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Bu arastirma Aydin yoresinde yetisen bazi endemik bitkilerden (Crocus olivieri ssp.
balansae, Scutellaria orientalis ssp. carica, Scrophularia floribunda ve Hypericum
adenotrichum) elde edilen ekstraktlarin sitotoksik aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla yapilmistir. Bu amagla cins 6zellikleri g6z Oniine alinarak 4 farkli endemik
bitki sec¢ilmistir. Secilen bitkilerden farkli yontemlerle (petrol eteri, etil asetat,
diklormetan ve metanol) elde edilen ekstraktlarin farkli konsantrasyonlart (0,5
mg/ml, 1 mg/ml, 4 mg/ml, 20 mg/ml ve 40 mg/ml) bir 16semi hiicre hatt1 olan HL-60
hiicrelerine uygulanarak ekstraktlarin sitotoksik aktiviteleri arastirilmigtir. Ayrica
sitotoksik aktivite sonuglarina gore etkili olan 3 adet bitkinin HL-60 hiicreleri
tizerindeki apoptotik ve nekrotik etkileri de Hoechst 33258/Propidium Iodide
(HO/PI) boyama yontemi ile arastirilmasgtir.

Calisma sonucunda secilen bitkilerden o6zellikle H. adenotrichum bitkisinin hem
sitotoksik aktivite hem de apoptotik etki bakimindan 6n plana ¢iktig1 gozlenmistir.
Sitotoksik aktivite bakimindan S. orientalis ssp. carica ve S. floribunda’ da etkili
olmustur. Ancak bu iki bitki apoptotik ve nekrotik etki bakimindan
degerlendirildiginde, S. orientalis ssp. carica’ nin apoptotik etki bakimindan, S.
floribunda’dan daha etkili oldugu bulunmustur. S. floribunda ise giiglii sitotoksik
aktivite gostermesine ragmen, HL-60 hiicreleri iizerinde yiiksek oranda nekrotik
etkiye yol agmustir.

Calisma kapsaminda secilen endemik bitkiler sitotoksik aktivite bakimindan ilk kez
bu tez kapsaminda arastirilmistir. Elde ettigimiz veriler kanser tedavisinde
kullanilabilecek yeni bitkisel kokenli bilesiklerin arastirilmasma 1s1k tutmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. Daha ileri ¢alismalarla bitkilerden elde edilen etkili
ekstraktlar icerisindeki etken madde gruplar1 veya bilesikler belirlenerek hiicre
icerisinde hangi mekanizmalarla ve hangi diizeylerde etkinlik gosterdikleri ortaya
konmalidir.

2008, 100 Sayfa
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ABSTRACT
Ph.D Thesis

DETERMINING THE CYTOTOXIC ACTIVITIES OF EXTRACTS
DERIVED FROM SOME ENDEMIC PLANTS THAT ARE GROWING IN
AYDIN VICINITY

Ali OZMEN

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tiilay ASKIN CELIK

This study has been carried out to determine the cytototxic activities of the extracts
derived from some endemic plants (Crocus olivieri ssp. balansae, Scutellaria
orientalis ssp. carica, Scrophularia floribunda ve Hypericum adenotrichum) that are
growing in Aydin vicinity. For this purpose 4 different endemic plants have been
selected in consideration of genus properties. The cytotoxic activities of different
concentrations (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 4 mg/ml, 20 mg/ml and 40 mg/ml) from various
extract types (petroleum ether, ethyl acetate, dichloromethane and methanol) of
selected plants has been tested against HL-60 leukaemia cell line. In addition the
apoptotic and necrotic effects on HL-60 cells of 3 plants which were effective
according to the cytotoxic activity results have been investigated with Hoechst
33258/Propidium lodide (HO/PI) staining.

At the end of the study, it was examined that from the selected plants especially H.
adenotrichum 1s coming on surface in both of cytotoxic activity and apoptotic effect.
S. orientalis ssp. carica and S. floribunda has been found also cytotoxic. But, when
this two plant have utilized in terms of apoptotic and necrotic effect, it was found
that S.orientalis ssp. carica was more effective than S. floribunda, related to
apoptotic effect. But S. floribunda showed a high ratio of necrotic effect on HL-60
cells in spite of its strong cytotoxic activity.

Selected endemic plants in the scope of the study were investigated for the first time
in this Thesis in terms of their cytotoxic activity. The results of this study is
important in lighting up the investigation for new plant sources that can be used in
cancer therapy. Furthermore the act of mechanisms must be shown and the chemical
groups or compounds must be determined in the derived effective extracts.

2008, 100 Pages

Key Words
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A-459 Akciger kanseri hiicre hatt1 (Insan)

A-549 Akciger kanseri hiicre hatt1 (Insan)

ATCC American Type Culture Collection

Bax Bcl-2 ile iligkili X proteini

Bcl-2 B-cell lenfoma 2

CAL-27 Human Tongue Carcinoma Squamous Cell Line
CDC Hiicre dongiisii (Cell Division Cycle)

CDK Sikline bagli kinaz (Cyclin Dependent Kinase)
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c-myc Hiicresel protonkogen (Myc: myelocytomatosis)
CORL23 Akciger kanseri hiicre hatt1 (Insan)

COX-2 Cyclooxigenase-2

DAPI Floresan boya (4',6-diamidino-2-phenylindole)
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Hoechst 33258/Propidium Iodide

Kolon kanseri hiicre hatt1 (Insan)

% 50 inhibisyon

% 50 inhibisyona yol acan konsantrasyon
Mide kanseri hiicre hatt1 (Insan)
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RPMI 1640

p53
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SF-268
T-24
T-47D
TUBIVES
TUBITAK
U937
VCR
VDS

VFL

VLB
VRLB

WHO

Akciger kanseri hiicre hatt1 (Insan)

Moore et. al tarafindan gelistirilen hiicre kiiltiirii ortami

(Roswell Park Memorial Institute)

Timor baskilayici gen

Fosfat tamponu (Phosphate Buffered Saline)
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Prostaglandin E2

Glioblastoma hiicre hatt1 (Insan)

Mesane kanseri hiicre hatt1 (Insan)
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Tiirkiye Bilimsel Teknolojik Arastirma Kurumu
Losemi hiicre hatt1 (Insan)

Vinkristin
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Vinflunin
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Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
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I-GIRIS

Insanlarin bitkileri tibbi amaglh olarak kullanmalar1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir.
Bitkilerden binlerce yildir ila¢ olarak faydalamilmustir. Bitkilerden 19. yiizyilin
baslarinda ilk elde edilen bilesik morfin olmustur. Bitkilerden ila¢ elde edilmesi
morfine ilave olarak, kokain, kodein, digitoksin ve kuinin gibi halen kullanilmakta
olan ilk ilaclarin elde edilmesi ile sonuglanmistir (Balunas ve Kinghorn, 2005). Bu
ilaclar baslangigta; tentiir, cay, lapa, toz ve diger bitkisel formiilasyonlar seklinde
kullanilmiglardir. Zaman igerisinde tedavi amagh olarak spesifik bitkiler
kullanilmaya baslanmistir ve daha uygun uygulama yontemleri kesfedilmistir. Diinya
Saglik Orgiiti’niin  (WHO) arastirmalar;, diinya populasyonunun %80 inin

geleneksel tedavi yontemlerini kullandigimi ortaya koymustur (Brian, 2002).

Graham er al. (2000)’a gore; Hartwell’in 1967 yilmin sonlarinda yayinlamaya
basladigr makale serisinde (“insanlarin kansere karsi kullandiklar1 bitkiler”) anti-
kanser 0zelligi oldugu One siiriilen ve daha once yaymlanmis ya da yaymlanmamis
3000’in iizerinde bitki tiiri yer almaktadir. Ayrica NAPRALERT veritabani
(NAPRALERT: Chicago Illinois Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Bilimler ortak arastirma programu tarafindan yiiriitiilen bir veritabani) kullanilarak
Hartwell’in calismasinda yer almayan ancak kansere karst kullanilan 350’nin
tizerindeki bitki de taranmistir. Bu taramaya ait sonuglar da Graham et al. (2000)
tarafindan yaymnlanmistir. Bu sonuglar, kanser tedavisi i¢in bitkilerden yeni
bilesiklerin elde edilmesi ve kullanilabilecek bitkilerin veritabanindaki mevcut
bitkilerle karsilagtirabilmesine imkan saglamasi acgisindan Onem tasimaktadir.
Giinlimiizde halen klinik a¢idan kanser tedavisinde kullanilabilecek cesitli bitkiler ile
bitkilerden cesitli yontemlerle elde edilen bitkisel ekstraktlarla ilgili ¢aligmalar

devam etmektedir.

Mikroorganizmalar, bitkiler ve deniz kokenli iiriinler icerdikleri dogal maddeler
nedeniyle anti-kanser ilaglar gelistirmek icin oldukca avantajli kaynaklardir (Cheng
et al., 2005). Modern tip tedavilerinin yani sira, kanserin tedavisi i¢in alternatif

tedavi amaci ile klinik a¢idan arastirilmayi bekleyen cok sayida bitki ve bitkisel



formiilasyon bulunmaktadir. Tamamlayic1 kanser tedavisi acisindan bu dogal
kaynaklarm incelenerek yeni anti-kanser bilesiklerin belirlenmesi Onemli ve

gereklidir.

Bitkilerden elde edilen dogal maddelere “fitokimyasallar” denilmektedir. “Phyto”
kelimesi latince kokenli olup “bitki” anlamina gelmektedir. Bu nedenle
fitokimyasallara “bitki kimyasallar1” da denilmektedir. Bitki kimyasallar1; kronik
bircok hastaligin riskini azaltan ve bitkinin cesitli kisimlarindan elde edilebilen
biyolojik olarak aktif bitki bilesikleri olarak tanimlanmaktadir. Bugiine kadar
5000’1n tizerinde farkli bitki kimyasalinin tanimlandig1 tahmin edilmektedir. Ancak
bitki kimyasallarmin biiyiikk bir ¢ogunlugu halen bilinmemekte ve yararlar1 ile
birlikte tanimlanmay1 beklemektedir (Liu, 2004) ve yakin zamanlarda bitkilerin ilag
olarak  kullanilabilmesi icin icerdikleri aktif bilesiklerin  saflagtirilmasi

gerekmektedir.

Bitki kimyasallar1 farkli yonlerde etkilerde bulunarak anti-kanser veya anti-timor
aktivite gosterebilmektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallardan 0zellikle
alkaloidler ve fenolik bilesikler anti-kanser veya anti-timor aktiviteye sahiptirler.
Alkalodiler ig ipliklerine etki ederek, kanserli hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca
ilerlemelerini engellerken, fenolik bilesikler ise daha ¢ok hiicre dongiisii kontrol
proteinleri ve apoptozis mekanizmasmin uyarilmasi iizerinde etki yaparlar. Soya
fasulyesi ve Legiimenlerde de bulunan isoflavonoidler, kanser hiicrelerinde
fonksiyon kaybina neden olmakta ve ayni zamanda angiogenez olaymi inhibe
etmektedirler. Ayrica endotelyal biiyiime faktoriinii inhibe ederek tiimor biiylimesini
engellemekte ve apoptozise yol agmaktadirlar (Pillai ef al., 2004). Karotenoidler de

kanseri engelleyici etkileri bakimindan 6n plana ¢cikmaktadirlar.

Bitki kimyasallarinin etki mekanizmalari, hiicre kiiltiirleri ve molekiiler hedefler
diizeyinde (reseptorler, reseptor proteinleri, matriks proteinleri, biiyiime faktorleri,
transkripsiyon faktorleri vb. gibi) arastirilabilmektedir. Ozellikle —sitotoksisite
goriintiileme modelleri (kanser hiicre Kkiiltiirleri gibi), anti-kanser ve sitotoksik
Ozelliklere sahip olan bitkisel ekstraktlarin se¢imi i¢in baslangig verilerini

saglamaktadirlar (Itharat et al., 2004). Veri tabanlar1 incelendiginde bitkisel kokenli



maddelerin ve etki mekanizmalarmin belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida arastirmanin
yapildigint ve bu arastirmalarin giiniimiizde halen devam etmekte oldugu

goriilmektedir.

Kanser giiniimiizde ciddi bir saglik problemidir. Kanserin tanilanmasina, engellenme
cabalarma ve tedavideki modern ilerlemelere ragmen bu hastalik diinya capinda
milyonlarca insani etkileyerek onlarin yasam kalitelerini diisiirmekte ve oliimlere
neden olmaktadir. 1990 yilindan bu yana diinyada en sik goriilen ve 6liime en ¢ok
sebep olan akciger, gdgiis, kolon ve mide kanserlerinde %22 oraninda artis olmustur.
2000 yilinda diinya ¢apinda toplam 10 milyonun iizerinde oldugu tahmin edilen yeni
kanser vakalarinin 6 milyondan fazlasmin 6liimle sonuclandigi rapor edilmistir
(Balunas ve Kinghorn, 2005). Kanser, Amerika’da Oliimlere yol acgan ikinci
etmendir. Verilere gore, her 4 6liimden birinin nedeni kanserdir. 2002 yili boyunca
1.28 milyon kisinin kansere yakalandig1 ve bunlarin icerisindeki 6liim oraninim %38

oldugu rapor edilmistir (Brian, 2002).

Kanser, Tiirkiye'de de 1998 yilinda 6liime yol acan hastaliklar arasinda ilk sirada
bulunan (%38) kalp ve damar hastaliklarimi takip ederek ikinci siraya (%15)
yerlesmistir. Tiirkiye'de kanser nedeni ile goriilen olimler 1965'ten 1980'e kadar
azalma egiliminde iken; 1980-1990 yillar1 arasinda sabit kalip, 1990'dan itibaren
yeniden artmaya baslamistir. 1996, 1997 ve 1998 yillarinda erkeklerde 6liim orani en
yilksek kanser tiirleri sirasiyla brons-akciger, mide, prostat, 16semi, bagirsak ve
girtlak kanserleridir. 1996 ve 1997 yillarinda kadinlarda 6liim orani en yiiksek kanser
tiirleri ise, brons-akciger, meme, mide, bagirsak, 16semi ve rahim kanserleridir. 1998
yilinda ise 1997 yilina gore akciger kanserinden Oliim sikligi azalirken, meme
kanserine bagli olimlerde artis olmus ve 6. sirada yer alan rahim kanserinin yerini

lenf ve kemik iligi kanserleri almistir (http://www.turkcancer.org).

Kanserin populasyonu bu sekilde olumsuz yonde etkilemesinin yam sira yiiksek
tedavi maliyetleri ve hastalarin yasam kalitelerini yiikseltme konusundaki ¢alismalar

da g6z Oniine alindiginda yeni antikanser ilaclarin arastirilmas: 6nem kazanmaktadir.



Bitkilerden antikanser ilaglarin gelistirilmesi kanser tedavisinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Son 50 yil boyunca bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerin ve
tirevlerinin kansere karsi etkinlikleri arastirilmistir. 1940-2002 yillar1 arasinda
kullanilan mevcut kanser ilaglarinin %40°1 dogal iirtinlerden veya tiirevlerinden elde
edilmistir. Giiniimiizde halen tedavide kullanilan ve bitkisel kokenli olan antikanser
ajanlarin1 dort biiytik siifta toplamak miimkiindiir:

Bunlar;

1- Vinka alkaloidleri

2- Epipodofillotoksinler

3- Taksanlar

4- Kamptotesinler’dir.

Vinka alkaloidlerinin tarihsel gelisimi 1yi bilinmektedir. Vinka alkaloidlerinin
kimyasal yapilar1 genis bir sekilde arastirilmistir. Bu alkaloidler Cezayir Meneksesi,
Catharanthus roseus G. Don (Vinca rosea Linn.) bitkisinden elde edilmistir. Vinka
alkaloidlerinin indol ve droindol iskeletlerinde, velbanamin (katharantin) ve vindolin
gibi diger kompleks halkalara gore degisiklikler vardir (Bast er al., 2000). Halk
arasinda Cezayir Meneksesi ekstraktlar1 oral hipoglisemik ozelliklerinden dolayi

tibbi olarak kullanildig: icin bu bitkiler 1yi ¢alisiimigtir.

Arastiricilar kisa zaman icerisinde bu ajanlarla ilgili caligmalar: giiclendirmislerdir ve
vinkristin (VCR) ve vinblastini (VLB) izole ederek klinik tedavide kullanima
sunmuslardir (Bast er al.,, 2000). Vinka alkaloidleri VCR, VLB ve bunlarin alt
tiirevleri vinorelbin (VRLB), vindesin (VDS), vinzoldin ve vinflunin (VFL)’in temel
yapilar: bilinmektedir. VCR ile VLB arasidaki tek fark formil veya metil grubunun
varligidir. Tibiiline baglanma mekanizmasin1 degistirmeyen yapilarindaki bu
farkliliklar, antitiimoral aktivitedeki etkinlik ve klinik toksisite bakimindan goéz

Oniinde bulundurulmasi gereken 6zelliklerdir (Bast et al., 2000).

Vinka alkaloidleri ve bunlarin vinflunin ve vinorelbin gibi bazi tiirevleri tiibiiline
baglanmak suretiyle tiibiilin polimerizasyonunu baskilayarak, mitoz bdoliinmeyi

metafaz asamasinda durdurmaktadir (Okouneva et al., 2003). C. roseus’dan izole



edilen vinblastin ve vinkristin 40 yili askin bir siiredir kanser tedavisinde

kullanilmaktadir (Balunas ve Kinghorn, 2005).

Podofillotoksin Podophyllum peltatum bitkisinin re¢inesinden izole edilmistir ancak
farelerde test edildiginde c¢ok toksik olmasi nedeniyle, tiirevleri yapilmistir.
Podofillotoksin’in klinik amacli olarak kullamilan ve onaylanmis ilk tiirevi de
etoposit’tir. Epipodofillotoksin tubuline baglanarak polimerizasyonunu engeller;
ayrica DNA topoizomeraz II'yi geri doniisiimii olmayacak sekilde inhibe ederek
hiicre dongiisiiniin G2 evresinde kirik zincirlere sahip DNA’larin olugmasina yol

acmaktadir (Gordaliza et al., 2004).

Taxus brevifolia’dan saf olarak izole edilen Paklitaksel ve tiirevlerini iceren taksanlar
tiibiilin depolimerizasyona neden olmadan veya tubulin birikimini engellemeden,
tubuline baglanarak onlar1 sabitlemekte ve mikrotiibiil etkinligini azaltmaktadirlar

(Xiao et al., 2006).

Kamptotesin, Camptotheca acuminata’dan saflastirnlmistir. Kamptotesin’e olan ilgi,
DNA’m kopup tekrar yapistirilmasinda gerekli olan topoizomeraz I'i segici olarak
inhibe ettigi ortaya konunca artmistir. Taksanlar ve kamptotesinler birlikte diinyadaki
antikanser pazar payi igerisinde 2002 yilinda yaklasik iicte birlik paylart (2,75
milyar dolar) ile onemli bir yer bulmuslardir (Balunas ve Kinghorn, 2005).

Kanserin tedavisi amaci ile kullanilan antikanser ajanlar1 igeren bu 4 madde sinifi
icerisinden klinik ac¢idan bazilar1 halen kullanilmakta olan ¢esitli sayida tiirevleri de
sentezlenmistir. Yukarida bahsedilen tiim bu dogal iiriinler kendilerine 6zgii etki
mekanizmalar1 ile ¢ok ©nemli biyolojik kesiflerin yapilmasina yol agmuslardir

(Balunas ve Kinghorn, 2005).

Dogal iiriinler yeni kimyasal yapilar (New Chemical Entities-NCEs) olarak
endiistriyel acidan onemli bir role sahiptirler. 1981-2002 yillar1 arasindaki mevcut
tanimlanmis NCE’lerin yaklasik %28’1 dogal iiriin veya tiirevidir. Diger %20’lik
kismi ise dogal iiriin taklidi (dogal iiriin calisilarak, elde edilen sentetik iiriinler) olan

riinlerdir (Balunas ve Kinghorn, 2005). Dogal iiriinler halen eczacilik agisindan



biiylik bir 6neme sahiptir. 1983 ve 1994 yillar1 arasinda onaylanmis yeni ilaglarin
%41’inin kaynagi, dogal iriinlerdir. Sadece antimikrobiyal ve antikanser 6zellik
acisindan incelendiginde, bu oran daha da yiikselmektedir. Her ikisi i¢in de
kullanilan dogal iirtin kaynag1 oran1 %60’lar1 ge¢cmektedir (Brian, 2002). 2001-2002
yillar1 arasinda diinyada satilan ilaglarin yaklasik dortte biri, dogal iiriin veya dogal

tiriin tiirevidir (Balunas ve Kinghorn, 2005).

Tibbi bitkilerin arastirilmasi sonucunda yeni kimyasal yapilar belirlenemese bile,
bilinen maddelerin yeni biyolojik aktivitelerinin bulunmasinin énemli yeni ilaglarin
gelisimini saglayabilecegi diisiiniilmektedir. insan genomu dizisinin ¢ikarildig1 1990-
2003 yillarindan bu yana degisik hastaliklar icin, binlerce yeni molekiiler hedef
tanimlanmustir. Bu hedeflere yonelik uygulanan yontemler ile bilinen tibbi bitkilere
ait maddeler secici aktivite gosterebilmektedirler. Geleneksel olarak tedavi amacgl
olarak kullanilan tibbi bitkilerden elde edilen ve bilinen bazi maddelerin, yeni
molekiiler hedefler iizerinde de etkili olduklar1 gosterilmistir. Ornegin Indirubinin
secici olarak sikline bagli kinazlar1 (cdk’s) inhibe ettigi ve bilinen diger bagka
bilesiklerin de bu yeni bulunan molekiiler hedefler iizerinde etkili olduklar1 rapor
edilmistir (Balunas ve Kinghorn, 2005). Bu calismadan sonra bitkilerden daha 6nce
izole edilmis olan maddelere karsi olan ilgi de artmaya baglamistir. T1bbi bitkilerden
farmakolojik olarak aktif bilesiklerin izolasyonu ve tanimlanmasi giiniimiizde de

halen devam etmektedir (Brian, 2002, Balunas ve Kinghorn, 2005).

Yeni kanser ilaglarmin aragtirilmasindaki hedef, 6zel etki mekanizmalarma sahip
ilaclarin bulunmasidir. Bu anlamda hedef; hedef olmayan hiicrelere ¢ok az veya hig
zarar vermeden dogrudan dogruya kanser hiicreleridir. Kanserli hiicrelerin ve normal
hiicrelerin temelde birbirine benzer 6zellikler tasiyan hiicreler olmasi nedeni ile genel

sitotoksisitenin azaltilmasi ¢ok basit bir durum degildir.

Hiicresel diizeyde kanser gelisimi nadir bir olaydir. Bir tiimoriin hiicreleri genetik
olarak arastirildiginda bunlarin tek bir hiicreden gelistikleri goriilmektedir. Insan
viicudu trilyonlarca hiicre icermektedir ve bunlarin milyonlarcasi bir giinde hiicre
boliinmesi ge¢irmektedir. Cogu zaman bu bdliinen hiicrelerin herhangi biri genetik

kompozisyonunu degistirme ve malignant (kotii huylu) tiimor seklinde gelisme



potansiyeline sahiptir. Cok sayida hiicrenin kansere doniismemesinin baslica
nedenlerinden biri malignant dOniisiimiin birden fazla genetik degisim
gerektirmesidir. Bir malignant tiimoriin gelisimi, tek bir hiicre hattinda genetik
degisimlerin ilerlemesi ile karakterize edilen ¢ok asamali bir siiregtir. Bu siireg,
hiicrelerin viicudun normal diizenleme mekanizmalarina cevap vermemelerini ve
normal dokular: istila etme egilimlerini arttirmaktadir. Kanser hiicreleri malignant
ozellik kazandiktan sonra kendilerini ¢ok daha tehlikeli yapan ve yeni 6zellikler
kazandiran mutasyonlar1 biriktirmeye devam etmektedirler. Karsinogenesis (kanser
gelisimi) siirecinde bulunan genler, genomun 6zel bir alt setini kapsamaktadir. Bu alt
setin {riinleri hiicre dongiisii boyunca ilerleme, komsu hiicreler ile adhezyon,

apoptozis ve DNA hasar1 tamiri gibi aktiviteleri yerine getirmektedirler (Karp, 1999).

Normal fonksiyonu hiicre boliinmesini tesvik etmek olan genler protoonkogenler
olarak adlandirilmaktadirlar. Bu genler ifade edildiklerinde hiicre boliinmesini tegvik
etmektedirler. Hiicre boliinmesinin diizenlenmesi icin, bu genler veya bu genlerin
riinleri inaktiflestirilmis olmalidirlar. Eger protoonkogenler siirekli calisir hale
gelirse kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olmakta ve bu da timor olusumuna
onciiliikk etmektedir. Protoonkogen mutasyonlarmin bir sonucu olarak bdyle bir
durum olustugunda bu genlere artik onkogenler adi verilmektedir. Ciinkii bu genler
kanserle iligkili olarak kontrolsiiz hiicre cogalmasini uyarmaktadirlar. Bir diger gen
grubu da hiicre dongiisii boliimlerinin birbirine gecisini baskilayarak ya da inaktive
ederek hiicre boliinmesini durdurmaktadir. Bunlara tiimor baskilayici genler
denilmektedir. Bu genler ya da onlarin iriinleri, hiicre boliinmesi icin ya inaktif
olmalidirlar ya da hiicrede bulunmamalidirlar. Eger bu genler kalic1 olarak inaktive
edilirlerse ya da mutasyonlarla ortadan kaldirilirlarsa, hiicre boliinmesinin kontrolii

kaybolmaktadir ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde boliiniip cogalmaktadir (Oner, 2002).

Normal hiicreler genelde ¢ok 1yi organize olmus mikrotiibiil ag1, mikrofilamentler ve
ara filamentlere sahip olmalarma ragmen kanser hiicrelerinin hiicre iskeleti genellikle
kiiciilmektedir veya organizasyonu bozulmaktadir. Bazi1 kanser hiicreleri tiimorle
iliskili antijenler olarak adlandirilan yeni hiicre ylizey proteinleri meydana
getirebilmektedirler. Hiicre yiizeylerindeki degisikliklerden dolay1 kanser hiicreleri

diger hiicrelerden daha az yapiskan olmaktadirlar. Bu yapiskanligimm kayb: kanser



hiicrelerinin bir tiimor yi1gin1 olusturmasina ve viicudun diger kisimlara gitmesine

izin vermektedir (Karp, 1999).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden Kkiiltiirdeki hareketlilikleri ile de
ayrilabilmektedirler. Normal hiicreler diger hiicrelerle tiim olarak sarildiklarinda
hareketlilikleri bitmektedir. Biri digerinin iizerine kaymamakta ve kiiltiir kabmin
tabaninda tek bir tabaka olusturmaktadirlar. Buna karsin kanser hiicreleri genellikle
komsu  hiicrelerden  gonderilen  sinyalleri  engelleyerek  aktivitelerini
sirdirmektedirler. Kanser hiicreleri kendi normal benzerlerinden daha yiiksek hiicre
yogunluguna ulasincaya kadar hiicre kiiltiiriinde biiyiimelerine devam etmektedirler

(Karp, 1999).

Kiiltiirde biiyiiyen kanser hiicreleri epidermal biiylime faktorii (EGF) ve insiilin gibi
biiylime faktorlerini saglayan seruma ¢ok az bagimlilik gostermektedirler. Kiiltiirde
biiyliyen normal hiicreler hiicre boliinmesi i¢in smirlt bir kapasite gostermektedirler.
Belirli sayida mitotik boliinmeden sonra biiyiime ve boliinmeyi imkansiz kilan bir
yaslanma siirecine girmektedirler. Kanser hiicreleri ise simnirsiz olarak boliinmeye
devam etmelerinden dolay1 Sliimsiizdiirler. Biiylime potansiyelindeki bu farklilik
kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin varligiyla iligkilendirilmektedir (Karp,

1999).

Kanserlesmeyi karakterize eden kontrolsiiz hiicre boliinmesine genlerdeki kusurlarin
yol agiyor olmasi nedeniyle genlerin hiicre dongiisiinii nasil diizenledigi cok biiyiik
merak konusu olmustur. Giintimiizde hiicre dongiisiiniin kontrolii ile ilgili olarak
bircok gene ait bilgi mevcuttur. Bu genlerin bir¢cogunun iiriinii, cdc (cell division
cycle) kinazlar ad1 verilen enzimlerdir. S6z konusu enzimler, diger proteinlere fosfat
eklemektedirler. Cdc kinazlar, ana kontrol molekiilleri olarak hizmet gormekte ve
siklin ad1 verilen proteinlerle birlikte caligmaktadirlar. Bu kinazlar siklinleri fosforile
ederek bunlarin  hiicre  dongiisiiniin  kontrol noktalarindaki  aktivitelerini
etkilemektedirler. Dolayisiyla bu aktiviteler de hiicre dongiisiinii diizenlemektedir.
Bir cdc kinaz, bir siklinle birlikte ¢alistiginda buna Cdk protein (Cyclin-dependent

kinase protein=sikline bagli kinaz protein) denilmektedir. insanlar da dahil olmak



lizere biitiin organizmalarda bulunan hiicre dongiisii mutasyonlar1 cdc mutasyonlar1

olarak tanimlanmaktadir (Oner, 2002).

Programli hiicre 6liimii olarak kabul edilen apoptozis, ¢ok hiicreli organizmalarin
genetik sifrelerinde bulunan “hiicre intihar1” programlarmin gelisimsel veya cevresel
uyarilarla etkinlesmesi sonucu ortaya c¢ikan fizyolojik hiicre Oliimii olarak
tanimlanmaktadir. Bir baska deyisle, hiicrelerin, populasyonun geri kalaninin
1yiligini gerektirdiginde kendilerinde var olan intihar programini devreye sokarak
programli bir sekilde, cevreye hi¢ zarar vermeden yasamlarini sonlandirmalarina
denilmektedir. Yunancada “agaclarin yapraklarmi dokmesi” anlamima gelen
apoptozis, ilk kez biyomedikal literatiirde 1972 yilinda Kerr tarafindan “mitozun

karsit anlam1” olarak kullanilmustir.

a b
Sekil 1.1 a. Normal hiicre b. Erken apoptotik hiicre [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Apoptozis, bugiine kadar bilinen tek tip hiicre oliimii olan nekrozdan oldukga
farklidir. Nekrozda, akut hiicre hasarin1 takiben hiicre ve organellerinin sisip lizise
ugradig1 pasif ve patolojik bir hiicre 6liimii s6z konusudur. Dis etki ile koruyucu
mekanizmalarin devreye girmesine firsat vermeyecek sekilde gelismektedir.
Nekrozda =zarar goren esas hedef organel, hiicrenin enerji kaynagi olan
mitokondridir. Nekrozda hiicrenin su alarak sismesi ve patlamasi sonucunda ortama

hiicre igerigindeki molekiillerin ¢ikmasi, inflamatuar yanit olusturmaktadir.
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Sekil 1.2 Nekrotik hiicre [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Apoptozis ise, nekrozdan farkli olarak aktif iglev gerektiren genetik kontrollii bir
slirectir. Apoptozis sirasinda hiicre biiziilerek 1 saatten kisa bir siirede hacminin
%30’ nu kaybetmektedir. Mitokondri morfolojik olarak saglamdir, ancak burada esas
hasar alan organel, hiicre cekirdegidir. Nukleusta kromatin yogunlasmakta ve DNA
parcalanmaktadir. Bu DNA parcalari hiicre zari ile kaphdir (apoptotik cisimcikler) ve
ortamdan c¢evredeki hiicrelerin fagositoz etkinligi ile uzaklastirilmaktadirlar.
Apoptozis swrasinda hiicre igerigi ortama c¢ikmadigindan inflamatuar bir yanit

gelismemektedir (Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu, 2002).

Sekil 1.3 Geg apoptotik hiicre [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Programlanmis hiicre Olimii, embriyogenezis, organ gelisimi, immiinolojik
reaksiyonlar ve farklilagmis hiicrelerin yasam siirelerinin sonlanmasi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda yer almaktadir. Ayrica degisik hiicre tiplerinde farkli cevresel
uyarilar apoptozisi baslatabilmektedir. Apoptozis fetusta normal doku gelisiminin

temel Ozelligidir. Normal erigskin dokularinda ise hiicre biiylimesi ve apoptozis bir
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denge icerisindedir. Evrim siirecinde, programlanmis hiicre 6liimiiniin korunmus
olan genlerle ve ortak bir yolla diizenlendigi belirlenmistir. Apoptozis, aktif enerji
gerektiren bir siiregtir. Apoptozis sirasinda cesitli genlerin kodladig1 bazi proteinler
hiicre i¢cinde aktif veya inaktif halde bulunmaktadirlar. Bugiine kadar saptanmis en az
30 protein ve bir o kadar da apoptoziste olast rolii oldugu diisiiniilen proteinler
vardir. Apoptozis Bcl-2 grubu dimerize proteinler tarafindan kontrol edilmektedir.
Bcl-2 geni, bir protoonkogendir. Baz1 antiapoptotik (bcl-2, bcl-x1) ve proapoptotik
(bax, bad) proteinler bu grupta yer almaktadir. Calismalarda “Bcl 2/Bax” oram
“Oliim anahtarr” (death switch) olarak degerlendirilmektedir. Apoptozisle ilgili diger
onemli bir protein de p53 geni ile iliskilidir. Insan p53 tiimor baskilayici geninin
sentezlettigi fosfoprotein, dogrudan DNA’ya baglanabilmekte ve degisik hiicresel
veya viral proteinlerle iliskiye girebilmektedir. p53 geni, insan kanserlerinde
mutasyonu en sik gosterilmis gendir. Hiicre boliinmesini azaltict 6nemli gorevleri
olan bu tiimor baskilayicti gen, DNA hasar1 ile aktive olup apoptozisi

baslatabilmektedir (Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu, 2002).

Oliim reseptorii (death receptor) olarak adlandirilan bir membran proteini olan Fas
antijeni, apoptozisin diger bir kilit noktasim olusturmaktadir. Apoptozis sirasinda
hiicre parcalanmasmi saglayan proteolitik enzim ailesine kaspazlar (Caspases) adi
verilmektedir. Yapilarinda sistein iceren bu enzimler tiim hiicrelerde inaktif pro-

enzim halinde bulunmaktadirlar (Kiiltiirsay ve Kayikcioglu, 2002).

Kanser, AIDS, otoimmiin ve nodrodejeneratif hastaliklarda apoptotik mekanizmada
bozukluklar tespit edilmesi, apoptozisle ilgili yapilan ¢alismalar1 hizla arttirmigtir.
Arastirmalar bu hastaliklarin olugsmasinin engellenebilmesi ve apoptozisin tedavide

kullanilabilmesi alanlarmda yogunlagmaktadir (Oztiirk, 2002).
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II-KAYNAK OZETLERI

A- GENEL KAYNAK OZETLERI

Withania somnifera bitkisinin yapragindan elde edilen metanol ekstraktinin hiicre
boliinmesini engelleyici etkisi HL-60 hiicreleri ile arastirilmistir. Bu calismaya gore
W. somnifera’dan elde edilen bitkisel ekstraktin etki mekanizmasinin, zamana
bagimli bir bicimde Bcl-2/Bax (Bcl-2: Mitokondrinin dis zar gecirgenligini yoneten
gen ailesine verilen isimdir ve agik adi B-cell lymphoma 2’dir) dengesinin Bax’a
[Bax (Bcl-2-associated X protein): Bcl-2 gen ailesine ait bir gendir ve iiriinii Bel-2 ile
iligkili X proteinidir] dogru diizenlenmesi ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Bitkinin
hem ham ekstraktinin hem de aktif bileseninin (witanolit) mitokondriden sitokrom c
salmmas1 araciligiyla apoptozisi uyardigi, kaspaz 9, kaspaz 8 ve kaspaz 3’iin aktive
edildigi, boylece HL-60 hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii sagladig1 belirtilmistir
(Senthil et al., 2007).

Citrus sinensis’den elde edilen 15 metoksiflavon ve tiirevlerinin HL-60 hiicre
hattinda denendigi calismada 15 metoksiflavondan bazilarinin orta diizeyde
antikanser  aktivite  gosterdigi ve 2  tanesinin  (5-hidroksi-6,7,8,3’,4’-
pentametoksiflavon ~ ve  5-hidroksi-3.6.7.8,3,4’-heksametoksiflavon) HL-60
hiicrelerinde hiicre boliinmesini engelledigi ve apoptozisin uyarilmasi bakimindan

kuvvetli etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Li et al., 2007).

Cesitli Tunus zeytin varyetelerinden elde edilen zeytin yapraklarmmin %70’lik
etanolik ekstraktlarinin antikanser aktivitesi HL-60 hiicre hattinda arastirilmstir.
Elde edilen ekstraktin doza bagimli bir sekilde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi

inhibe ettigi rapor edilmistir (Abaza et al., 2007).

Lactuca indica L. Asya kitasinda halk arasinda tedavi amaghh olarak
kullanilmaktadir. Bu bitkinin etanol ekstraktinin iceriginin arastirildigi ¢alismada

bitkinin %5 oraninda kuersetin, kafeik asit, rutin ve klorogenik asit gibi fenolik
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bilesikler icerdigi ve bu fenolik bilesikler icerisinde HL-60 hiicrelerine karsi en etkili

olanin ise kuersetin oldugu bulunmustur (Chen et al., 2007).

«B (NF-«B) bir transkripsiyon faktoriidiir. Yangi, hiicre boliinmesi, apoptozis ve
Okaryotlardaki savunma sisteminde Onemli bir role sahiptir. Bu faktor kanser
hiicrelerinde boliinmeyi arttirict ve apoptozisi engelleyici etkisi ile cesitli
kemoterapiklere karsi direnclilik saglamaktadir. Cesitli bitki kimyasallarmin bu
faktorii inhibe edici etkilerinin ortaya kondugu bir caliymada elma ekstrakti ve
curcuminin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda bu transkripsiyon faktoriinii inhibe

ettikleri bulunmustur (Yoon ve Liu, 2007).

Ledum groenladicum’un (labrador cayi) yaprak ve siirgiinlerinden elde edilen
metanol ekstraktlarmin antioksidan, antiinflamasyon ve antikanser etkileri
arastirilmistir. Siirglinlerden elde edilen ekstraktin DLD-1 kolon kanseri ve A459
akciger kanseri hiicrelerine karsi aktif oldugu ortaya konmustur (Dufour et al., 2007).

Oplopanax horridus bitkisi Alaska ve Kolombiya’da halk arasinda c¢esitli
hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan tibbi bir bitkidir. Bu bitkinin kurutulmus
kok kabuklarindan elde edilen etanol ekstraktinin %50 inhibisyon degerleri (ICs),
K562 (16semi), HL-60 (16semi), MCF7 (meme kanseri) ve MDA-MB-468 (meme
kanseri) hiicre hatlar1 kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra sitotoksik olmayan
konsantrasyonlar (<ICsp), kamptotesin ve paklitakselin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlariyla (<ICsp) birlikte denenmistir. Test edilen 19 kombinasyondan
9’unun uygulandiklar1 hiicre hatlar1 iizerinde sinerjistik olarak etkili olduklar:

bulunmustur (Tai et al., 2006).

Insanlar tarafindan tiiketilen Rubus, Vaccinium ve Fragaria cinslerine ait 6 adet
bogiirtlen tipi meyve iceriklerinin belirlendigi ¢alismada bu meyvelerin baslica
fenolik bilesikler; antosiyaninleri, flavonolleri, ellagitanninleri, gallotaninleri,
proantosiyanidinleri ve fenolik asitleri igerdikleri belirlenmistir. Bu fenolik
bilesiklerin biiyiimeyi durdurucu etkileri insan oral (KB, CAL-27 hiicre hatlari),
meme (MCEF-7 hiicre hattr), kolon (HT-29, HCT116 hiicre hatlar1) ve prostat

(LNCaP) tiimorii hiicre hatlarinda c¢alisilmistir. Calisma sonunda bogiirtlen
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meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin artan konsantrasyonlarmin hiicre hatlarinin

tamamini ¢esitli seviyelerde inhibe ettikleri rapor edilmistir (Seeram et al., 2006).

3 adet bogiirtlen bitkisinin (Fragaria xananassa, Rubus ideus ve Vaccinium
corymbosum) yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin, HL.-60 hiicre hattina ve HL-
60’1n iki adet ilag direngliligi gosteren alt hatlarmna (HL-60/VINC, HL-60/DOX)
kars1 denendigi bir bagka calismada ise; ekstraktlarin hem HL-60 hiicre hatt1 hem de
bunlarin ila¢ direncliligi gosteren alt hatlar1 ilizerinde cesitli seviyelerde sitotoksik

etki gosterdikleri ortaya konmustur (Skupien et al., 2006).

Malezya ve Tayland’da halk arasinda kanser tedavisi icin kullanilan 7 adet bitkiden
elde edilen ekstraktlarin ve saflastirilmis bilesiklerin sitotoksik etkileri COR L23
akciger kanseri ve MCF7 meme kanseri hiicre hatlarinda, ayrica MCF5 normal hiicre
hatt1 {lizerinde arastirilmistir. Arastirmada kullanilan 7 adet bitkiden 5’1 (Alpinia
galanga, Alpinia  officinarum,  Cayratia  japonica,  Physalis = minima,
Tabernaemontana divaricata) hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik aktivite gdstermistir.

(Lee ve Houghton, 2005).

Aegiceras corniculatum L. bitkisinin iceriginde bulunan aktif bilesen embelinin, 1,4-
benzokuinon tiirevlerinin HL-60 hiicrelerinin ¢ogalmasin1 engellemekle birlikte

apoptotik etki de gosterdikleri ortaya konmustur (Xu et al., 2005).

Giliney Afrika’ya endemik olan ve kanser calist olarak bilinen Sutherlandia
frutescens bitkisinin ekstraktlarinin neoplastik hiicreler (rahim kanseri hiicreleri) ve
CHO (Chinese Hamster Ovary) hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmastir.
Bu calismada bitki ekstraktlarinin kiiltiir ortamindaki kanser hiicrelerinde apoptozise
yol acabilecegi staurosporin ve seramit ile karsilastirilarak ortaya konmustur

(Chinkwo, 2005).

Banglades’de halk arasinda ila¢ olarak kullanilan bitkilerin antikanser
potansiyellerinin arastirildigi calismada, 11 bitki incelenmistir. Bu 11 bitkiden
3’iinlin (Oroxylum indicum, Moringa oleifera ve Aegles marmelos) antikanser

bilesiklerinin kaynag1 olabilecegi rapor edilmistir (Lotufo et al., 2005).
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Epiremnum pinnatum’un hekzan ekstraktinin T-47D meme tiimorii hiicrelerinde
apoptotik olmayan programlanmis hiicre 6liimiine yol agtigr bulunmustur. Burada
kullanilan ekstrakt c-myc mRNA’nin ekspresyonunu arttirarak, programlanmis hiicre
Olimiine neden oldugu belirtilmis, ancak c-myc mRNA’nin buradaki rolii tam olarak

aciklanamamustir (Tan et al., 2005).

Vitex agnus-castus (hayit) meyve ekstraktinin etkilerinin arastirildigr bir baska
caligmada, meyve ekstraktiiin KATO III (mide kanseri) kanser hiicrelerinde

apoptozisi tesvik ettigi rapor edilmistir (Ohyama et al., 2005).

Cin’de geleneksel tedavide kullanilan Buplerum scrozonerifolium’un akciger
kanserinde hiicre ¢cogalmasina kars1 aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan bu
calisma sonucunda bu bitkiden elde edilen aseton ekstraktinin insan akciger kanseri
hiicrelerinde, hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek apoptozisi uyardig1 rapor edilmistir

(Cheng et al., 2005).

Kurkumin’in insan akciger kanseri hiicrelerinde apoptozisi uyardigr ve hiicre

dongiisiinii durdurarak etkide bulundugu ortaya konmustur (Pillai, 2004).

Tayland’da geleneksel olarak kanser tedavisinde kullanilan tibbi bitkilerden 11
adedinin sitotoksik aktivitesi akciger kanseri hiicre hatti (COR-L23), meme kanseri
hiicre hatt1 (MCF-7) ve kolon kanseri hiicre hatt1 (LS-174T) olmak iizere 3 farkl:
insan kanseri hiicre hatt1 iizerinde arastirilmistir. Bu ¢alismada arastirilan 11 adet
bitki icerisinden 3 bitkinin (Dioscorea membranaceae, Dioscorea birmanica ve
Siphonodon celastrineus) cok yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Itharat ez al., 2004).

Gastrointestinal iilserlerin tedavisi, kanser hastaliklarmin tedavisi ve yara
tyilestirmede kullanilmakta olan Croton palonstigma denilen bir kirmizi agacin
O0zsuyunun mide-bagirsak kanserlerinde apoptozisi tegvik ettigi ortaya konmustur. Bu
kirmizi agacin 6zsuyunun insan kanser hiicreleri lizerindeki etki mekanizmasi, mide

ve kolon kanserlerinde belirlenmistir. Bu 6zsuyun apoptozisi uyarici etkisi ile birlikte
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mikrotiibiil hasarlarinin da ortaya ¢ikmasina neden oldugu rapor edilmistir (Sandoval

et al., 2002).

Geleneksel Cin halk tedavisinde kivi (Actinidia delicosa) meyvesi ekstrakt1 da tedavi
amacli olarak kullanilmaktadir. Kivi meyvesinin ¢esitli ekstraktlarinin insan oral
tiimOr hiicre hatlar iizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Motohashi ez

al., 2002).

Hindistan’in c¢esitli yerlerinde kanser hastaliklarinin tedavisinde kullanilmakta olan
Barringtona racemosa Roxb.’un tohum ekstraktinin, farelerdeki toksisitesi ve
antitimor Ozellikleri oldugu ortaya konmustur. Calisma sonucunda elde edilen
verilere gore bu bitki ekstraktinin pozitif kontrol olarak kullanilan vinkristin’den

daha etkili oldugu ortaya konmustur (Thomas et al., 2002).

Bir Tiirkiye endemigi olan Salvia hypergeia (Adagay) diterpenoidlerinin insan
kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksisitesinin arastirildig: bir calismada ise; bitki
ekstraktinin denenen tiim hiicre hatlar1 iizerinde aktif oldugu rapor edilmistir

(Ulubelen ve ark., 1999).

B- CROCUS GENUSUNA AIT KAYNAK OZETLERI

Yunanistan endemigi olan ii¢c adet Crocus tiirliniin ( C. boryi ssp. tournefortii, C.
boryi ssp. boryi and C. niveus) govde extraktlarinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerini doza bagiml bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir (Chryssanthi

et al., 2007).

C. sativus’un ekstraktinn 50-400 pg/ml araligindaki farkli konsantrasyonlarmin
insan malignant kanser hiicre hatlarinin (HeLa-serviks kanseri, A-204-kas dokusu
timorii, HepG2-karaciger kanseri) biiylimelerini doza bagiml bir sekilde engelledigi

rapor edilmistir (Abdullaev et al., 2003).

Safran (C. sativus) kormlar1 insan kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki

gosteren bir proteoglikan (yapisal olarak arabinogalaktan proteinlere benzemektedir)
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icermektedir. Bu proteoglikanin  7-20ug/ml’lik uygulama araligi hiicrelerin

%350’sinin biiyiimesini inhibe etmistir (Escribano et al., 1999 a).

Yine safran (C. sativus) kormlarindan malignant hiicrelere (HeLa, serviks kanseri)
kars1 sitotoksik etkiye sahip olan yeni bir glikokonjugat (%36.4 ramnoz
icermektedir) izole edilmistir. Uygulanan ham korm ekstrakt: 100 pg/ml diizeyinde
hiicrelerin %50’sini inhibe ederken izole edilen bu glikokonjugat 9 pg/ml diizeyinde

hiicrelerin % 50’sini inhibe etmistir (Escribano et al., 1999 b).

C- SCUTELLARIA GENUSUNA AIT KAYNAK OZETLERI

Scutellaria baicalensis Cin’de tedavi amacl olarak kullanilmaktadir. Bitkinin
antitimor aktivitesi incelenmis ve cesitli hiicre hatlarimi (akut 16semi, lenfoma ve
miyeloma hiicre hatlarr) inhibe ettigi bulunmustur. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
ve apoptozis seklinde etki gostermektedir. Boliinmeyi engelleyici etkisi;
mitokondriyal hasar, Bcl gen ailesinin diizenlenmesi, CDK inhibitorii olan p27’nin
seviyesinin artig1 ve c-myc onkogeninin seviyesinin azaltilmasi ile iligkilidir. Bu
bitkinin en etkili antikanser bileseninin %21 ile baikalin oldugu bulunmustur

(Kumagai et al., 2007).

Scutellaria baicalensis iki adet prostat kanseri hiicre hattina (LNCaP ve PC-3) kars1
denenmis ve siklooksijenaz-2 (COX-2), prostaglandin E2 (PGE2) ve siklinler ile
sikline baglh kinazlarin metabolik yollar1 tizerinde etkili oldugu bulunmustur. Bu
bitkinin prostat kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni bir antikanser ajan

olabilecegi bildirilmistir (Ye et al., 2007).

Scutellaria barbata’ nm HL-60 hiicre hattinda siklinler ve sikline bagl kinazlar

diizeyinde etkili oldugu ve apoptozise yol actig1 belirlenmistir (Kim et al., 2007).

Scutellaria barbata’dan elde edilen 5 yeni diterpenoid alkaloidin (scutebarbatine G,
6,7-di-O-nicotinoylscutebarbatine G, 6-O-nicotinoyl-7-O-acetylscutebarbatine G,

scutebarbatine H ve 7-O-nicotinoylscutebarbatine H) ii¢ adet insan kanser hiicre hatti
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(HONE-1, KB, HT29) iizerinde boliinmeyi inhibe edici etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Dai et al., 2007).

Scutellaria barbata’dan izole edilen neo-klerodan diterpenoidler de HONE-1
(epitelyal tiimor), KB (deri kanseri) ve HT29 (kolon kanseri) kanser hiicre hatlar1

tizerinde Onemli sitotoksik aktiviteler gostermislerdir (Dai et al., 2006).

Scutellaria barbata’nin insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ve ovaryum kanseri
hiicre hattinda apoptozise neden oldugu ve hiicrede toksik etkiler gosterdigi rapor

edilmistir (Powell et al., 2003, Yin et al., 2004).

Cin geleneksel tedavisinde kullanilan ve flavonoid icerigi bakimindan zengin olan iki
adet Scutellaria tiiriinden (S. baicalensis ve S. rivularis) elde edilen 17 flavanoidden
baikalein, viskidulin, wogonin ve skutellarein gibi 10 tanesinin HL-60 hiicre hattinin

biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Sonoda et al., 2004).

D- SCROPHULARIA GENUSUNA AIiT KAYNAK OZETLERI

Scrophularia ningpoensis Hemsl. tiiriiniin koklerinden elde edilen oleanonik asit ve
ursolonik asitin, MCF7 (meme kanseri), K562 (16semi) ve A549 (akciger kanseri)
gibi insan kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik oldugu bulunmustur (Nguyen et al.,

2005).

Scrophularia tiirleri ¢ok uzun zamandir halk arasinda tiimorlerin ve yangi’nin
(inflamasyon) tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tiirlerden iridoid ve fenilpropanoid

gibi bu tarz etkili maddeler izole edilmistir (Galindez et al., 2002).
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E- HYPERICUM GENUSUNA AIiT KAYNAK OZETLERI

Hypericum tiirlerinden elde edilen hiperforinin, matriks metalloproteinazlarin
aktivasyonunu Onleyerek timor hiicrelerinin invazyon ve metastazini dnledigi rapor

edilmistir (Dell’ Aica et al., 2007).

Hypericum perforatum’un T24 ve NBT-II mesane kanseri hiicre hatlar1 {izerinde

sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Skalkos et al., 2005).

Giiney Brezilya’da yetisen 6 Hypericum tiiriiniin (H. caprifoliatum, H. carinatum, H.
connatum, H. myrianthum, H. polyanthemum ve H. ternum) antikanser aktivitesi HT-
29 kolon kanseri ve H-460 akciger kanseri hiicre hatlarinda calisilmistir ve bunlardan
3 adedinin (H. caprifoliatum, H. myrianthum ve H. ternum) hekzan ekstraktlarinin

etkili oldugu bulunmustur (Ferraz et al., 2005).

Ratlarla yapilan bir ¢alismada, oncelikle ratlara tiimor olusturma oOzelligine sahip
MT-450 meme kanseri hiicreleri enjekte edilmistir. Daha sonra hyperforin
enjeksiyon yoluyla verilmistir ve bu maddenin tiimor biiyiimesini inhibe ettigi, timor
hiicrelerini apoptozise yonlendirdigi ve damarlanmayir Onledigi bulunmustur

(Schempp et al., 2005).

Hypericum hookerianum’dan elde edilen bilesikler ii¢ insan kanser hiicre hatti; MCF-
7 (meme kanser), NCI-H460 (akciger kanseri) ve SF-268 (glioblastoma) iizerinde
aragtirilmustir. Iki adet bilesik (4-hydroxy-3-methoxyphenyl ferulate ve 3B-O-
caffeoylbetulinic acid) tiim hiicre hatlarinda etkili bulunmustur (Wilairat et al.,

2005).

Hiperforin ile birlikte hiperisinin sinerjistik etkisi K562 ve U937 16semi hiicre
hatlarinda arastirilmistir. Apototik etki doza bagh bir sekilde izlenmistir. Bunun
disinda hiperforin; U937 hiicre hattinda kaspaz 9 ve kaspaz 3’iin; K562 hiicre
hattinda ise kaspaz 8 ve kaspaz 3’iin aktivitelerini arttirdig1 rapor edilmistir

(Hostanska et al., 2003).
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H. perforatum’dan elde edilen hiperisinin 151ga duyarli olmasi 6zelliginden dolay1
fotodinamik terapi kapsaminda kanser hiicreleri ile savasta kullanilabilecegi

bildirilmistir (Schempp et al., 2001, Agostinis et al., 2002).

Ilgili calismalardan da izlenilecegi gibi bitkisel kiokenli maddelerin anti-kanser
Ozelliklerinin arastirilmasi, giiniimiizde halen devam etmekte olan Onemli bir
konudur. Kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni bitkisel kokenli bilesiklerin elde
edilmesi giincel bir yaklasim olup insanlarin yasam kalitelerini desteklemek

acisindan 6nem tagimaktadir.

Tez calismamiz kapsaminda sadece endemik bitkiler kullanilmistir. Endemik
bitkilerin yayilig alanlarinin smirli olmasi ve sadece belirli ¢cevresel kosullar altinda
yetisebiliyor olmalar1 nedeniyle fizyolojilerinin farkl olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
kosullar altinda endemik bitkilerin sentezleyecekleri metabolitlerin de, ayni genusda
yer alan diger taksonlardan farkli olabilecegi goz oniinde bulundurularak bu bitkiler
tez kapsaminda arastirilmistir. Aydin ilinde 23 familyaya dagilmis olan toplam 64
endemik bitki taksonundan bir¢ogunun familyalarinin genel Ozelliklerine
bakildiginda, sitotoksik aktivite gOsterebilecek  bilesikler igerebilecekleri
diistiniilmiistiir. Ancak yapilan literatiir taramalar1 neticesinde bu bitkilerin antikanser
ozellik veya sitotoksik aktivite bakimmdan ele alinip arastirilmadigi sonucuna
ulasilmistir. Kanser ile miicadelede yeni tedavi edici yaklagimlarin gerekliligi goz
Oniine alindiginda bu endemik bitkilerin sitotoksik etkinliklerinin arastirilmasi

gerektigi sonucuna varilmstir.

Bu nedenle bu tez calismasinda, Aydin yoresinden sitotoksik aktivite gdsterebilecegi
diistiniilen ve toplanabilirligi de goz oniinde bulundurulan 4 ayr1 endemik bitki tiirii
secilmistir. Secilen bu 4 ayr1 endemik bitki tiiriintin tiim kisimlar1 kullanilarak (tiim
bitki) elde edilen 4 farkli ekstrakt tipinin (petrol eteri, diklormetan, etil asetat ve
metanol) HL-60 16semi hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik (boliinmeyi engelleyici)

aktiviteleri ile apoptotik ve nekrotik etkileri aragtirilmigtir.
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III-MATERYAL ve YONTEM

A-AYDIN iLi SINIRLARINDA BULUNAN ENDEMIK BIiTKILER

Ulkemiz zengin bir biyolojik cesitlilige sahiptir. Tiim Avrupa kitasinda 12.000 bitki
tiirli bulunmasina karsin, iilkemizde tiir ve tiir alt1 kategorilerde bulunan takson sayis1
11.500’ti agsmustir. Bunlarin icerisindeki endemik tiir sayisi ise, 3000’e yakindir. Bitki
tiirlerinin %33’ endemik olan Tiirkiye bu konuda onde gelen iilkelerden biridir.
Bunlarin disinda sadece Tiirkiye endemigi olan 10 cins bulunmaktadir. Endemizim
oranmin oldukca yiiksek oldugu Tiirkiye florasi, tibbi ve aromatik bitkiler agisindan
da oldukca zengindir (T.C. Cevre Ve Orman Bakanligi “Tiirkiye’nin Biyolojik
Zenginlikler1” Kitapg¢ig - 2005, Ankara).

Aydm ili smirlar icerisinde yayilis gosteren endemik bitkiler, Tiirkiye Bitkileri Veri
Servisi (TUBIVES-TUBITAK) taranarak belirlenmistir. Buna gore Aydin’da 23
Familya’ya dagilmis olarak toplam 64 endemik bitki taksonu bulunmaktadir. Bu

bitkilerin Familya ve Cins 6zellikleri incelenmisgtir:

Aydm ili Sinirlarinda Bulunan Endemik Bitkiler:
Familya :23
Cins 48
Tiir :64
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1-Toplanan Taksonlara iliskin Familya ve Cins Diizeyinde Bilgiler
a-Familya: Iridaceae (Siisengiller)

Rizomlar1 parfiim sanayisinde kullanilan tiirleri vardir (Zeybek N. ve Zeybek U.,
1994-1ZMIR ve Baytop, 1999- ISTANBUL).

Genus: Crocus L. (Safran)

Ulkemiz Crocus tiirleri bakimindan olduk¢a zengindir. C. sativus (Safran) en iyi
bilinendir. Safranda renk maddeleri krosin ve krosetin ile birlikte bunlara yakin
karotin, likopin ve zeaksantin pigmentleri de bulunmaktadir. Sinir sistemi uyarici,
istah acici, adet soktiiriicii, koku ve renk verici olarak kullanilmaktadir (Zeybek N. ve
Zeybek U., 1994-1ZMIiR ve Baytop, 1999- ISTANBUL). Literatiire bakildiginda
cesitli Crocus tiirlerinin kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu
goriilmektedir (Nair et al., 1991, Escribano et al., 1996, Escribano et al.,1999 a ve b,
Abdullaev et al., 2003, Chryssanthi et al., 2007,)

Takson: Crocus olivieri Gay subsp. balansae (Gay ex Baker) Mathew

Sekil 3.1 Crocus olivieri Gay subsp. balansae (Gay ex Baker) Mathew
(Foto: Ali OZMEN-2007)
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Dolayis1 ile iizerinde calisilmayan ve endemik bir tiir olan Crocus olivieri ssp.
balansae antikanser aktivite bakimindan etkili bilesikler icerebilecegi diisiincesi ile

tez caligmasi kapsamina alinmistir (Sekil 3.1).

b-Familya: Lamiaceae, Labiatae (Ballibabagiller)

Familya iiyeleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolayr farmakolojide ve
parfiimeri sanayisinde 6nemli yer tutmaktadirlar. Eterik yag elde edilmekte, baharat
olarak kullanilmakta ve siis bitkisi olarak yetistirilmektedirler (Zeybek N. ve Zeybek
U., 1994-IZMIR ve Baytop, 1999- ISTANBUL). Lamiaceae familyasma ait bitkiler
ile yapilan kimyasal analizler sonucunda bu bitkilerin eterik yaglar, act maddeler,
polifenoller, tanenler ve diger baska bazi maddeler icerdikleri belirlenmistir (Zeybek

N. ve Zeybek U., 1994-1ZMIR).

Salgiladiklar1 ugucu yaglar eczacilik, parfimeri ve kozmetik sanayisinde
kullanilmaktadir. Bu yaglarda monoterpenler, sesquiterpenler, fenilpropan tiirevleri
bulunmaktadir. Familya iiyelerinde act maddelere de sik rastlanmaktadir. Bunlar
Salvia tiirlerinin salgi pullarinda biriken andorn veya karnosol (pikrosalvin)’dur.
Bunlarin disinda flavonoidler ve iridoid tiirii maddeler Labiatae tanenleri olarak
isimlendirilmektedir. Bu maddelere familyanin iiyelerinin cogunda rastlanmaktadir.
Bu maddeler kahve asiti, rosmarin asit ve kahve asiti esterinin tiirevleridir.
Familyanin bazi iiyelerinde silisyum asiti ve nitratlar depo edilmektedir. Bu 6zelligi
nedeniyle eski yillarda Herba galopsidis — silisyum asit drogu olarak kullanilmistir.
Baz1 bitkilerin tohumlarinda ve toprak alti organlarinda Plantaginaceae’de oldugu

gibi trisakkaritler ve tetrasakkaritler de bulunmaktadir (Baytop, 1999- iISTANBUL).

Genus: Scutellaria L. (Kaside)

Ulkemizde de S. orientalis kabiz ve kan kesici, yara iyi edici ve kuvvet verici olarak
kullanilmaktadir (Baytop, 1999- ISTANBUL). Literatiire bakildiginda ayn1 genusa
ait S. baicalensis, S. barbata ve S. rivularis gibi tiirlerin kanser hiicreleri iizerinde

cesitli diizeylerde etkilere sahip olduklar1 goriilmektedir (Powell et al., 2003, Sonoda
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et al., 2004, Yin et al., 2004, Dai et al., 2006, Dai et al., 2007, Kim et al., 2007,
Kumagai et al., 2007, Ye et al., 2007,).

Takson: Scutellaria orientalis L. subsp. carica Edmondson

Sekil 3.2 Scutellaria orientalis L. subsp. carica Edmondson (Foto: Ali OZMEN-2007)

Dolayist ile tizerinde ¢alisilmayan ve endemik bir tiir olan Scutellaria orientalis ssp.
carica da antikanser aktivite bakimindan etkili bilesikler icerebilecegi diisiincesi ile

tez caligmasi kapsamina alinmistir (Sekil 3.2).

c-Familya: Scrophulariaceae (Siracaotugiller, Aslanagzigiller)

Familya {iyelerinden, kalp ilaglar1 yapiminda kullanilan hammadde elde
edilmektedir. Digitalis tiirlerinde kardiyotonik glikozitler bulunmaktadir. Bu
glikozitler kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Verbascum tiirlerinde
triterpenoid yapida saponinler bulunmaktadir. Cigeklerinden ekspektoran preparatlar
yapilmaktadir (Zeybek N. ve Zeybek U., 1994-iZMIR ve Baytop, 1999-
ISTANBUL).

Genus: Scrophularia L. (Siraca otu)

S. nodosa L. idrar arttirici, yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999-
ISTANBUL). S. libanotica, S. striata ve S. umbrosa ‘mn dekoksiyonlar1 Tiirkiye’de
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de halk arasinda derideki bezeler i¢cin kullanilmaktadir (Sezik ve ark., 2001). Ayrica
Scrophularia tiirlerinin kanser hiicre hatlar1 {izerinde etkili olduklarmi bildiren

caligmalar bulunmaktadir (Galindez et al., 2002, Nguyen et al., 2005).

Takson: Scrophularia floribunda Boiss. & Bal.

Sekil 3.3 Scrophularia floribunda Boiss. & Bal. (Foto: Ali OZMEN-2007)

Dolayis1 ile iizerinde c¢alisilmayan ve endemik bir tiir olan Scrophularia floribunda
da antikanser aktivite bakimindan etkili bilesikler icerebilecegi diisiincesi ile tez

caligmasi kapsamma alinmistir (Sekil 3.3).

d-Familya: Guttiferae, Clusiaceae, Hypericaceae (Binbirdelikotugiller)

Ilag, zamk ve parfiimeri sanayisinde kullamlmaktadir. Organlarinda ve ozellikle
yapraklari ile ¢iceklerinde balsam ve eterik yag salgilayan sizogenik salgi ceplerinin
bulunusu 6nemli anatomik 6zelliklerdendir (Zeybek N. ve Zeybek U., 1994-1ZMIR
ve Baytop, 1999- ISTANBUL).

Genus: Hypericum L. (Binbirdelik otu, kantaron, yara otu)

H. perforatum L. dahilen antispazmotik, kabiz, yatistirici ve kurt diisiiriicii, haricen
ise antiseptik ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir. Bilhassa yanik yaralarinin

tedavisinde cok etkilidir. Cibanlarin iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir (Baytop,
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1999- ISTANBUL). Literatiire bakildiginda Hypericum tiirlerinin antikanser etkisi
belirgin bir sekilde goriilmektedir (Schempp et al., 2001, Agostinis et al., 2002,
Hostanska et al., 2003, Martarelli et al., 2004, Ferraz et al., 2005, Poveda et al.,
2005, Schempp et al.,2005, Skalkos et al., 2005, Wilairat et al., 2005, Dell’ Aica et
al., 2007).

Takson: Hypericum adenotrichum Spach.

Sekil 3.4 Hypericum adenotrichum Spach. (Foto: Ali OZMEN-2007)

Bu taksonun ekstraktinin kimyasal analizi yapilmistir. %38 oraninda germakren D ve
bunun disinda 45 bilesik icerdigi bulunmustur (Erken ve ark., 2001). Yapilan bir
calismada Hypericum adenotrichum’un ekstraktimin igcerik olarak Hypericum
perforatum’ a ¢ok benzedigi bulunmustur (Crockett et al, 2005). Genusun genel
ozellikleri g6z Oniinde bulunduruldugunda iizerinde ¢alisilmayan ve endemik bir tiir
olan Hypericum adenotrichum da antikanser aktivite bakimindan etkili bilesikler

icerebilecegi diisiincesi ile tez caligmasi kapsamina alinmustir (Sekil 3.4).
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B-BITKILERIN TOPLANMASI, SAKLANMASI ve
EKSTRAKSiYONU

1-Bitkilerin Toplanmasi

Tez calismasinda kullanilmak {izere secilen bitkiler, ¢iceklenme donemlerinde
konuya iliskin bilgisi ve deneyimi olan bir Sistematik Botanik¢i ile birlikte
toplanmustir. Bitkilerin toplanma tarihleri, lokaliteleri ve tehlike kategorileri Cizelge
3.1°de yer almaktadir. Tehlike kategorileri Ekim ve ark. (2000) tarafindan hazirlanan
Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’'ndan alinmigtir. Toplanan bitki 6rnekleri araziden
geldikten hemen sonra Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Elemanlar1 Yard. Dog. Dr.
Ozkan EREN ve Dr. Mesut KIRMACI tarafindan tayin edilmistir. Daha sonra
bitkiler ¢esme suyu ile yikanarak paketlenmis ve denemeler yapilincaya kadar -80
°C’de saklanmustr. Ayrica herbaryum Ornekleri de hazirlanmis, bitkilere numara
verilerek etiketlenmis ve kayit alta alinarak, Adnan Menderes Universitesi Biyoloji

Bolimii AYDN kodlu herbaryumunda saklanmustir.

Cizelge 3.1 Toplanan bitkiler, toplanma tarihleri ve lokaliteleri

. Tehlike Tarih ve
Familya Genus Takson Kategorisi Lokalite
Crocus olivieri 22.02.2007.
. Gay LR (nt)
Iridaceae .. | Bornova-
(Siisengiller) Crocus L. subsp.balansae | Az Tehdit Cicekli koyi
& (Gay ex Baker) | Altinda ¢ i
350-400 m.
Mathew
Scutellaria 04.04.2007,
Labiatae Scutellaria L orientalis L. EN Giizelkoy—
(Ballibabagiller) ’ subsp. carica Tehlikede | Karacasu,
Edmondson 368 m.
03.05.2007,
Scrophulariaceae Scrophularia LR (nt) |Tralleisin
(As] fna“m iller) Scrophularia L. | floribunda Az Tehdit | arkas1 Alatepe-
£7ig Boiss. & Bal. Altinda | Horozkoy yol
ayrimi, 369 m.
. Hypericum LR (Ic) 17.05.2007, -
Guttiferae . . .. | Karincali dagy,
NPT . Hypericum L. adenotrichum | Az Tehdit
(Binbirdelikotugiller) Karacasu
Spach. Altinda 1422 m.
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Scrophularia floribunda Boiss. & Bal. taksonu i¢cin Aydin ili sinirlari icerisinde
Tiibives veritabam tarafindan yayilis alani belirtilmemesine ragmen yapilan arazi
caligmalarinda bu bitki Aydin ili smirlar1 icerisinden toplanarak tayin edilmistir.
Aydm ili swnirlart igerisinde bulunan endemik bir tiir olmasi nedeni ile tez

caligmasina da dahil edilmistir.

2-Bitkisel Ekstraktlarin Elde Edilmesi

a- Kimyasallar

Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢oziiciiler; Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve

Metanol, “Merck KGaA (Almanya)” firmasmdan alinmaistir.
b- Bitkilerin Ekstraksiyonu ve Coziiciillerin Uzaklastiriimasi

- 80 °C’de dondurulmus olan bitkisel materyalin kok, govde, yaprak, rizom, korm
veya sogan gibi tiim kisimlar1 (tiim bitki) liyofilizatér yardimi ile kurutulmustur.
Bitkilerin liyofilizasyon oOncesi yas agirhiklar1 ve liyofilizasyon sonrasi kuru
agirliklar: belirlenmistir (Cizelge 3.2). Daha sonra soksalet, ¢alkalayici ve evaporator
kullanilarak; Petrol eteri, Etil asetat, Diklormetan ve Metanol ekstraktlari
hazirlanmistir. Ekstraksiyon i¢in kullanilan bu ¢oziiciiler polarite ozellikleri goz

oniinde bulundurularak sec¢ilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan bitkilerin yas ve kuru agirliklar

Bitki ad1 Yas agirlik (g) | Kuru agirlik (g)
Crocus olivieri ssp. balansae 165.11 79.74
Scutellaria orientalis ssp. carica 614.00 204.00
Scrophularia floribunda 502.00 274.00
Hypericum adenotrichum 957.00 335.00
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- Petrol Eteri Ekstrakti

Kaynama noktas::  30-40 °C
Dielektrik sabitesi: 2-2.2

Kurutulmus 6rnegin ekstraksiyonu soksalet cihazinda 10 ml/g olacak sekilde Petrol
eteri ile yikanarak yapilmistir. Ekstraksiyona ornek haznesindeki eter renksiz
oluncaya kadar devam edilmistir. Ornekleri giines 1s1¢min etkisinden korumak igin,
soksalet aliminyum folyo ile kaplanmistir. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra eter,

evaporator ile 40 °C’de uzaklastirilmstr.

- Etil Asetat Ekstrakti

Kaynama noktasi:  76,5-77,5 °)c

Dielektrik sabitesi: 6

Formiil: CH;COOC,H;5
O

Molekiil: )J\

H,C” SO SCH,

Soksalet kartusunda kalan bitki kalintis1 kurutulmustur ve 10 ml/g olacak sekilde etil
asetat ile karanlikta muamele edilmistir. Ekstraksiyon islemi agzi kapakli erlenlerde,
oda sicakliginda ve calkalanarak yapilmustir. Bitki kalintisi, ekstreler
renksizlesinceye kadar tekrar tekrar etil asetat ile muamele edilmistir ve elde edilen
ekstreler, filtre kdgidindan siiziilerek birlestirilmistir. Etil asetat, evaporatorde 75

0C’de uzaklastirlmustir.

- Diklormetan Ekstrakti

Kaynama noktas::  39.8-40 °C
Dielektrik sabitesi: 9.1

Formiil: CH,Cl,
C|Tl
Molekiil: H—C—H

Cl



30

Kurutulmus 6rnegin ekstraksiyonu; 10 ml/g ¢oziicii olacak sekilde soksalet yardimi

ile yapilmustir ve ¢oziicii evaporatorde 40 °C’de uzaklastirilmistir,

- Metanol Ekstrakti

Kaynama noktas::  64.7 °C
Dielektrik sabitesi: 32.6

Formiil: CH;0H
H H
HG /
Molekiil: /C—O
H

Diklormetan ekstraksiyonundan ¢ikan bitki kalintis1 kurutulmustur ve 10 ml/g olacak
sekilde metanol ile karanlikta muamele edilmistir. Ekstraksiyon islemi agzi1 kapakli
erlenlerde, oda sicakliginda ve calkalanarak yapilmistir. Bitki kalintis1 ekstreler
renksizlesinceye kadar tekrar tekrar metanol ile muamele edilmistir ve elde edilen
ekstreler, filtre kigidindan siiziilerek birlestirilmistir. Metanol, evaporatorde 65 °C’de

uzaklastirilmistir.

Elde edilen ekstraktlar tartimlar1 yapilarak (Cizelge 3.3) kapakl tiiplerin icerisine
alinmustir. Uzerine bitki tiirii, kullamilan ¢oziicii ve tarih bilgileri yazilarak aktivite

kaybina engel olmak amaciyla —80 °C’de saklanmustir.
c- Elde Edilen Ekstraktlarin Coziinmesi

Bitkisel ekstraktlar sitotoksik degerlendirmede kullanilmak iizere etanol igerisinde
¢Ozliinmiistiir. Kurutulan bitki Orneklerinden 50’ser g tartilarak ekstraktlar
hazirlanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 Elde edilen ekstrakt miktarlari

Bitki ad1 Petrol eter | Etil asetat | Diklormetan | Metanol

(2 (2 (2 (2
Crocus olivieri ssp. balansae 0.056 0.125 0.106 4.138
Scutellaria orientalis ssp. carica 0.412 0.324 1.090 1.649
Scrophularia floribunda 0.257 0.356 0.381 3.237
Hypericum adenotrichum 0.288 0.267 0.527 1.407

Bu asamadaki caligmalar; -80 °C’den cikarilan ekstraktlarin aktivitelerinin
kaybolmasini engellemek amaciyla buz iizerinde yapilmistir. Ekstraktlarin iizerine
bir defada 500 pl olmak iizere etanol ilavesi yapilmistir ve her ilaveden sonra
sonikator yardimi ile ekstraktlar ¢Oziinmiistiir. Ekstraktlar1 ¢ozmek icin
kullanilabilecek olan maksimum etanol miktar1t HL—60 hiicreleri ile bir 6n deneme
yapilarak belirlenmistir. Bu 6n denemeye iliskin sonuglara gore esas denemede
kullanilacak alkol konsantrasyonunun maksimum %0,12 - %0.46 degerleri arasinda
kalmas1 gerektigi belirlenmistir. Daha yiiksek miktarlarda alkol kullanildiginda

hiicrelerin normal cogalmalar: etkilenmektedir.

Kullanilan ¢o6ziici miktarlarina  bagh olarak elde edilen ¢oziinmiis bitki
ekstraktlarinin yogunlugu, kuru agirlik g6z 6niinde bulundurularak g/ml cinsinden
stok deger olarak hesaplanmistir. Yine bitkilerin etkileri arasinda karsilastirma
saglayabilmek amaciyla kullanilan ¢6ziicii miktarlarinin da esit olmasma dikkat
edilmistir ve bu diisiinceyle tiim ekstraktlar 2 ml etanol igerisinde ¢oziinmiislerdir.
Kuru agirliklarinin da 50 g olmak iizere esit diizeyde ayarlanmis olmasi nedeniyle

tiim ekstraktlarin stok yogunluklar1 25 g/ml olarak elde edilmistir.

Elde edilen coziinmiis bitkisel ekstraktlar, bir tiipe 1 ml olmak iizere 2 tiipe
boliinmiistiir ve bu tiiplerden bir tanesi sitotoksik degerlendirmede kullanilmak iizere
ayrilmistir. Digeri stok olarak -80 °C’de saklanmustir. Sitotoksik degerlendirmede
kullanilmak iizere ayrilan ekstraktlar sogutuculu santrifiijde +4 °C’de, 12.000 rpm’de
5 dk santrifiijlenmistir. Buradan elde edilen siipernatantlar baska bir tiipe

aktarimistir ve geriye kalan pelletler de -80 °C’de saklanmustir. Sitotoksik
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degerlendirmede siipernatantlar kullanilmistir. Siipernatantlar da denemelerde

kullamlana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

C-SiTOTOKSIiK DEGERLENDIRME

1-HL-60 Hiicreleri ile Denemeler

a-Hiicrelerin ve Kiiltiir Ortamlarinin Temini

HL-60 hiicreleri ATCC (American Type Culture Collection; ATCC: CCL-240)’den
almmistir ve GIBCO (Invitrogen Co.)’'nun standart hiicre kiiltiirii ortamlarinda
(RPMI 1640) biiyiitiilmiistiir. Kiiltiir ortamina yapilan ilaveler de (Fetal Calf Serum,
L-Glutamin, Streptomisin-Pensilin) GIBCO, Hoechst 33258 ve Propidium lodide
SIGMA (Sigma-Aldrich Co.)’dan alinmustir.

b-Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Ekstrakt Uygulamalar

Siv1 azot icerisinde dondurulmus olarak bulunan HL-60 hiicre hatti denemelerde
kullanilmak iizere ¢ikartilmis ve tiipiin % ii suyun icine gelecek sekilde 37 °C’ lik su
banyosunda 1-2 dakikada yavasca calkalayarak hiicrelerin ¢dziinmesi saglanmistir.
Son buz pargast eridiginde su banyosundan alinmistir ve daha sonra igerisinde
hiicreler bulunan bu tiip %70’ lik etanol ile yikanmustir. Tiip icerigi 15 ml’lik bir
santrifiij tiipiine aktarilmistir ve izerine 3-4 ml 1lik ortam ilave edilmis ve 800 rpm’
de oda sicakliginda 5 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirilip pellet yeni 1lik
kiiltiir ortaminda resiispanse edilmis ve hiicreler kiiltiir siselerine aktarilmistir. Bu

hiicreler 37 °C’de %5 CO, ve %96 nem iceren atmosferde cogaltiimislardir.

Cesitli hiicre tipleri farkli cogalmalar gosterebilmektedirler. Bazilar1 tutunarak
cogalmaktadirlar. Bazilar1 ise ortam icerisinde serbest ¢ogalmaktadirlar. Serbest
cogalabilenler kiiltiir ortamindan pipetlenerek direk alinabilmektedir ancak tutunan
hiicreler i¢in Oncelikle hiicreleri zeminden kaldirmak gerekmektedir. HL-60 hiicreleri
serbest olarak cogalirlar ve ortam olarak RPMI 1640 (L-glutamine) kullanirlar. Bu

ortam +4 °C’de saklanir. Ortam kullanilmadan yarim saat once 37 °C’deki su
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banyosuna alinmis ve daha sonra iizerine %10 oranina karsilik gelecek miktarda yani
50 ml Fetal Calf Serum (FCS) eklenmistir. Toplam hacim 550 ml’ye tamamlanmustir.
Ortam igerisine %1 Glutamin (5.5 ml) ve kontaminasyonu Onlemek icin %]l
Streptomisin-Penisilin (5.5 ml) antibiyotik karisimi eklenmistir. HL—60 hiicreleri
ml’de 100.000 (0,1 x 10° hiicre olacak sekilde kiiltiir sisesinde cogaltilmustir ve
bitkisel ekstraktlar artan konsantrasyonlarda ( 0.5, 1, 4, 20 ve 40 mg/ml ) 24, 48 ve
72 saat olmak iizere uygulanmistir. Daha sonra hiicreler bir hiicre sayacinda (CC-108
microcellcounter, Sysmex Co.) sayilarak hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon

(I,Cso) belirlenmistir.

Biitiin bitkisel ekstrakt denemeleri 3 tekrarli yapilmistir. Steril kiiltiir siseleri tizerine
numara, uygulama grubu, kullanilan ¢oziicli, hiicre hatti tipi ve tarih bilgileri
yazilmistir. Her deneme i¢in iki adet kontrol grubu kullanilmistir. Bir kontrol grubu
sadece ortam1 (RPMI-1640) ve kullanilan hiicreyi (HL-60) igermektedir. Diger
kontrol grubu ise ilave olarak ekstraktin uygulama esnasinda icerisinde ¢oziindiigii
¢oziicliniin (Etanol) maksimum konsantrasyonunu icermektedir. Ekstraktin icerisinde
¢oziindiigli ¢coziicliniin miktar1 gz Oniinde bulundurularak stok ¢dzeltinin yogunlugu
daha once g/ml (25 g/ml) olarak hesaplanmistir. Bitkisel ekstraktlarin uygulama
konsantrasyonlar1 500 pg/ml, 1mg/ml, 4 mg/ml, 20 mg/ml ve 40 mg/ml olarak
belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyonu elde etmek iizere stok c¢ozeltilerden
alinacak miktarlar kullanilacak hiicre kiiltiirii ortaminin miktar1 da (5 ml veya 10 ml)
goz Oniinde bulundurularak hesaplanmistir. Bunlar Cizelge 3.4’de yer amaktadir.
Mikropipet ile cekilemeyecek kadar kiicik miktarlar taze Kkiiltlir ortami ile
seyreltilerek eklenecek miktarlar tekrar hesaplanmistir. Oncelikle gerekli miktar 10
veya 100 ile carpilmistir ve ¢ikan rakamdan gerekli ekstrakt miktar1 diisiilerek
belirlenmistir. Bu rakam, alinmasi gereken taze besi yeri miktarmi vermektedir.
Bunun icine gerekli ekstrakt ilave edilmis ve hesaplanan miktarlarda kiiltiirlere

uygulanmustir.

Biitiin caligmalar steril kabin icerisinde yiiriitiilmiistiir ve steril tek kullanimlik
pipetler kullanilmistir. Eldivenler ve steril kabin icerisine sokulacak diger

malzemeler de %70’lik alkol ile steril edilmistir.
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Kiiltiir sisesi hazirlarken dncelikle kullanilacak olan hiicre hattinin hiicre yogunlugu
hiicre sayaci ile belirlenmistir. Hazirlanacak olan kiiltiiriin miktar1 da (5 ml veya 10
ml ) g6z 6niinde bulundurularak son konsantrasyon ml’de 100.000 hiicre (0,1 x 10%)
olacak sekilde ayarlanmistir ve bu hesaplamalara gore stok siseden gerekli miktar

alinip yeni kiiltiir sisesine eklenmistir.

Ilgili ekstraktlar ve kontrol grubu kimyasallar1 bu asamada eklenmistir. Eklemeden
sonra pipetleme ile resiispansiyon saglanmistir. Her bir ekstrakt i¢in yapilan
uygulamalar Cizelge 3.4’de yer almaktadir. Hiicre kiiltiiriine ekstrakt uygulamasinda
da sartlar esit olarak saglanmustir. Tim bitkiler i¢in esit konsantrasyonlar

hesaplanmis ve kiiltiir ortamlarma uygulanmagtir.

Cizelge 3.4 Uygulama gruplar1 ve uygulanan ekstrakt miktarlari

Ekstrakt tipi Uygulama Kullanilan Baslangictaki Stoktan alinan
grubu ortam miktar1 | HL-60 hiicre bitki ekstresi
(3 tekrarh) sayisi (b.e.) veya alkol
miktari
_ Kontrol 5ml 0,1 x 10° X
Petrol Bteri 7o+ ErOH 5 ml 0,1 x 10° 8 ul alkol
Etil Asetat 500 pg/ml S ml 0,1 x 102 0,1 pl (b.e.)

. 1 mg/ml 5 ml 0,1x10 0,2 ul (b.e.)
Diklormetan 4 mg/ml 5 ml 0.1 x 10° 0,8 ul (b.c.)
Metanol 20 mg/ml 5 ml 0,1 x 10° 4 ul (b.e.)

40 mg/ml 5ml 0,1 x 10° 8 ul (b.e.)

2-Hiicre Sayimm

Hiicre saymmi i¢in Oncelikle tampon c¢ozelti (PBS: Phosphate Buffered Saline)
hazirlanmustir. Pipetleme ile resiispanse edilen ortamdan alman 200 pl hiicre kiiltiirii
9,8 ml tampon c¢ozelti icerisine ilave edilerek, tampon ¢ozelti pipetleme ile
resiispanse edilmistir. Resiispansiyon iyi yapilmadigi durumda 3’lii tekrarlardaki
degerler arasinda farkliliklar meydana gelecektir ve standart sapma artacaktir.
Dolayis1 ile resiispansiyonun dikkatli ve iyi yapilmasi gerekmektedir. 24, 48 ve 72

saatlik hiicre sayimlar1t CC-108 microcellcounter hiicre sayacinda yapilmaistir.
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3-Boliinen Hiicre Oranminmin Hesaplanmasi

[(Cr2nsekstraki — Codnsekstrakt) / (C72n-ekstrakt — Ca4n-ekstrakt)] X 100 = % boliinen hiicre

Crontekstrake:  Uygulamadan 72 saat sonraki hiicre sayisi
Coanteksrake:  Uygulamadan 24 saat sonraki hiicre sayisi
Cronekstraki:  €kstrakt uygulamasi olmadan 72 saat sonraki hiicre sayisi

Cosneksraki:  €kstrakt uygulamasi olmadan 24 saat sonraki hiicre sayisi

Ham veriler ilgili ¢izelgeden exel dosyasina aktarilmistir ve boliinen hiicre oraninin
hesaplanmas1 yukaridaki formiiller ile yapilmigstir. Biitiin denemeler 3 tekrarh

yapilmustir.

D-APOPTOZiS VE NEKROZiS YONTEMIi

Apoptotik ve nekrotik etkiyi belirlemek i¢in; HL-60 hiicreleri kiiltiir siselerinde
diisik yogunlukta cogaltilmistir ve secilmis bitki ekstraktlarinin  ilgili
konsantrasyonlar1 (1, 4 ve 20 mg/ml) ile muamele edilmistir (Cizelge 3.5). HL-60
hiicreleri HO/PI (Hoechst 33258 / Propidium Iodide) yontemiyle boyanarak
apoptotik ve nekrotik etki gosteren ekstraktlar belirlenmistir (Grusch et al., 2002,
Huettenbrenner et al.,2003).
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Cizelge 3.5 Apoptozis icin segilen bitkiler, ekstraktlar ve konsantrasyonlari

Bitki Ad1 Ekstrakt Uygulama Ortam | Baslangig Stoktan
Tipi grubu miktari HL-60 alman bitki

(3 tekrarh) hiicre ekstresi
sayisi (b.e.) veya

alkol

miktar1
Kontro+EtOH | 5ml | 0,1x10° | 4 ulalkol
Scrophularia 1 mg/ml Sml 0,1x 10° 0,2 ul (b.e.)

; Metanol 6

floribunda 4 mg/ml 5 ml 0,1 x10° | 0,8 ul (b.e.)

20 mg/ml Sml 0,1x10° | 4ul(be)

Kontro+EtOH | 5ml | 0,1x10° | 4 plalkol

iﬁf‘;;fi‘;g‘;s Metanol 1 mg/ml Sml | 0,1x10° |0,2pul(be)
o p- 4 mg/ml Sml | 0,1x10° | 0,8 ul(be.)
20 mg/ml Sml 0,1x10° | 4pul(be)

Kontro+EtOH | 5ml | 0,1x10° | 4 ulalkol

. 1 mg/ml Sml 0,1 x10° | 0,2 ul(b.e.)

Petrol Bleri " o/ml S5ml_ | 0,0x10° | 0.8 ul (be.)

20 mg/ml Sml 0,1x10° | 4ul(be)

Kontro+EtOH | 5ml | 0,1x10° | 4 plalkol

Hypericum . 1 mg/ml S ml 0,1 x10° |02 ul (b.e.)
adenotrichum Etil Asetat 4 mg/ml Sml 0,1x 10° 0,8 ul (b.e.)

20 mg/ml Sml 0,1x10° | 4pul(be)

Kontro+EtOH | 5ml | 0,1x10° | 4 ulalkol

1 mg/ml Sml 0,1x10° | 0,2 ul(b.e.)

Diklormetan 4 mg/ml Sl 0,1x10° |08 ul (b.e.)

20 mg/ml Sml 0,1x10° | 4pul(be)

Hoechst 33258 / Propidium Iodide (HO/PI) boyama ile hiicre Sliimiiniin tespiti
yontemin avantaji canli, apoptotik ve nekrotik hiicreleri aywt etmeye olanak
saglamasidir. Bu amagla, HL-60 hiicreleri 100.000/ml yogunlukta siselere
aktarilmistir. Daha sonra ekstraktlar artan konsantrasyonlarda (1, 4 ve 20 mg/ml) 24
ve 48 siirelerde hiicre kiiltiirii ortamina uygulanmigtir. HO/PI boya karigimi 200
ul/200 pl (1:1) olmak iizere karistirilmistir ve iizerine 600 ul steril su ilavesi 1000
ul’ye tamamlanmistir. Pipetleme ile resiispansiyon yapilmistir ve boya kullanincaya
kadar karanhikta saklanmistir. Ekstrakt uygulamasi siiresi sonunda hiicre kiiltiirti
ortamimdan 50 pl alinmistir ve tizerine 5 ul HO/PI boyas: ilave edilmigstir. Boyanin
floresan 0zelligini 151kta kaybetmesi nedeni ile boyama islemi direkt 151k almayacak
sekilde steril kabin icerisinde yapilmistir. Daha sonra 1 saat 37 °C’ de %5 CO, ve

%96 nem igeren ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda bir lam {iizerine 30’ar ul
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ornek alinip damlatilmis ve floresan mikroskop (Zeiss Axiovert) altinda UV 15181 ve
DAPI filtresi ile incelenip mikroskobik fotograflar cekilmistir (MB:10x10). Cekilen
fotograflardan canli hiicreler, apoptotik hiicreler ve nekrotik hiicreler sayilip oranlar1
belirlenmistir (Grusch et al., 2002, Huettenbrenner et al.,2003). Bu hiicre tiplerine ait
mikroskobik fotograflar Sekil 3.5’de yer almaktadir. Burada yer alan fotograflarda;
mavi renkli ve tam boyanmis hiicreler normal hiicreleri (a), mavi renkli ve parcali
(apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler erken apoptotik hiicreleri (b), mavi-pembe
renkli ve pargali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler ge¢ apoptotik hiicreleri
(c) ve pembe renkli tam boyanmus hiicreler de nekrotik hiicreleri (d) temsil

etmektedir.

a- normal hiicre b- erken apoptotik

c- geg apoptotik d- nekrotik hiicre

Sekil 3.5 HO/PI Boyama: normal hiicre (a), erken apoptotik (b), ge¢ apoptotik (c) ve
nekrotik hiicre (d) ayrimi [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

E-iSTATISTiKi DEGERLENDIRME

GraphPad 4.0 analiz programu ile kontrol ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar
(ANOVA testi ile tek yonlii olarak) hesaplanmistir. Standart hatalar: igeren grafikler

hazirlanmustir.
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IV-BULGULAR

A- HL-60 HUCRE HATTINDAN ELDE EDIiLEN SiTOTOKSIK
AKTIiVITE VERILERIi

Crocus olivieri ssp. balansae, Scutellaria orientalis ssp. carica, Scrophularia
floribunda ve Hypericum adenotrichum bitkilerinden farkli yontemlerle (petrol eteri,
etil asetat, diklormetan ve metanol) elde edilmis ekstraktlarin HL-60 hiicre hattina
uygulanmasi1 sonucunda elde edilen sitotoksik aktivite verileri her bir bitki ic¢in

degerlendirilmistir.

1-Crocus olivieri ssp. balansae Bitkisine Ait Ekstrakt Uygulamalar:
Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen Sitotoksik Aktivite

Verileri

Crocus olivieri ssp. balansae bitkisine ait farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 4, 20 ve
40 mg/ml) ve farkli yontemlerle (petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol)
ekstraktlar elde edilmistir. HL-60 hiicre hattina uygulanan ekstraktlar, muamele
oncesi etanolde ¢oziinmiistiir (Ornegin: petrol eter / etanol). Ekstraktlarmm HL-60
hiicre hattina uygulanmasi sonucunda elde edilen sitotoksik (hiicre boliinmesini

engelleyici) aktivite verileri karsilastirmali olarak Cizelge 4.1°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1 Kontrol ve Crocus olivieri ssp. balansae bitkisinin uygulama gruplarina ait
sitotoksik aktivite degerleri

Ekstrakt Kontroul Etup fart Uygulama gruplar1 (mg/ml)
% boliinme vt - .
- . % boliinme degerleri
degerleri .
Kontrol | Kontrol | 0.5 | 1 4 20 |40 P
+
Etanol

Petrol Eter 100.00 | 92.26 | 94.89 | 9334 | 9489 | 86.53 | 66.41 | 0,0001
+0,8 +0,7 +5,7 +3.9 +0,4 +1,5

Etil Asetat 100.00 | 95.09 | 100.00 | 102.80 | 95.79 | 55.69 8.23 | 0,0001
+3,2 +3,1 +2.4 +5,8 +3,7 +2.4

Diklormetan | 100.00 | 95.09 | 95.79 | 97.54| 99.82| 92.29 | 43.78 | 0,0001
+3,2 +2,7 +3,5 +2,8 +3,3 +5,8

Metanol 100.00 | 9591 | 98.63 |101.53| 79.72 | 52.13 | 41.73 | 0,0001
+1,2 +2,3 +2.4 +1,0 +3,9 +4.,6
p - - 10,4348 | 0,3404 | 0,0257 | 0,0001 | 0,0001 -

*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark 6nem tasimaktadir (*ekstrakt ici)

*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark onem tasimaktadir (*ekstraktlar arasi)

Crocus olivieri ssp balansae
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Sekil 4.1 a. Crocus olivieri ssp. balansae bitkisine ait petrol eteri (a) ekstraktimin farkl
konsantrasyonlarinin ve kontrol gruplarinin boliinmeyi engelleyici aktviteleri
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Crocus olivieri ssp balansae
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Crocus olivieri ssp balansae
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Sekil 4.1 b,c. Crocus olivieri ssp. balansae bitkisine ait etil asetat (b) ve diklormetan (c)

ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin ve kontrol gruplarinin béliinmeyi
engelleyici aktviteleri
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Crocus olivieri ssp balansae
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Sekil 4.1 d. Crocus olivieri ssp. balansae bitkisine ait metanol (d) ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarinin ve kontrol gruplarinin boliinmeyi engelleyici aktviteleri

Calisma sonucunda yapilan degerlendirmeler tez ¢caligmast kapsaminda kullanilan C.
olivieri ssp. balansae bitkisinden elde edilen Ozellikle etil asetat ve metanol
ekstraktlarinin doz artis1 ile birlikte HL-60 hiicreleri iizerinde boliinmeleri azaltma
yoniinde etki ettigi goriilmektedir (Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1). Petrol eteri ekstrakt
uygulamasinda; kontrolde %100 olan hiicre boliinmesi degeri kontrol + etanol
uygulamasinda, kontrole gore az bir azalma gosterirken diger uygulamalarda (0.5, 1
ve 4 mg/ml) boliinme yeniden artisa ge¢mistir. Ozellikle 40 mg/ml’lik ekstraktin 72
saatlik uygulanmasi sonucunda bdliinme oraninda kontrole gore oldukca bir azalma
(%66.41) oldugu goriilmektedir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda ekstrakt i¢i
gozlenen farkliliklarin, kontrol ile karsilastirildiklarinda p<0,05 seviyesinde dnemli
oldugu goriilmiistiir. Etil asetat uygulamasinda da petrol eteri ekstrakti sonuglarina
benzer sonuclarin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Gerek etil asetat uygulamalarinda
gerekse petrol eter uygulamalarinda hiicre boliinmelerinin konsantrasyon artigina
bagl olarak degisim gosterdigini sOylemek pek miimkiin olmasa da, 20 ve 40
mg/ml’lik ekstrakt uygulamalarmin diger konsantrasyonlardan daha etkili oldugu
sOylenebilir (Sekil 4.1). 20 mg/ml’lik uygulama konsantrasyonunda etkili olan
ekstraktlar1 metanol > etil asetat > petrol eteri > diklormetan seklinde swralamak

miimkiindiir (Sekil 4.1 d, b, a, ¢).
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2-Scutellaria orientalis ssp. carica Bitkisine Ait Ekstrakt
Uygulamalar1 Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen
Sitotoksik Aktivite Verileri

Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisine ait farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 4, 20
ve 40 mg/ml) ve farkli yontemlerle (petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol)
ekstraktlar elde edilmistir. HL-60 hiicre hattina uygulanan ekstraktlar, muamele
oncesi etanolde ¢oziinmiistiir (Ornegin: petrol eter / etanol). Ekstraktlarmmn HL-60
hiicre hattma uygulanmas1 sonucunda elde edilen sitotoksik (bdliinmeyi engelleyici)

aktivite verileri karsilastirmali olarak Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Kontrol ve Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisinin uygulama gruplarina ait
sitotoksik aktivite degerleri

Ekstrakt Kontroul Erup far1 Uygulama gruplar1 (mg/ml)
% boliinme e - .
- . % bolinme degerleri
degerleri N
Kontrol | Kontrol | 0,5 | 1 4 20 |40 P
+
Etanol

Petrol Eter 100.00 | 91.61 | 87.68 | 86.36| 78.90 9.30 0.13 | 0,0001
+1,1 +1,0 +1,6 +0,3 +0,5 0,1

Etil Asetat 100.00 | 91.61 | 86.76 | 75.23 | 27.13 0.52 0.26 | 0,0001
+1,1 +1,0 +0,5 +0,8 +0,1 +0,2

Diklormetan | 100.00 | 91.61 | 80.47 | 74.44| 41.02 1.70 1.18 | 0,0001
+1,1 +0,8 +0,1 +3,4 +0,1 +0,4

Metanol 100.00 | 91.61 | 69.46 | 51.37 1.31 0.65 0.13 | 0,0001
+1,1 +1,4 +0,7 +0,3 0,1 +0,2
p - - 10,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0779

*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark 6nem tasimaktadir (*ekstrakt ici)
*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark onem tasimaktadir (*ekstraktlar arasi)
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Scutellaria orientalis ssp carica
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Sekil 4.2 a,b. Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisine ait petrol eteri (a) ve etil asetat (b)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin ve kontrol gruplarmin bdliinmeyi
engelleyici aktviteleri
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Scutellaria orientalis ssp carica
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Sekil 4.2 c,d. Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisine ait diklormetan (c) ve metanol (d)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin ve kontrol gruplarmin béliinmeyi
engelleyici aktviteleri

S.orientalis ssp. carica bitkisinden elde edilen ekstraktlar, petrol eter ekstrakti
haricinde HL-60 hiicre hatt1 lizerinde yiiksek oranda hiicre boliinmesini engelleyici
aktivite gostermislerdir (Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2). En etkili ekstrakt tipinin,
hiicrelerin yaklasik %50’sini (%48,63) oldiiren (I;Cso) 1 mg/ml’lik uygulama
konsantrasyonu ile metanol ekstrakti oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). Metanol
ekstraktinin yam sira etil asetat ve diklormetan ekstraktlar1 da 4 mg/ml’lik uygulama

konsantrasyonlar1 ile HL-60 hiicre hatt1 iizerinde boliinmeyi engelleyici aktivite
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gostermislerdir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda ekstrakt i¢i gozlenen
farkliliklarin, kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05 seviyesinde onemli oldugu
goriilmiistiir. Bu acidan duruma bakilirsa 4 mg/ml’lik uygulama konsantrasyonunda
etkili olan ekstraktlar1 metanol > etil asetat > diklormetan > petrol eteri seklinde

siralamak miimkiindiir (Sekil 4.2 d, b, c, a).

3-Scrophularia floribunda Bitkisine Ait Ekstrakt Uygulamalan
Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen Sitotoksik Aktivite

Verileri

Scrophularia floribunda bitkisine ait farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 4, 20 ve 40
mg/ml) ve farkli yOontemlerle (petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol)
ekstraktlar elde edilmistir. HL-60 hiicre hattina uygulanan ekstraktlar, muamele
oncesi etanolde ¢oziinmiistiir (Ornegin: petrol eter / etanol). Ekstraktlarmmn HL-60
hiicre hattma uygulanmas1 sonucunda elde edilen sitotoksik (bdliinmeyi engelleyici)

aktivite verileri karsilagtirmal1 olarak Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Kontrol ve Scrophularia floribunda bitkisinin uygulama gruplarina ait sitotoksik
aktivite degerleri

Ekstrakt Kontroul Erip far1 Uygulama gruplar1 (mg/ml)
% boliinme e - .
- . % bolinme degerleri
degerleri .
Kontrol | Kontrol | 0,5 | 1 4 20 |40 P
+
Etanol

Petrol Eter 100.00 | 98.33 | 99.09 | 101.66 | 50.07 1.21 0.90 | 0,0001
+1,5 +2,0 +1,7 +1,6 +0,4 +0,4

Etil Asetat 100.00 | 98.33 | 100.00 | 95.91 7.26 2.57 0.90 | 0,0001
+1,5 *+1,5 +1,6 +0,0 +0,5 +0,0

Diklormetan | 100.00 | 98.93 | 91.83 | 90.92 4.84 0.76 1.81 | 0,0001
+1,5 +3,0 +1,2 +0,3 +0,2 +0,5

Metanol 100.00 | 98.93 | 66.71 | 41.15 .21} -0.15| -0.45|0,0001
+1,5 +1,4 +0,8 +0,2 +0,4 +0,0
p - - 10,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0085 | 0,0112

*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark 6nem tasimaktadir (*ekstrakt i¢i)
*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark onem tasimaktadir (*ekstraktlar arasi)
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Sekil 4.3 a,b. Scrophularia floribunda bitkisine ait petrol eteri (a) ve etil asetat (b)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin ve kontrol gruplarmin bdliinmeyi
engelleyici aktviteleri
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Sekil 4.3 c,d. Scrophularia floribunda bitkisine ait diklormetan (c) ve metanol (d)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin ve kontrol gruplarmin bdliinmeyi
engelleyici aktviteleri

Tez kapsaminda calisilan S. floribunda bitkisinden elde edilen tiim ekstrakt tiplerinin
HL-60 hiicre hatt1 iizerinde boliinmeyi engelleyici aktiviteye sahip olduklar:
bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3). Ancak bunlarin etki diizeyleri degisiklik
gostermektedir. En etkili ekstrakt tipinin, 1 mg/ml’ lik konsantrasyonuyla hiicrelerin
%50’den fazlasimi (%58,85) oOldiiren metanol ekstraktinin oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.3d). Yapilan istatistiki analiz sonucunda ekstrakt i¢i gozlenen farkliliklarn,

kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05 seviyesinde onemli oldugu goriilmiistiir. Diger
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ekstraktlar benzer etkiyi ancak 4 mg/ml’lik Kkonsantrasyona ulasildiginda
gosterebilmislerdir. Bu acidan duruma bakilwrsa 4 mg/ml’'lik uygulama
konsantrasyonunda etkili olan ekstraktlar1 metanol > diklormetan > etil asetat >

petrol eteri seklinde siralamak miimkiindiir (Sekil 4.3 d, ¢, b, a)

4-Hypericum adenotrichum Bitkisine Ait Ekstrakt Uygulamalari
Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen Sitotoksik Aktivite

Verileri

Hypericum adenotrichum bitkisine ait farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 4, 20 ve 40
mg/ml) ve farkli yOontemlerle (petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol)
ekstraktlar elde edilmistir. HL-60 hiicre hattina uygulanan ekstraktlar, muamele
oncesi etanolde ¢oziinmiistiir (Ornegin: petrol eter / etanol). Ekstraktlarmm HL-60
hiicre hattma uygulanmas1 sonucunda elde edilen sitotoksik (bdliinmeyi engelleyici)

aktivite verileri karsilagtirmali olarak Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Kontrol ve Hypericum adenotrichum bitkisinin uygulama gruplarina ait
sitotoksik aktivite degerleri

Ekstrakt Kontroul Erup far1 Uygulama gruplar1 (mg/ml)
% boliinme e - .
- . % bolinme degerleri
degerleri .
Kontrol | Kontrol | 0,5 | 1 4 20 |40 P
+
Etanol

Petrol Eter 100.00 | 91.48 | 73.24 | 49.62 7.17 0.00 0.15 | 0,0001
+1,6 +1,7 +3,7 +0,5 +0,3 0,1

Etil Asetat 100.00 | 91.48 | 85.20| 58.60| 11.36 0.00 0.30 | 0,0001
+1,6 +1,4 +0,7 +0,7 +0,3 0,1

Diklormetan | 100.00 | 91.48 | 68.80 | 14.78 3.43 0.30 0.75 | 0,0001
+1,6 +3,6 +2,0 +1,9 0,1 +0,3

Metanol 100.00 | 91.48 | 96.11 | 88.79 | 63.53 4.78 1.19 | 0,0001
+1,6 +0,4 +0,9 +1,3 +0,3 +0,4
p - - 10,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0905

*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark 6nem tasimaktadir (*ekstrakt ici)
*p<0,05 olan durumlarda aradaki fark onem tasimaktadir (*ekstraktlar arasi)
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Sekil 4.4 a,b. Hypericum adenotrichum bitkisine ait petrol eteri (a) ve etil asetat (b)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarimin ve kontrol gruplarmin bdéliinmeyi
engelleyici aktviteleri
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Sekil 4.4 c,d. Hypericum adenotrichum bitkisine ait diklormetan (c) ve metanol (d)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin ve kontrol gruplarmin béliinmeyi
engelleyici aktviteleri

Bu bitkiye ait ekstraktlar yiiksek oranda sitotoksik aktivite gostermislerdir (Cizelge
4.4 ve Sekil 4.4). Calismadan elde edilen veriler degerlendirildiginde en etkili
ekstraktin 0.5 mg/ml’'lik konsantrasyonu ile hiicrelerin %31,2’sini 6ldiiren
diklormetan ekstrakti oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4c). Yapilan istatistiki analiz
sonucunda ekstrakt i¢i gozlenen farkliliklarin, kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05
seviyesinde 6nemli oldugu goriilmiistiir. Diger ekstraktlar ayni konsantrasyonda daha

diisiik sitotoksik aktivite gostermislerdir. Aymi etkiyi ancak konsantrasyon 1
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mg/ml’ye ciktiginda gosterebilmislerdir. 1 mg/ml’lik ekstrakt uygulamasinda
sitotoksik aktivite bakimindan en etkili eksraktlar sirasi ile diklormetan > petrol eter

> etil asetat > metanol olarak siralanabilir (Sekil 4.4 ¢, a, b, d).

B- HOECHST 33258 / PROPIDIUM IODIDE (HOPI) BOYAMA
SONUCUNDA ELDE EDILEN APOPTOTIK VE NEKROTIK
ETKIi VERILERI

Calismamizda sitotoksik aktivitenin yani sira, ekstrakt uygulamalar: ile HL-60 hiicre
hattindaki apoptotik ve nekrotik etkiler de Hoechst 33258 / Propidium Iodide
boyama yontemi kullanilarak arastirilmistir. Denemeden elde edilen sonuclar

asagidaki gibidir:

1-Scutellaria orientalis ssp. carica Bitkisine Ait Ekstrakt
Uygulamalar1 Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen
Apoptotik ve Nekrotik Etkiler

Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisine ait ekstraktlarin HL-60 hiicre hattina
uygulanmas1 sonucunda elde edilen apoptotik ve nekrotik etkiler kontrol ile

karsilagtirmali olarak Sekil 4.5°de yer almaktadir.
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Sekil 4.5 Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisine ait metanol ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarimin (1, 4 ve 20 mg/ml) ve alkol iceren kontrol grubunun
apoptotik ve nekrotik etkileri

S.orientalis ssp. carica bitkisinden elde edilen apoptotik ve nekrotik etkinin
belirlenebilmesi amaciyla HL-60 hiicre hatt1 {izerinde en kuvvetli sitotoksik
aktiviteyi gosteren metanol ekstrakti se¢ilmistir. Diger ekstraktlar metanol
ekstraktina gore daha zayif sitotoksik aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle apoptotik
etki bakimindan denenmemislerdir. Denenen metanol ekstraktinin  farkli
konsantrasyonlar1 uygulandiginda 4 mg/ml’lik ekstrakt 24 ve 48 saatlik
uygulamalarda yaklasik %50 diizeyinde bir apoptotik etki ortaya ¢ikarmistir. Ayni
konsantrasyonun ayni siirelerde uygulanmasi ile ortaya c¢ikan nekrotik etki de
yaklasik %25 diizeyinde olmustur. 1 mg/ml’lik konsantrayonun 24 ve 48 saatlik
uygulamalar1 incelendiginde hiicre Oliimiiniin c¢ok diisikk diizeyde oldugu
goriilmiistiir. Buna karsin 20 mg/ml’lik konsantrasyonun hem 24 saatlik hem de 48
saatlik uygulamasi neredeyse hiicrelerin tamaminin nekrozis ile 6liimiine yol agmistir

(Sekil 4.5).
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En 1yi apoptotik etkinin gozlendigi 4 mg/ml’lik konsantrasyonun 24 ve 48 saatlik
uygulamalarina iliskin mikroskobik fotograflar Sekil 4.6’da yer almaktadir.

a b

Sekil 4.6 S.orientalis ssp. carica metanol ekstraktinin 4 mg/ml’lik konsantrasyonun 24 (a) ve
48 (b) saatlik siireler sonucunda olusturdugu apoptotik ve nekrotik etkiler [ M.B.
10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Sekil 4.6’da yer alan fotograflarda; mavi renkli ve tam boyanmuis hiicreler, normal
hiicreleri; mavi renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler, erken
apoptotik hiicreleri; mavi-pembe renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis

hiicreler, gec apoptotik hiicreleri ve pembe renkli tam boyanmis hiicreler de nekrotik

hiicreleri temsil etmektedir.

2-Scrophularia floribunda Bitkisine Ait Ekstrakt Uygulamalar
Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen Apoptotik ve
Nekrotik Etkiler

Scrophularia floribunda bitkisine ait ekstraktlarin HL-60 hiicre hattina uygulanmasi
sonucu elde edilen apoptotik ve nekrotik etki verileri kontrol ile karsilastirmali olarak

Sekil 4.7°de yer almaktadir.
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Sekil 4.7  Scrophularia floribunda bitkisine ait metanol ekstraktinin  farkl
konsantrasyonlarinin (1, 4 ve 20 mg/ml) ve alkol iceren kontrol grubunun
apoptotik ve nekrotik etkileri

S. floribunda bitkisinden elde edilen veriler incelendiginde (Sekil 4.7) uygulanan
metanol ekstraktinin tiim konsantrasyonlarinda daha 24’iincii saatte yiiksek oranda
nekrozisin ortaya ciktig1 (%75-80); buna karsin apoptozisin cok diisiik kaldig1 (%2-
4) goriilmiistiir. 48 saatlik uygulama sonucunda da sonu¢ degismemistir. Nekrotik
hiicreler yine tiim konsantrasyonlarda yiiksek oranda goriilmiistiir (Sekil 4.7). S.
floribunda’ nin nekrotik etkilerine ait mikroskopik fotograflar Sekil 4.8’de yer
almaktadir.
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a b

Sekil 4.8 S. floribunda metanol ekstraktimin 4 mg/ml’lik konsantrasyonun 24 (a) ve 48 (b)
saatlik siireler sonucunda olusturdugu nekrotik etkiler (Foto:Ali OZMEN-2007)

Sekil 4.8’de yer alan fotograflarda pembe renkli tam boyanmis hiicreler, nekrotik

hiicreleri temsil etmektedir.

3-Hypericum adenotrichum Bitkisine Ait Ekstrakt Uygulamalari
Sonucunda HL-60 Hiicre Hattindan Elde Edilen Apoptotik ve
Nekrotik Etkiler

H. adenotrichum bitkisine ait ekstraktlarin (petrol eter, etil asetat ve diklormetan)
HL-60 hiicre hattma uygulanmasi sonucunda elde edilen apoptotik ve nekrotik etki
verileri kontrol ile karsilastirmali olarak Sekil 4.9, Sekil 4.11 ve 4.13’te yer
almaktadir.
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Sekil 4.9 Hypericum adenotrichum bitkisine ait petrol eteri ekstraktinin farkl
konsantrasyonlarinin (1, 4 ve 20 mg/ml) ve alkol igceren kontrol grubunun
apoptotik ve nekrotik etkileri

En 1yi apoptotik etki petrol eteri ekstraktina aittir (Sekil 4.9). 20 mg/ml
konsantrasyonundaki ekstraktin 24 saatlik uygulamasi sonucunda %100’e yakin
apoptotik etki gozlenmistir. Bu apoptotik etkinin yaninda nekrotik etki neredeyse hig
gozlenmemistir. 20 mg/ml’lik konsantrasyonun 48 saat uygulanmasi sonucunda ise
apoptotik etki yaklasik yar1 yariya diisiis gostermistir ve bunun yaninda nekrotik
hiicrelerde goriilmiistiir. 1 mg/ml’lik konsantrasyonun 24 ve 48 saatlik uygulanmasi
sonucunda cok diisiik oranda hiicre dliimleri goriilmiistiir. Buna karsin 4 mg/ml’lik
konsantrasyonun hem 24 saat hem de 48 saat uygulanmasi sonucunda yaklasik %50

oraninda apoptotik etki gdzlenmistir (Sekil 4.9).

Petrol eteri ekstraktinda en 1iyi apoptotik etkinin gozlendigi 20 mg/ml’lik
konsantrasyonun 24 saatik uygulamasina iliskin (b) ve karsilastirmak amaciyla 4
mg/ml’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasma iliskin (a) mikroskopik

fotograflar Sekil 4.10 a ve b’de yer almaktadir.



57

a b

Sekil 4.10 H. adenotrichum petrol eteri ekstraktinin 4 mg/ml (a) ve 20 mg/ml’lik (b)
konsantrasyonlarinin 24 saatlik siireler sonucunda olusturdugu apoptotik ve
nekrotik etkiler [ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Sekil 4.10’da yer alan fotograflarda; mavi renkli ve tam boyanmis hiicreler normal
hiicreleri; mavi renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler erken
apoptotik hiicreleri ve mavi-pembe renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler)

boyanmuis hiicreler gec apoptotik hiicreleri temsil etmektedir.

Petrol eteri uygulamasi ile oldukg¢a yiiksek oranda apoptotik etki gozlenmesine

karsin, nekrotik etkinin neredeyse hi¢ ortaya ¢ikmamis olmas1 6nemlidir.
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Hypericum adenotrichumbitkisine ait
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Sekil 4.11 Hypericum adenotrichum bitkisine ait etil asetat ekstraktinin farkl
konsantrasyonlarinin (1, 4 ve 20 mg/ml) ve alkol iceren kontrol grubunun
apoptotik ve nekrotik etkileri

Denemede kullanilan bir baska ekstrakt olan etil asetat ekstraktinin HL-60
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda konsantrasyon ve uygulama siiresi artigina bagl
olarak farkli oranlarda apoptotik ve nekrotik etkinin ortaya ciktigi goriilmiistiir. 1
mg/ml’'lik uygulama konsantrasyonunda hem apoptotik hem de nekrotik etki
neredeyse hi¢ gozlenmemisken, 4 mg/ml’lik uygulamada siire artis1 daha fazla
nekrotik etkinin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. 20 mg/ml’lik uygulamada ise
konsantrasyon ve siire artig1 apoptotik ve nekrotik etki bakimindan yine farkl etkiler
yapmistir. 20 mg/ml’lik konsantrasyonun 24 saat uygulanmasi durumunda apoptotik
etki artarken, 48 saatlik uygulama sonucunda ise nekrotik etki, apoptotik etkiden

daha ytiksek oranda ortaya ¢ikmaigtir.

Etil asetat ekstraktinda apoptotik etkinin en 1yi gozlendigi 20 mg/ml’lik
konsantrasyonun 24 saatlik (a) ve 48 saatlik (b) uygulamasina iliskin mikroskopik
fotograflar Sekil 4.12°de yer almaktadir.
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Sekil 4.12 H. adenotrichum etil asetat ekstraktinin 20 mg/ml’lik konsantrasyonunun 24 (a)
ve 48 (b) saatlik siireler sonucunda olusturdugu apoptotik ve nekrotik etkiler
[ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Sekil 4.12°de yer alan fotograflarda; mavi renkli ve tam boyanmis hiicreler normal
hiicreleri; mavi renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler erken
apoptotik hiicreleri; mavi-pembe renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis
hiicreler, gec apoptotik hiicreleri ve pembe renkli tam boyanmis hiicreler de nekrotik

hiicreleri temsil etmektedir.
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Hypericum adenotrichumbitkisine ait
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Sekil 4.13 Hypericum adenotrichum bitkisine ait diklormetan ekstraktinin farkl
konsantrasyonlarinin (1, 4 ve 20 mg/ml) ve alkol iceren kontrol grubunun
apoptotik ve nekrotik etkileri

Denemede kullanilan bir diger ekstrakt olan diklormetan ekstraktinin HL-60
hiicrelerine uygulanmasi sonucunda konsantrasyon ve uygulama siiresi artigina bagl
olarak farkl oranlarda apoptotik ve nekrotik etkinin ortaya ¢iktig1 goriilmistiir (Sekil
4.13). Apoptotik etki konsantrasyon artisina paralel olarak artis gostermistir. 1
mg/ml’lik konsantrasyonun uygulanmasi sonucunda ancak 48’inci saatin sonunda
yaklasik %30 oraninda apoptotik etki goriilmiistiir. 4 mg/ml’lik konsantrasyonun
uygulanmas1 sonucunda ise apoptotik etki artmistir ve diisiik oranda da olsa nekrotik
etki gozlenmistir. Diklormetan ekstraktinda en iyi apoptotik etki 20 mg/ml’lik
konsantrasyonun 24 saatlik uygulanmasi sonucunda gozlenmistir (yaklasik %70).
Yine aym: konsantrasyonun aymi siirede uygulanmasi sonucunda yaklasik %30

oraninda nekrotik etki de ortaya ¢cikmustir.

Diklormetan ekstraktinda apoptotik etkinin en iyi gozlendigi 20 mg/ml’lik
konsantrasyonun 24 (a) ve 48 (b) saatlik uygulamasma iliskin mikroskopik
fotograflar Sekil 4.14°de yer almaktadir.
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Sekil 4.14 H. adenotrichum diklormetan ekstraktinin 20 mg/ml’lik konsantrasyonunun 24 (a)

ve 48 (b) saatlik siireler sonucunda olusturdugu apoptotik ve nekrotik etkiler
[ M.B. 10x10 (Foto: Ali OZMEN-2007)]

Sekil 4.14’de yer alan fotograflarda; mavi renkli ve tam boyanmis hiicreler, normal
hiicreleri; mavi renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis hiicreler, erken
apoptotik hiicreleri; mavi-pembe renkli ve parcali (apoptotik cisimcikler) boyanmis
hiicreler, gec apoptotik hiicreleri ve pembe renkli tam boyanmis hiicreler de nekrotik

hiicreleri temsil etmektedir.
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V-TARTISMA VE SONUC

Bitki kimyasallari, kronik bircok hastaligin riskini azaltan ve bitkinin cesitli
kisimlarindan elde edilebilen biyolojik olarak aktif bitki bilesikleri olarak
tanimlanmaktadir. Bitki kimyasallar1 farkli yonlerde etkilerde bulunarak anti-kanser
veya anti-timor aktivite gosterebilmektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallardan
ozellikle alkaloidler ve fenolik bilesikler anti-kanser veya anti-timor aktivite
acisindan On plana c¢ikmaktadir. Bitki kimyasallarmin etki mekanizmalari, hiicre
kiiltiirleri ve molekiiler hedefler diizeyinde (reseptorler, reseptor proteinleri, matriks
proteinleri,  biiyiime  faktorleri,  transkripsiyon  faktorleri ~ vb.  gibi)
aragtirilabilmektedir. Ozellikle sitotoksisite goriintiileme modelleri (kanser hiicre
kiiltiirleri gibi), anti-kanser ve sitotoksik dzelliklere sahip olan bitkisel ekstraktlarin

secimi i¢in baslangi¢ verilerini saglamaktadirlar (Itharat et al., 2004).

Bu caligmada toplam 4 adet endemik bitki tiiriiniin (Crocus olivieri ssp. balansae,
Scutellaria  orientalis  ssp. carica, Scrophularia  floribunda, Hypericum
adenotrichum) petrol eteri, etil asetat, diklormetan ve metanol ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlar1 (0.5, 1, 4, 20 ve 40 mg/ml) bir 16semi hiicre hatti1 olan HL-60
hiicreleri iizerindeki boliinmeyi engelleyici (sitotoksik) aktiviteleri arastirilmustir.
Ayrica, deneme sonucunda HL-60 hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivite gosteren
ekstraktlarin apoptotik ve nekrotik etkileri de arastirilmistir. Kullanilan bitkiler
taksonomik veya kimyasal olarak herhangi bir ortak Ozellik tasimamaktadirlar.
Calisma materyali olarak secilen bitkilerin endemik olmasi ve bu endemiklere ait
yapilan calisma olmamasi ayrica, yapilan literatiir arastirmalart sonucunda bu
taksonlarin icerdikleri kimyasal bilesikler nedeni ile sitotoksik etki gosterebilecekleri

diisiiniildiigii icin, tez materyali olarak se¢ilmislerdir.

Crocus tiirleri bakimindan tilkemiz oldukca zengindir ve Crocus sativus (Safran) en
1yl bilinenidir. Safran karakteristik olarak krosin, safranal, pikrokrosin ve krosetin
icermektedir (Escribano et al.,1996, Abdullaev et al., 2003). Safranin sahip oldugu
bu maddelerin c¢esitli kanserlere ait hiicrelerin boliinmelerini inhibe ettigi ve
crocetinin farkl insan kanseri hiicre hatlarinda DNA, RNA ve protein diizeyinde

inhibe edici etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Abdullaev et al., 2003). Ayrica,
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safran kormlarindan elde edilen yeni bir glukokonjugatin tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Uygulanan ham korm ekstrakt: 100
ug/ml diizeyinde hiicrelerin %50’sini inhibe ederken izole edilen bu glukokonjugat 9
pug/ml diizeyinde hiicrelerin %350’sini inhibe ettigi rapor edilmistir (Escribano et
al., 1999 a).

Crocus genusuna ait Aydin yoresinde endemik tiir olarak bulunan C. olivieri ssp.
balansae bitkisinden farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlar, HL-60 hiicre hatt1
izerinde zayif sitotoksik aktivite gostermistir (Sekil 4.1). C. olivieri ssp. balansae
bitkisinin 6zellikle etil asetat ve metanol ekstraktlarinda doz artis1 ile birlikte HL-60
hiicrelerinin boliinmelerinde azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1). Bu her iki
ekstrakt tipinde de hiicrelerin yaklasik %350’sini 6ldiiren konsantrasyon (I,Cso) 20
mg/ml olmustur. Yapilan istatistik analiz sonucunda esktrakt i¢i ve ekstraktlar arasi
gozlenen farkliliklarin p<0,05 seviyesinde 6nemli oldugu bulunmustur. Ancak bu
verilere ragmen tez kapsaminda kullanilan diger bitkiler ile karsilastirildiginda, bu
bitkiye ait ekstraktlarm sitotoksik aktivitesinin zayif kaldig1 gézlenmistir. Safran (C.
sativus) ekstraktinin bazi ¢alismalarda kanser hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu
bulunmustur (Nair ve ark., 1991, Escribano et al.,1996, Abdullaev et al., 2003).
Diger taraftan, Yunanistan endemigi olan ii¢ adet Crocus tiiriiniin ( C. boryi ssp.
tournefortii, C. boryi ssp. boryi and C. niveus) govde extraktlar1 ile yapilmis olan bir
calismada bu ekstraktlarin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
boliinmesini doz artist ile birlikte inhibe ettigi rapor edilmistir (Chryssanthi et al.,
2007). Bizim calismamiz sonucunda Crocus’un HL-60 hiicrelerine karsi diisiik
dozlarda zayif sitotoksisite gostermesine karsin; sitotoksite doz artisi ile paralel artig
gostermistir. Farkli hiicre hatti kullanmamiza ve farkli ekstraktlar denememize
ragmen bulgularimiz literatiir bulgular1 ile paralellik tagimaktadir. Calismamizda C.
olivieri ssp. balansae’ nin ham ekstraktlar1 kullanilmistir. Dolayisi ile bitkiden elde
edilen ekstraktlarin kimyasal icerik analizinin yapilmamis olmasi nedeniyle bu
bitkinin icerdigi hangi etken madde nedeni ile bu sitotoksik etkiyi ortaya ¢ikardigina

iligkin degerlendirme yapilamamuistir.

Ulkemizde halk arasinda kaside olarak bilinen Scutellaria orientalis kabizlig

Onleyici ve kan kesici, yara iyi edici ve kuvvet verici olarak kullanilmaktadir
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(Baytop, 1999). Aymi cins icerisinde yer alan Scutellaria baicalensis Cin’de tedavi
amacl olarak kullanilmaktadir. Bitkinin antitiimor aktivitesi incelenmis ve cesitli
hiicre hatlarin1 (akut 19semi, lenfoma ve miyeloma hiicre hatlar1) inhibe ettigi
bulunmustur. Bitkiden elde edilen ekstraktlarin hiicre dongiisiinii durdurma ve
apoptozise yol agma seklinde etki gosterdigi rapor edilmistir. Boliinmeyi engelleyici
etkisinin; mitokondriyal hasar, Bel gen ailesinin diizenlenmesi, CDK inhibitorii olan
p27°nin seviyesinin artig1 ve c-myc onkogeninin seviyesinin azaltilmasi ile iligkili
oldugu belirtilmistir. Bu bitkinin en etkili antikanser bileseninin %21 ile baikalin
oldugu bulunmustur (Kumagai et al., 2007). Yapilan bir calismada S. baicalensis ve
S. rivularis’den baikalein, viskidulin, wogonin ve skutellarein gibi 17 farkl flavanoid

elde edilmistir (Sonoda et al., 2004).

Bu genusa ait yine Aydin yoresinde endemik bir alttiir olan S. orientalis ssp. carica
bitkisinden elde edilen farkli ekstraktlar kullanilmistir. S. orientalis ssp. carica
bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlar HL-60 hiicre hatt1 lizerinde yiiksek oranda
boliinmeyi engelleyici aktivite gostermislerdir (Sekil 4.2). En etkili ekstrakt tipi,
hiicrelerin yaklasik %50’sini (%48,63) oldiren 1 mg/ml’lik konsantrasyonuyla
metanol ekstrakti olmustur (Sekil 4.2). Yapilan istatistik analiz sonucunda esktrakt
ici ve ekstraktlar arast gozlenen farkhiliklarin p<0,05 seviyesinde 6nemli oldugu
bulunmugstur. Metanol ekstraktinin yam sira etil asetat ve diklormetan ekstraktlar: da
4 mg/ml'lik 1,Cso degerleri ile HL-60 hiicre hatti iizerinde bdliinmeyi engelleyici
aktivite gostermislerdir. Bu bitkiden elde edilen farkli ekstrakt tipleri etki diizeylerine
gore metanol > etil asetat > diklormetan > petrol eter ekstrakt1 olarak siralanabilir.
Kullanilan ¢oziiciilerin polariteleri géz oniinde bulunduruldugunda, bu bitkiden elde
edilen ekstraktlar igerisinde sitotoksik aktiviteden sorumlu olan molekiiliin polar
olabilecegi diisiiniilmektedir. Metanol polar bir ¢oziicii oldugu icin, bitkide bulunan
etkili bilesiklerin de polar ozellik tasimasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir; ¢iinkii polar
bilesikler polar ¢oziiciiler icerisinde ¢Oziiniirken, apolar bilesikler apolar ¢oziiciiler
icerisinde ¢oOziinmektedir (Hanson, 2005). Bu cinse ait bagka bir tiir olan S.
barbata’nin HL-60 hiicre hattinda siklinler (cyclin A, D1, D2, D3 ve E) ve sikline
bagh kinazlar diizeyinde etkili oldugu ve apoptozise yol actig1 bildirilmistir (Kim ez

al., 2007). Yapilan bir calismada, S. baicalensis’den elde edilen ekstraktlar iki adet
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prostat kanseri hiicre hattina (LNCaP ve PC-3) kars1 denenmis ve siklooksijenaz-2
(COX-2), prostaglandin E2 (PGE2) ve siklinler ile sikline bagli kinazlarin metabolik
yollar1 iizerinde etkili oldugu bulunmustur. Sonucta, bu bitkinin prostat kanseri
tedavisinde kullanilabilecek yeni bir antikanser ajan olabilecegi bildirilmistir (Ye et
al., 2007). Bunun disinda S. baicalensis ve S. rivularis’den elde edilen 17
flavanoidden baikalein, viskidulin, wogonin ve skutellarein gibi 10 tanesinin HL-60
hiicre hattinmn biiyiimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Sonoda et al.,, 2004). S.
orientalis ssp. carica bitkisinin ekstraktlarindan elde edilen sonuclar Scutellaria
cinsinde siniflandirilan bagka bitkilere ait daha O6nceden rapor edilmis ve HL-60
hiicre hatt1 lizerinde goriilen sitotoksik etkiler ile ortiismektedir. Bitkiden elde edilen
ekstraktlarin kimyasal icerik analizinin yapilmamis olmasi nedeniyle bu bitkinin
icerdigi hangi etken madde nedeni ile bu sitotoksik etkiyi ortaya ¢ikardigma iligkin

degerlendirme yapilmamustir.

Tez calismasi kapsaminda arastirilan bir diger bitki yine Aydin yoresinde endemik
olarak yayilis gosteren Scrophularia floribunda’dir. Scrophularia tiirleri ¢ok uzun
zamandir Ozellikle Cin’de halk arasinda tiimorlerin ve yangi’nin (inflamasyon)
tedavisinde kullanilmaktadir (Galindez er al., 2002 ). Scrophularia tiirlerininin
iridoid, fenilpropanoid, fenolik asitler, flavonoidler ve saponinler gibi sekonder
metabolitleri igerdigi bilinmektedir. Bu bitkinin tibbi etkinligini icerdigi iridoidlerin
sagladig1 diisiiniilmektedir. Bu tiirlerden iridoid, fenilpropanoid ve iridoid glikozit
gibi etkili maddeler izole edilmistir (Galindez et al., 2002, Nguyen et al., 2005 ). Bu
bilesiklerin koleretik (safra akimimi saglama), damar acici, antiviral ve
antimikrobiyal gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu daha once belirlenmistir
(Galindez et al., 2002). S. floribunda bitkisinden elde edilen biitiin ekstrakt tiplerinin
HL-60 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur (Sekil
4.3). Ancak ekstraktlarin etki diizeyleri degisiklik gostermektedir. En etkili ekstrakt
tipinin 1 mg/ml’lik konsantrasyonu ile hiicrelerin %50’den fazlasmi (%358,85)
oldiiren metanol ekstrakti oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3). Yapilan istatistik analiz
sonucunda esktrakt i¢i ve ekstraktlar aras1 gdzlenen farkliliklarm p<0,05 seviyesinde
onemli oldugu bulunmustur. Bu bitkiden elde edilen farkli ekstrakt tiplerinin

sitotoksik aktivite i¢in en etkili olanlar metanol > diklormetan > etil asetat > petrol
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eter ekstrakti olarak siralanabilir. Metanol polar bir ¢oziicii oldugu i¢in, bitkide
bulunan etkili bilesiklerin de polar 6zellik tasimasi gerektigi ortaya c¢ikmaktadir.
Calismada elde ettigimiz sitotoksisite verileri Nguyen et al.(2005) calismasindan
elde edilen veriler ile desteklenmektedir. Farkli hiicre hatti ve farkl ekstraktlar
olmasina ragmen bulgularimiz, literatiir bulgular: ile paralellik tasimaktadir. Nguyen
et al.(2005) tarafindan yapilan calismada S. ningpoensis Hemsl. tiiriiniin koklerinden
elde edilen oleanonik asit ve ursolonik asitin, MCF7 (meme kanseri), K562 (16semi)
ve A549 (akciger kanseri) gibi insan kanser hiicre hatlarma karsi sitotoksik oldugu
rapor edilmistir (Nguyen et al., 2005). Tez kapsaminda S. floribunda ekstraktlarinin
kimyasal icerik analizinin yapilmamis olmas1 nedeniyle bu bitkinin igerdigi hangi
etken madde nedeni ile bu sitotoksik etkiyi ortaya ¢ikardigina iliskin degerlendirme

yapilmamustir.

Yine Aydin yoresinde endemik olarak yayilis gosteren Hypericum adenotrichum’ a
ait ekstraktlarin da HL-60 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.
Hypericum cinsi diinyanin ¢esitli yerlerinde geleneksel tedavide kullanilan tiirler
icermektedir. Bu tiirlerden antifungal, antibakteriyel ve antikanser bilesikler elde
edilmistir. Bunlar polisiklik kuinonlar (hiperisin gibi), flavonoidler, floroglukinol
tiirevleri ve ksantonlar gibi fenolik bilesiklerdir. Bunlarin icerisinde hiperisin gibi
polisiklik kuinonlar tiimorler ve viriisler iizerindeki kuvvetli etkilerinden dolay:
onemli maddeler olarak degerlendirilmislerdir (Ferraz et al., 2005). Hypericum
adenotrichum’un kimyasal analizi yapildiginda %38 oraninda germakren D ve bunun
disinda 45 bilesik icerdigi bulunmustur (Erken ve ark., 2001). Yapilan bir ¢caligmada
Hypericum adenotrichum’un ekstraktinin icerik olarak Hypericum perforatum’a ¢ok
benzedigi bulunmustur. Hypericuma ait 74 taksonun fitokimyasal profilinin
cikarildig1 calismada; analizler rutin, hiperosid, isoquersetin, quersitrin, quersetin,
amentoflavon, hiperisin, psoddohiperisin ve hiperforin gibi standart bilesikler
kullanilarak  yapilmistir.  Yapilan  degerlendirme  sonucunda  Hypericum
adenotrichum’un hiperisin igermedigi ancak psddohiperisin ve amentoflavon icerdigi

ortaya konmustur (Crockett et al., 2005).

Tez calismast sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde Hypericum

adenotrichum’dan elde edilen ekstraktlarin calisilan bitkilerin arasinda HL-60
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hiicrelerinin béliinmesi iizerinde en kuvvetli engelleyici etkiye sahip ekstraktlar
oldugu belirlenmistir. Bitkiden elde edilen biitiin ekstraktlar yiiksek oranda sitotoksik
aktivite gostermislerdir (Sekil 4.4). En etkili ekstrakt tipi, 0.5 mg/ml’lik
konsantrasyonunda hiicrelerin %31,2’sini Oldiiren diklormetan ekstrakti olmustur
(Sekil 4.4). Yapilan istatistik analiz sonucunda esktrakt ici ve ekstraktlar arasi
gozlenen farkliliklarin p<0,05 seviyesinde onemli oldugu bulunmustur. Diklormetan
ekstraktinin yam sira petrol eteri ve etil asetat ekstraktlar1 da 1 mg/ml’lik I,Cso
degerleri ile HL-60 hiicre hatti iizerinde yiiksek oranda sitotoksik aktivite
gostermislerdir. Bu bitkiden elde edilen farkli ekstrakt tipleri sitotoksik aktivitede
etki diizeylerine gore diklormetan > petrol eter > etil asetat > metanol olarak
siralanabilir. Diklormetan polaritesi diisiik bir ¢oziicii oldugu i¢in, bitkide bulunan
etkili bilesiklerin apolar 0zellik tasimasi gerektigi ortaya c¢ikmaktadir. Tez
kapsaminda H. adenotrichum’ un kimyasal igcerik analizinin yapilmamis olmasi
nedeniyle bu bitkinin icerdigi hangi etken madde nedeni ile bu sitotoksik etkiyi

ortaya c¢ikardigina iliskin degerlendirme yapilmamustir.

Calisma sonucunda elde ettigimiz veriler cinsin baska tiirleri ile farkl hiicre hatlar1
tizerinde yapilmis calismalardan elde edilen sitotoksisite bulgular1 ile uygunluk
gostermektedir. H. perforatum’undan elde edilen hiperisinlerin (hiperisin,
psodohiperisin) T24 ve NBT-II mesane kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Skalkos et al., 2005). Giiney Brezilya’da yetisen 6
Hypericum tiiriiniin antikanser aktivitesi HT-29 kolon kanseri ve H-460 akciger
kanseri hiicre hatlarinda calisilmistir ve bunlardan 3 tiiriin (H. caprifoliatum, H.
myrianthum ve H. ternum) etkili oldugu bulunmustur (Ferraz et al., 2005). H.
hookerianum’dan elde edilen bilesikler ii¢ insan kanser hiicre hatti; MCF-7 (meme
kanser), NCI-H460 (akciger kanseri) ve SF-268 (glioblastoma) iizerinde denenmistir.
Bitkiden elde edilen iki adet bilesigin (4-hidroksi-3-metoksifenil ferulat ve 3B-O-
caffeolbetulinik asit) tiim hiicre hatlarinda etkili bulundugu rapor edilmistir (Wilairat

et al., 2005).

Sitotoksik aktiviteye sahip bitkisel ekstrakt veya etkili maddelerin en Onemli
Ozelliklerinden birisi kanserli hiicrelerin Oliimiine yol ag¢masidir. Bir hiicrenin

Olimiine sebep olan iki yol bulunmaktadir. Bunlar apotozis ve nekrozistir (Sekil 3.5).



68

Apoptozis, bugiine kadar bilinen tek tip hiicre 6liimii olan nekrozdan oldukga
farklhidir. Nekrozda, akut hiicre hasarini takiben hiicre ve organellerinin sisip lizise
ugradig1 pasif ve patolojik bir hiicre Olimii s6z konusudur. Nekroz, dis etki ile
koruyucu mekanizmalarin devreye girmesine firsat vermeyecek sekilde
gelismektedir. Nekrozda zarar goren esas hedef organel, hiicrenin enerji kaynagi olan
mitokondridir. Hiicresel ATP dengesi ve enerji birikiminin bozulmasi gibi
durumlarda hiicre artik membran gegirgenligini muhafaza edememekte ve nekrozis
ile 6lmektedir (Huettenbrenner et al., 2003). Nekroz sirasinda hiicrenin su alarak
sismesi ve patlamasi sonucunda ortama hiicre icerigindeki molekiillerin ¢ikmasi,
inflamatuar yanit olusturmaktadir. Apoptozis ise nekrozdan farkli olarak aktif islev
gerektiren genetik kontrollii bir siirectir. Apoptozis sirasinda hiicre biiziilerek 1
saatten kisa bir siirede hacminin %30’unu kaybetmektedir. Mitokondri morfolojik
olarak saglamdir, ancak burada esas hasar alan organel, hiicre cekirdegidir.
Nukleusta kromatin yogunlagsmakta ve DNA parcalanmaktadir. Bu DNA parcalar:
hiicre zar1 ile kaphdir (apoptotik cisimcikler) ve ortamdan cevredeki hiicrelerin
fagositoz etkinligi ile uzaklastirilmaktadirlar. Apoptozis sirasinda hiicre igerigi
ortama c¢ikmadigindan inflamatuar bir yanit gelismemektedir (Kiiltiirsay ve
Kayik¢ioglu, 2002). Bu nedenle kanser tedavilerinde apoptotik etki gosteren
bilesikler dikkate alinmaktadir. Kansere kars1 kullanilan ilaglarin cogu doza bagiml
bir sekilde apoptotik etki gostermektedirler. Boylece hastalarda herhangi bir

patolojik etkiye yol agmadan kanserli hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadirlar.

Calismamizda sitotoksik aktivite gosteren bitkisel ekstraktlarn HL-60 hiicre
hattindaki apoptotik ve nekrotik etkileri de arastirilmistir. Bu amacla, HL-60
hiicreleri iizerinde en fazla sitotoksik etki gosteren bitkilerin, en etkili ekstraktlar1 ve
konsantrasyonlar1 secilmistir (Cizelge 3.5). Apoptotik ve nekrotik etkinin
belirlenmesinde Hoechst 33258 / Propidium lodide boyama yontemi kullanilmigtir.
Crocus olivieri ssp balansae bitkisinden elde edilen ekstraktlar zayif sitotoksik etki
gostermeleri nedeniyle apoptotik ve nekrotik etki bakimindan deneme dis1

brrakilmistir.

HL-60 hiicre hatt1 iizerinde giiclii sitotoksik aktivite gosteren S. orientalis ssp.

carica’dan elde edilen metanol ekstraktimin farkli konsantrasyonlardaki (1, 4 ve 20
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mg/ml) apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir. Denenen konsantrasyonlar
icerisinde 4 mg/ml’'lik metanol ekstraktinin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda
apoptotik etki (yaklasik %50) yan1 sira nekrotik etki de (yaklasik %25) gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.5). Kumagai et al. (2007) tarafindan, S. baicalensis’den elde
edilen etkili bilesiklerin (%21 baikalin) hiicre dongiisiiniin durdurulmasi: ve
apoptozise yol acmak seklinde etkisini gosterdigi rapor edilmistir. Hiicre
boliinmesini engelleyici etkisinin; mitokondriyal hasar, Bc/ gen ailesinin
diizenlenmesi, CDK inhibitorii olan p27’°nin seviyesinin artig1 ve c-myc onkogeninin
seviyesinin azaltilmasi ile iliskili oldugu bulunmustur (Kumagai et al., 2007). Diger
taraftan S. barbata’nin insan akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) ve ovaryum kanseri
hiicre hattinda apoptozise neden oldugu ve hiicrede toksik etkiler gosterdigi de rapor
edilmistir (Powell et al., 2003, Yin et al., 2004). Bizim bulgularimizda Scutellaria
cinsine ait baska tiirlere iliskin caligmalarla da benzerlik gostermektedir. Kanser
tedavilerinde apoptotik etki gosteren bilesiklerin dikkate alinmasi nedeniyle bu
bitkinin metanol ekstraktindan elde edilen yaklasik %50 oranindaki apoptotik etkinin
onemli oldugu ve bitkinin antikanser bilesik bakimindan arastirilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Calismamizda, endemik bitkinin ham ekstraktlar1 kullanilmastir.
Bitkiden elde edilen ekstraktlarin kimyasal icerik analizinin yapilmamis olmasi
nedeniyle bu bitkinin icerdigi hangi etken madde nedeni ile bu apoptotik etkiyi

ortaya ¢ikardigina iliskin degerlendirme yapilamamaistir.

S. floribunda bitkisinden elde edilen ekstraktlarin da HL-60 hiicre hatt1 {izerinde
apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde (Sekil
4.7) uygulanan tiim ekstrakt konsantrasyonlarinin daha 24’ilincii saatte yiiksek
oranlarda (%75-80) nekrozise yol a¢tig1 buna karsin ¢ok diisiik diizeylerde apoptotik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Kanser tedavilerinde apoptotik etki gdsteren
bilesikler dikkate alinmaktadir ve nekroz sirasinda hiicrenin su alarak sismesi ve
patlamas1 sonucunda ortama hiicre icerigindeki molekiillerin ¢ikmasi, inflamatuar
yanit olusturmaktadir. S. floribunda iyi diizeyde sitotoksik etki gostermistir ancak, bu
sitotoksik etkiye yiiksek oranlarda nekrozis ile sebep olmustur. Bu nedenle tez
kapsaminda c¢alisilmis olan bu endemik bitki antikanser ajan olarak dikkate

alinmamustir.
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H. adenotrichum bitkisi ile yapilan sitotoksik aktivite degerlendirmesi sonucunda 3
farkli ekstrakt tipinin (petrol eteri, diklormetan ve etil asetat) sitotoksik
aktivitelerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu belirlenmistir. Bu nedenle her 3 ekstrakt
tipinin de ayr1 ayr1 apoptotik ve nekrotik etkileri arastirilmistir (Sekiller 4.9, 4.11,
4.13). Deneme sonucunda en 1yi apoptotik etkinin petrol eter ekstraktina ait oldugu
bulunmusgtur. Petrol eteri ekstraktinin 4 mg/ml konsantrasyonunun 24 ve 48 saatlik
uygulamalar1 sonucunda yaklasik %50 oraninda apoptotik etkiye yol actigi
gozlenmistir. 20 mg/ml konsantrasyonunda ise 24 saatlik uygulama %100’e yakin
oranda apoptotik etkinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu apoptotik etkinin yani
sira nekrotik etki ise neredeyse hi¢ gdzlenmemistir (Sekil 4.9). Buna karsin etil asetat
(Sekil 4.11) ve diklormetan (Sekil 4.13) ekstraktlarinda diisiik apoptotik etki yaninda
nekrotik etkinin de ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Hypericum tiirlerinden elde edilen
cesitli maddelerin apoptotik etkiler gosterebilecegi, hyperforin ile birlikte hiperisinin
sinerjistik etkilerinin K562 ve U937 16semi hiicre hatlarinda arastirildigi Hostanska
et al. (2003) tarafindan bildirilmistir. Calismada apoptotik etki doz artisina bagh
olarak artis gostermistir. Bunun diginda hiperforinin; U937 hiicre hattinda kaspaz 9
ve kaspaz 3’lin; K562 hiicre hattinda ise kaspaz 8 ve kaspaz 3’lin aktivitelerini
arttirdig1 rapor edilmistir (Hostanska et al., 2003). Bizim bulgularimizda Hypericum
cinsine ait baska tiirlere iliskin caligmalarla da benzerlik gostermektedir. Kanser
tedavilerinde apoptotik etki gosteren bilesiklerin dikkate alinmasi nedeniyle bu
bitkinin petrol eteri ekstraktindan elde edilen yaklasik %100 oranindaki apoptotik
etkinin cok Onemli oldugu ve bitkinin antikanser bilesik bakimmdan mutlaka
arastirtlmas1  gerektigi diisiiniilmektedir. Calismamizda, endemik bitkinin ham
ekstraktlarinin kullanilmasi nedeni ile bitkiden elde edilen ekstraktlarin kimyasal
icerik analizi yapilmamistir. Bu nedenle bu bitkinin icerdigi hangi etken madde
nedeni ile bu apoptotik etkiyi ortaya c¢ikardigma iligkin degerlendirme

yapilamamustir.

Sonug olarak; sitotoksik aktivitelerinin yani sira apoptotik ve nekrotik etkilerinin de
belirlenmesi bakimindan arastirilmis olan ve Aydin yoresinde yayilis gosteren 4 ayri
endemik bitkiden farkli yontemlerle elde edilmis ekstraktlara iligkin sonuclar

incelendiginde; C. olivieri ssp balansae hari¢ diger 3 taksonun (S. orientalis ssp
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carica, S. floribunda ve H. adenotrichum ) hiicre boliinmesini engelleyici aktivite
bakimimdan 1yi sonuglar verdigi ortaya konmustur. Ayrica, yapilan apoptozis ve
nekrozis caligmalar1 sonucunda da sadece bir bitkiye ait tek bir ekstrakt tipinin 6n
plana ¢iktig1 belirlenmistir. Hypericum adenotrichum’dan elde edilen petrol eter
ekstrakt1 (Sekil 4.9) %100’e yakm apoptotik etki gostermistir. Bitkinin endemik
olmasi1 ve yiiksek oranda apoptotik etki gdsteren bilesikler igeriyor olmasi olasiligi
nedeniyle bu bitkinin antikanser ajan ag¢isindan arastirilmas: gerektigi ortaya
cikmistir. Bunun yani swra Scutellaria orientalis ssp. carica bitkisinin metanol
ekstrakt1 da iyi diizeyde hem sitotoksik hem de apoptotik (%50) etki gostermistir.
Dolayis1 ile bu bitkinin de endemik olmasi ve apoptotik etki gosteren bilesikler
iceriyor olmasi olasilig1 nedeniyle antikanser ajan agisindan arastirilmasi gerektigini
diistinmekteyiz. Scrophularia floribunda bitkisine ait metanol ekstrakti ise yiiksek
oranda nekrotik etki gostermistir. Kanser tedavisinde kullanilmak tizere apoptotik
etki gosteren bilesiklerin tercih ediliyor olmasi sebebiyle bu bitkinin antikanser ajan
caligmalar1 agisindan uygun olmadigi sonucuna ulasilmistir. Ancak, yinede bu

konuda daha ayrintili ¢aligmalar sonucunda kesin bir yargiya varmak gerekmektedir.

Tez kapsaminda secilen endemik bitkiler sitotoksik aktivite bakimindan ilk kez bu
tez kapsaminda arastirilmistir. Kanser tedavisinde kullanilabilecek yeni bitkisel
kokenli bilesiklerin arastirilmasina 151k tutmasi bakimindan, bu tezden elde edilen
veriler sitotoksisite ve antikanser Ozellik tasiyan bitkilerin belirlenmesine katkida
bulunmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Daha ileri ¢alismalarla bitkilerden elde
edilen etkili ekstraktlar icerisindeki etken madde gruplar1 veya bilesikler belirlenerek
hiicre icerisinde hangi mekanizmalarla ve hangi diizeylerde etkinlik gosterdikleri

ortaya konmalidir.
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