran bütünlüğünü 

kaybetmiş (PI pozitif) apoptozisi işaret etmektedir. Buna karşın, MCF-10A hücrelerinde 

IC50 dozu 100-200 µg/ml arasındadır ve bu dozlarda yapılan ikili boyamada MCF-7 ve 

MDA-MB-231 hücrelerinde görülen tabloya rastlanmamıştır. Mikroskobik alanda daha 

az sayıda hücre tespit edilmiş ve bunların diğer hücre soylarındaki gibi yüksek oranda 

PI pozitif olmadıkları saptanmıştır. Bu durum, MCF-10A hücrelerinde farklı bir ölüm 

şeklinin hâkim olduğunu göstermektedir. Farklı Astragalus türlerinin kromozom 
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hasarına yol açıp açmadığı incelenmiş ve sonuçta bu yönde bir etki göstermedikleri 

görülmüştür (Park ve ark. 2014). Ancak bu çalışmada, ilginç bir şekilde A. 

sibthorpianus ekstraktı MCF-7 hücrelerinde MN frekansını değiştirmemiş, MDA-MB-

231 hücrelerinde MN frekansını kısmen arttırmış, MCF-10A hücrelerinde ise MN 

frekansını anlamlı olarak yükseltmiştir. Bununla birlikte, MCF-10A hücrelerinde Nbud 

frekansı da anlamlı olarak artmıştır. Kullanılan dozlar hücre soylarında karşılık gelen 

IC50 konsantrasyonları olduğu için hücre soyları arasında bir karşılaştırma yapılamaz 

ancak MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde sitotoksik etkilerin görüldüğü dozların 

kromozom hasarına yol açmadığı söylenebilir. Buna karşılık, MCF-10A hücrelerinde 

sitotoksik konsantrasyonda aynı zamanda kromozom hasarını indüklediği görülmüştür. 

Bu veriler, komet testiyle karşılaştırıldığında, A. sibthorpianus ekstraktının bütün hücre 

soylarında DNA hasarına yol açtığı (24 saat GHİ değerleri), fakat sadece MCF-10A 

hücrelerinde kromozom hasarını da indüklediği ortaya çıkmıştır. MCF-10A 

hücrelerinde kısmî olarak gerçekleşen DNA hasar tamirinin bu durumla bir ilişkisi olup 

olmadığı ise bilinmemektedir. MCF-10A hücrelerinde 4 ve 24 saatlik HHY ve GDİ 

değerleri dikkate alındığında sırasıyla % 56 ve % 16’lık azalma olduğu görülmektedir. 

HHY’ye kıyasla GDİ değerinin hesaplanmasında özellikle Tip 3 ve Tip 4 hücrelerin 

sayısı daha yüksek ölçüde katkıda bulunmaktadır. Dolayısıyla, HHY değerindeki 

azalmanın daha yüksek olmasının nedeni aslında esas olarak DNA tamirinin Tip 1 ve 

Tip 2 hücrelerde gerçekleşmesidir. Görece ağır DNA hasarı olan hücrelerde (Tip 3 ve 

Tip 4) ise zamana bağlı olarak bir değişim meydana gelmemiştir. MCF-7 ve MDA-MB-

231 hücrelerinin komet testinde ortaya çıkan DNA hasarı karşılaştırıldığında hem kısa 

süreli hem de uzun süreli (4 ve 24 saat) uygulamalarda MDA-MB-231 hücrelerinin GDİ 

ve HHY değerlerinin yüksek olduğu görülmüştür. Bunun sebeplerinden biri DNA hasar 

tamirinde önemli rol oynayan TP53 geninin MDA-MB-231 hücrelerinde mutasyon 

nedeniyle işlevsiz olması olabilir (Lacroix ve ark. 2006). Özetlenecek olursa, A. 

sibthorpianus meme kanser hücrelerinde seçici olarak ve görece düşük dozlarda 

sitotoksik etkilidir. Normal hücre soyunda aynı dozlarda daha düşük sitotoksik aktivite 

göstermesi ise yüksek antioksidan kapasitesi nedeniyle kısmen de olsa DNA hasar 

tamirini sağlamasıyla ilişkilendirilmiştir. 

Toplam 13 ekstraktın antioksidan kapasiteleri belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 

A. sibthorpianus ekstraktının kayda değer bir antioksidan aktivitesi olduğu her iki test 
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sonucunda da görülmüştür. Diğer ekstraktların ise antioksidan kapasitelerinin oldukça 

sınırlı olduğu söylenebilir. A. sibthorpianus ekstraktının DPPH ve CUPRAC testlerine 

göre ve troloksa oranla antioksidan kapasitesi karşılaştırıldığında, sayılar arasında 

yaklaşık % 20’lik bir fark olduğu görülür. Farkın görece düşük olması, bu sonucun A. 

sibthorpianus ekstraktının antioksidan kapasitesini gerçekten de yaklaşık olarak 

yansıttığını telkin etmektedir. Çünkü çeşitli antioksidan kapasite tayin testleri arasında 

korelasyonların sıklıkla görüldüğü söylenemez. Örneğin, toplam fenolik içeriği veya 

başka bir deyişle bir örneğin toplam indirgeme kapasitesini ölçen Folin-Ciacalteu 

yöntemi ile TEAC (trolox eşdeğer antioksidan kapasite) ve DPPH testlerinin sıklıkla 

korale olduğu görülmüştür. Ancak standart maddelerin antioksidan kapasitelerinin 

ABTS, DPPH ve ORAC testleriyle ölçümlerinde bu testler arasında hiç bir zaman 

yüksek bir korelasyon söz konusu olmamıştır (r2 < 0,5) (Tabart ve ark. 2009). Buna 

dayanarak CUPRAC testinde ortaya çıkan 0,43 troloks eşdeğerliğinin (g/g) DPPH 

testiyle doğrulandığı söylenebilir. Ancak genel olarak CUPRAC testinde belirlenen 

antioksidan kapasite DPPH testine göre daha düşüktür. Bunun nedeni, CUPRAC 

testinin daha çok flavonoid ve fenolik asitler gibi kısıtlı sayıda fenolik yapıya duyarlı 

olması olabilir (Apak ve ark. 2004, Sarıburun ve ark. 2010). Tez konusu diğer bitkilerin 

antioksidan aktivitelerine dair kısıtlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Bununla beraber, 

aynı cinse mensup farklı türler için oldukça yüksek sayıda çalışma örnek gösterilebilir. 

A. multifida türünün antioksidan kapasitesi her iki testte de zayıf olarak 

değerlendirilmiştir. Buna karşın, DPPH radikali süpürücü aktivitesi IC50 değeri ile ifade 

edilen Achillea biebersteinii, Achillea millefolium ve Achillea santolina ekstraktlarının 

antioksidan aktiviteleri birbirine yakın olarak 45-55 µg/ml aralığında (IC50) 

bulunmuştur (Candan ve ark. 2003, Sökmen ve ark. 2004, Ardestani ve Yazdanparast 

2007). Dolayısıyla diğer Achillea türlerinin antioksidan aktivitelerinin daha yüksek 

olduğu kanaatine varılabilir. 

Bitkilerdeki saf madde kompozisyonu sadece antioksidan özellikleri değil, potansiyel 

sitotoksik ve antigenotoksik/genotoksik karakterleri de etkiler. Ekstraktsiyon 

parametrelerine göre fenolik içeriğin yani antioksidan aktivitenin değiştiği bilinmektedir 

(Mao ve ark. 2006). Aynı zamanda, bitkilerin toplandığı zaman, bitkinin yaşı ve bölge 

elde edilen ekstrakt içeriğinin belirleyicilerindendir. Buna örnek olarak, farklı 

bölgelerden toplanmış ve izoflavonoid ve astragalosid içerikleri belirlenmiş Astragalus 
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kök örnekleri verilebilir (Huang ve ark. 2009). Toplam izoflavonoid miktarlarının ve 

kompozisyonların belirgin şekilde farklı olduğu 16 örnekte, antioksidatif kalitenin 1-7 

yıllık bitki örnekleri içinde en düşük 1 yıllık örneklerde, en yüksek ise 3 yıllık 

örneklerde olduğu görülmüştür (Huang ve ark. 2009). Bu bilgiye dayanarak bitki 

ekstrakt çalışmalarında tekrarlanabilirliği düşük veriler üretileceği öngörülebilir. 

Dolayısıyla, çalışılan bitki ekstraktları üzerinden yapılacak antioksidatif aktivite 

tayininin yanı sıra diğer bütün test sistemleri için de benzer bir durum söz konusudur.  

Sonuç olarak, bu tarama çalışmasından ileri analiz yapmaya değer veriler edilmiştir. İlk 

olarak elde edilen veriler ışığında özgün sitotoksik aktivite anlamında hangi bitkilere 

yönelmenin daha isabetli olacağı tesbit edilmiştir. Ardından A. sibthorpianus ve A. 

multifida türlerinin sahip olduğu bu özelliklere genel bir çerçeve çizilmeye çalışılmıştır. 

Tezin konusu bir tarama çalışması yapmak olduğundan moleküler temelli analizler veya 

bitki ekstraktında bulunan saf maddelerin izolasyonu ve karakterizasyonu gibi konular 

tezin kapsamı dışında kalmaktadır. Bununla beraber, bahsedilen yönlerde çalışmalar 

yapılması her iki bitki türünde de yeni ve potansiyel sahibi moleküllerin keşfine yol 

açabilir. Nihai olarak, A. sibthorpianus ve A. multifida ekstraktlarında tez kapsamında 

ortaya konan farklı özelliklere dayanarak bu türlerin üzerinde ileri çalışmalar yapıldığı 

takdirde antikanser etkiye sahip olabilecek molekülleri içeren bir potansiyel bulunduğu 

düşünülmektir. 
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EKLER 

 

EK 1 

 

Sarf Malzemeler 

 

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

- 0,2 µm  filtre, PES, TPP, 99722  

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

- 200 µl sarı pipet ucu, Expell, 4130075  

- 25 cm2 hücre kültür kabı, Thermo Scientific, 130189 

- 5 ml enjektör Set inject, 5S2052232  

- 50 ml falkon tüp, Sarstedt, 62.547.254  

- 6-kuyucuklu mikroplaka, Corning, 3516  

- 75 cm2 hücre kültür kabı, Thermo Scientific , 130190  

- 96-kuyucuklu mikroplaka, düz tabanlı, Orange Scientific, 5530100  

- 96-kuyucuklu beyaz mikroplaka düz tabanlı, Thermo Microfluor, 27905  

- Amonyum asetat, 1 kg, Santa Cruz, sc-203818 

- Asetik asit, 1 l, Scharlau, AC0342 

- Askorbik asit, 100 g, A7506 

- ATP bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma, FLASC-1KT  

- Bakır(II) klorür dihidrat 100 g, Santa Cruz, sc-211132   

- Bijou, 7 ml, Grenier, 189171  

- Cryovial, Nunc, 377267  

- DMSO, 1 l, Merck, 8029121000 

- DMSO, 5x10 ml ampul, Sigma, D2650  

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

- Düşük erime noktalı agar, 5 g, Sigma, A9414 

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

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

- Etidyum bromür çözeltisi, 500 ug/ml, Sigma, E1385 

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

- Gallik asit, 250 g, Sigma, G7384 

- Giemsa, 500 ml, Merck, 9204 

- H2O, saf, 1 l, Lonza, BE51200  

- Heat Inactivated FBS, Gibco, 10500  

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

- Hoechst 33342, Thermo, 62249 

- Kloroform, 2,5 l, Merck, 107024 

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

- Metanol, 2,5 l, Fluka, 34860 

- Na2EDTA, 1 kg, Merck 1.084.181.000 

- NaCl, 1 kg, Merck, 1.064.041.000 

- Neokuprin, 1 g, Sigma, N1501 

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

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

- Pastör 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 iyodür, 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 l, 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 μl, 100 μl ve 1000 μl’lik pipet seti, Orange Scientific, Belçika 

- 1-100 ml otomatik şarjlı pipetör, ISOfill  

- -20 °C derin dondurucu, Arçelik, Türkiye 

- 20-200μl çok kanallı Transferpipet, Brand, Almanya  

- 5-50 μl çok kanallı Transferpipet, Thermo Scientific, ABD  

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

- Aspiratör, Rocker 300, Tayvan  

- Buharlı sterilizatör (Otoklav), Nüve OT4060, Türkiye  

- CO2 inkübatörü, Sanyo, Japonya  

- Floresans ataçmanlı faz kontrast mikroskop, Novel N-800M, Çin 

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

- Hassas terazi, Shimadzu, AUW220D, Japonya 

- Kuru hava sterilizatörü, Elektro-Mag M420, Türkiye  

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

- Luminometre, FL×800 Mikroplaka Floresans Okuyucu 

- Mikroplaka inkübatör ve çalkalayıcı, Heidolph, Almanya  

- Multipipet cihazı, Eppendorf Multipette, Hamburg, Almanya 

- Rotary vakum evaporatör, Bibby Scientific RE 100B, Staffordshire, Birleşik 

Krallık  

- Santrifüj, Hettich Rotina 35R, Almanya  

- Spektrofotometre, FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya 

- Soxhlet cihazı, Behr Labor Technik, Düsseldorf, Almanya) 

- Steril sınıf II kabin, ESCO, Singapur 
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