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OZET
Doktora Tezi

AYDIN YORESI’NDE KULLANILAN BAZI TIBBi BITKIiLERIN
ANTIOKSIDANT VE SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ozlem Sultan ASLANTURK

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstituisi
Biyoloji Anabilim Dali

Damgman: Yrd. Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK

Bu calismada, Aydin yoresinde halk tarafindan gida, baharat ve tedavi amacli olarak
kullanilan 4 farkl tibbi bitki tiirtinden Euphorbia platyphyllos L., Vitex agnus-castus
L., Dracunculus vulgaris Schott., Asphodelus aestivus Brot.’dan farkli kisimlar
kullanilarak elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200
ve 300 pug/ml) hazirlanan ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve
sulu (inflizyon ve dekoksiyon)) antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal
stipliriicii  aktivitesi iizerinden DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) yontemi ile
belirlenmistir. Ekstrelerin MCF-7 insan meme metastatik karsinoma hiicreleri
tizerindeki in vitro sitotoksik etkisi Trypan Blue Exclusion Yontemiyle ve ekstrelerin
MCF-7 hiicrelerinin genetik materyali iizerindeki etkileri de Comet Yontemi ile
arastirilmigtir. Denemelerde kontrol grubu olarak DPPH yonteminde standart bir
antioksidan olan rutin, sitotoksisite denemelerinde ve comet assayda ise yalnizca besi
yerinde biiyiitiillen MCF-7 hiicreleri ve besi yeri+DMSO (% 0,1’lik)’da biiyiitiilen
MCEF-7 hiicreleri kullanilmistir.

Sonu¢ olarak, bitkilerden elde edilen ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi rutin ile karsilastirildiginda gerek ekstre tipine ve gerekse uygulama
konsantrasyonu artisina bagli olarak farkliliklar gostermistir. Denenen bitkiler
icerisinde en yiiksek radikal siipiiriicii aktiviteye sahip ekstreler E. platyphyllos
L.’dan elde edilmis, en etkili ekstre ise metanol ekstresi olmustur. Serbest radikal
stipliriicii aktivitesinin acisindan en etkisiz ekstreler ise D.vulgaris Schott’dan elde
edilen ekstreler olmustur.

Denemede kullanilan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
konrol gruplarma gore uygulama siiresi ve konsantrasyon artisina bagli olarak
artmistir (p<0,05). MCEF- hiicreleri lizerindeki en yiiksek sitotoksik etkiyi dekoksiyon
ekstresi gostermis, en yiiksek in vitro sitotoksik etkiye sahip ekstreler ise V.agnus-
castus’dan elde edilmistir.
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MCF-7 hiicrelerinde yiiksek sitotoksik etki meydana getiren ekstrelerin secilen
yiikksek konsantrasyonlari, MCF-7 hiicrelerinde kontrol gruplarina goére Onemli
derecede DNA hasar1 da meydana getirmistir ve MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen
bu hasarlar istatistiki anlamda da onem tasimaktadir (p<0,05). MCF-7 hiicreleri
izerindeki en yiiksek genotoksik etkiyi sulu ekstreler gostermis, en yliksek hasar
yapici etki ise E. platyphyllos L.‘dan elde edilen ekstreler ile elde edilmistir.

2010, 183 sayfa

Anahtar Sozciikler:
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hiicreleri, Sitotoksik etki, Trypan Blue Exclusion Yontemi
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC EFFECTS OF
SOME MEDICINAL PLANTS USED IN AYDIN REGION
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Adnan Menderes University
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tiilay ASKIN CELIK

In this study, antioxidant activity of different extracts (diethyl ether, petroleum ether,
ethyl acetate, methanol and water (infusion and decoction)) prepared at different
concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 and 300 pg/ml) from 4 medicinal plants
(Euphorbia platyphyllos L. Vitex agnus-castus L., Dracunculus vulgaris Schott. and
Asphodelus aestivus Brot.) used by people for dietary, spicing and treatment
purposes in Aydm region was investigated using DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl) method through DPHH free radical scavenging activity. In vitro cytotoxic
effect of these extracts on MCF-7 human metastatic breast cancer cells was
examined using Trypan Blue Exclusion Method and the effects of extracts on genetic
material (DNA) of MCF-7 cells were researched using Comet assay method (SSGE-
Single Cell Gel Electrophoresis). Rutin, a standard antioxidant, was used as control
group in DPPH scavenging method and MCEF-7 cells growing in culture medium and
MCF-7 cells growing in culture medium+DMSO were used as controls in
cytotoxicity experiments and comet assay.

As a result, when DPPH radical scavenging activity of the extracts obtained from
these plants is compared to rutin, differences were observed according to both extract
type and concentrations. Among the experimented plants, extracts of E. platyphyllos
represented the highest radical scavenging activity, and methanol extract turned out
to be the most effective extract. Extracts obtained from D. vulgaris Schott stood out
as the least effective in terms of DPPH radical scavenging activity.

In vitro cytotoxic effect on MCF-7 cells of extracts used in the experiments increased
depending on application period and concentration increase (p<0,05). The highest
cytotoxic effect on MCF- cells was represented by decoction extract, whereas the
extracts with highest in vitro cytotoxic effect were obtained from V.agnus-castus.

Selected high concentrations of plant extracts, which created high cytotoxic effect on
MCEF-7 cells, led to significant DNA damage on MCF-7 cancer cells in comparison
with control groups; this damage created on MCF-7 cells has statistical significance,
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too (p<0,05). Aqueous extracts displayed the highest genotoxic effect on MCF-7
cells; and the highest damaging effect was obtained with extracts taken from E.
platyphyllos L.

2010, 183 pages
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ONSOZ

Ugsuz bucaksiz bilim okyanusunda belki de minicik bir damla olan, ancak biiyiik bir
emek, sabir ve 0zveriyle gerceklestirilen ¢aliymalarin bir iiriinii olan doktora tezimin
benim i¢in anlamim sozciiklerle ifade etmek cok zor. Bu zorlu yolda yamimda ve
bana yardimci olan, kalbi ve hosgoriisii biiyiik insanlar vardi. Bana ayrilan bu siirl

alanda miimkiin oldugunca onlara tesekkiir etmek istiyorum.

Oncelikle iizerimde en fazla emegdi olan, bu uzun ve zorlu siiregte bilgisini ve
deneyimlerini benimle paylasmakla kalmayip kimi zaman bir dost, kimi zaman bir
anne ya da abla edasiyla bana her konuda sahip cikan ve destek olan, iyi ya da kotil
her animda elimden tutan, her zaman bir yol bulan, sabir ve hosgorii dolu kocaman
yiiregindeki sevgiyi benden esirgemeyen danismanim Yrd. Doc¢.Dr. Tiillay ASKIN
CELIK e tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Degerli goriis ve Onerileri ile tezime yaptiklar1 katkilardan dolayi, Tez izleme
komitesinde yer alan Mugla Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Saym Betiil BURUN’e ve Adnan Menderes Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Saym Serdar
KOCA’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan bitkilerin ¢iceklenme donemlerinin belirlenmesi
ve bitkilerin toplanmasinda yardimci olan Adnan Menderes Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Eleman:1 Dr. Mesut KIRMACI’ya ve
toplanan bitkilerin sistematik tayinini gerceklestiren Yrd. Dog. Dr. Sayin Ozkan
EREN’ e tesekkiir ederim.

Tez ¢alismasinda kullanilan MCF-7 insan meme metastatik karsinoma hiicrelerinin
temininde ve hiicre kiiltiirii yontem ve prensiplerini 6grenmemde bana yardimci olan
ve destegini esirgemeyen Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi
ve Bilim ve Teknoloji Arastirma Merkezi Miidiiri Do¢. Dr. Sayin Serhan
SAKARY A’ya en icten tesekkiirlerimi sunarim.
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Tezimin, comet assay 1ile belirlenen DNA hasarini fluoresan mikroskopta
goriintilleme agsamasinda laboratuar olanaklarindan yararlanmama imkan sagladig:
icin ve gosterdigi misafirperverlik nedeniyle Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dog¢. Dr. Saymn Tiilin KARAGENC ile ¢alisma

arkadaslarina cok tesekkiir ederim.

Malzeme alimlar1 gerceklesene kadar laboratuar malzemelerini benimle paylasarak
tez calismamin aksamamasi konusunda yardimci olduklart i¢in Adnan Menderes
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Elemanlar1 Ogretim

Gorevlisi Deniz AKTAS UYGUN ve Ars. Gor. Murat UYGUN’a tesekkiir ederim.

Ayrica, tez c¢alismam siiresince laboratuar imkanlarindan faydalanmama olanak
sagladiklar1 icin Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma

Merkezi yonetimine ve calisanlarina;

Tez projemizi (FEF-07011 No.lu Proje) destekleyen Adnan Menderes Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim.

Ve dogdugum andan bugiine kadar beni Ozveriyle yetistiren, maddi manevi her

konuda destek olan aileme sonsuz tesekkiirlerimle...
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I-GIRIS

Bitkiler, tarih boyunca en 6nemli besin maddeleri olarak tercih edilmelerinin yani
sira ilag sanayisi, kozmetik ve parfiimeri (giizel koku saglamada), yiyecek
endiistrisi (baharat, tatlandirici ve koruyucu madde olarak), ev temizlik iiriinleri
ve insektisid imalat1 gibi pek ¢ok endiistriyel alanda ve bunlara ilaveten bitkilerden
elde edilen ugucu yag ve bilesenleri kas gevsetici, antibakteriyel ve antifungal olarak
siklikla kullamilmaktadir (De Oliveira et al., 1997; Gomes-Carneiro et al., 2005;
Evandri ef al., 2005; Benli ve Yigit, 2005; Ipek et al., 2005).

Insanlarin gida, giyim ve tedavi ihtiyaclarini bitkilerden karsilamasi insanlik tarihi
kadar eskidir (Rates, 2001). Tarih Oncesi devirlerden bu yana biitiin kita ve
kiiltiirlerde sentetik ilaclar kesfedilene kadar bitkiler tibbi tedavinin esas kaynagini
olusturmustur (Dahanukar et al., 2000; Exarchou et al., 2002). 11k insanlar bitkilerle
tedavi yollarin bitki ve hayvanlari izleyerek, deneme yanilma yolu ile bulmuslardir
(Kirbag, 1999). Tarih 6ncesi donemlerde yazi olmadigi i¢in, dgrenilen bu bilgilerin
sozlii aktarimlarla kusaktan kusaga gecmis oldugu yapilan kazilarla ortaya ¢ikmustir.
Bitkilere dair ogrenilen bilgiler yazmin icadindan sonra M.O. 2000 baslarindan
itibaren dikkatle kaydedilmis ve kusaktan kusaga zenginlestirilerek aktarilmustir.
Siimerler tarafindan M.O. 3000-700 yillarinda Mezopotamya'da kullanilmis olan
bitkilere dair ilk yazili bilgiler, Asur Krali Assurbanipalin (M.O. 668-627)
kitapliginda ¢ivi yazistyla yazilmis olan 800 kil tablette bulunmustur. Yiiz yirmi
mineral maddeye karsilik ikiyiiz elli bitkisel drog admin gectigi kil tabletlerdeki
bilgiler ayn1 zamanda en eski eczacilik kayitlar1 olarak kabul edilmektedir (Brian,

2002).

Kusaktan kusaga aktarilan bu bilgiler sayesinde pek cok insan saglikli yasamayi
basarirken, hastalananlar da bu bilgilerden yararlanarak yeniden sagliklarina
kavusmuslardir. Uygarlik ilerledik¢e endiistriyel devrim, organik kimya, tekstil ve
ila¢ sanayinin gelisimi ile insanlar gittikce dogadan uzaklasmis ve dogadaki ilaclarin

yerine sentetik Uriinler 6n plana ¢ikmistir (Cirak ve Kevseroglu, 2004). Yirminci



yiizyilda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen, giiniimiizde ilag
endiistrisinin iirettigi ilaclarin pahali olusu ve sentetik iiriinlerin bazi sakincalarinin
ortaya cikmasi, insanlarin careyi tekrar dogal bitkisel iirlinlerde aramasma neden
olmus ve organik kokenli tedavi, tekstil ve gida konusunda yeni arayislar baglamistir
(Yue and Shu, 1998., Jain et al, 2007). Diinya geneline bakildiginda insanlarin
biiyiik bir kisminin beslenmeden kozmetik iiriinlere kadar bir¢cok alanda dogaya
doniis yasamakta ve alternatif-destekleyici tedavi yontemlerinden en az birini
kullanmaktadir. Diinya saghk orgiitiit (WHO) verileri gelismekte olan iilkelerde
sentetik ilaclarin pahali olmasi, yan etkisinin sik¢a goriilmesi ve tibbi bitkilerin
dogadan kolaylikla elde edilebilmesi gibi nedenlerle insanlarin % 80’nin (yaklasik
3.3 milyar insan) geleneksel tedavi yontemlerini kullandigini ortaya koymaktadir

(Cordell, 1995; Brian, 2002; Verschaeve et al., 2004; Celik ve Celik, 2007).

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler zamanla bilimsel bir siizgecten
gecirilerek yeniden degerlendirilmis ve bitkilerle tedavi (fitoterapi) bir bilim dali
haline gelmistir. Bitki ve tedavi sozciiklerinden olusan fitoterapi terimi ilk kez,
Fransiz hekim Henri Leclerc (1870-1955) tarafindan 'La Presse Medical' adl1 dergide
1939 yilinda kullanilmistir. Insanhik tarihinin bilinen en eski dogal tedavi
yontemlerinden olan fitoterapi, bitkilerin tamammnin veya bazi bdliimlerinin
kullanilmasi ile hazirlanarak elde edilen dogal ilaglarla hastaliklar1 bilimsel temele
dayali akilc bir yaklasimla 6nlemeyi ve tedavi etmeyi amag¢lamaktadir. Giintimiizde

de bu bilim dali giderek gelismekte ve daha fazla 6nem kazanmaktadir.



II- KURAMSAL TEMELLER

Tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, drog vb. iiriinler tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de c¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin ¢cogunun
biyolojik etkileri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala yetersizdir.
Bu nedenle, tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen {iriinlerin biyolojik
etkilerinin bilimsel olarak arastirilmasina olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Tibbi
amacli olarak kullanilan bitkilerden ilk aktif bilesiklerin elde edilmesi 1800’li
yillarin baslarina rastlamaktadir. i1k ticari saf dogal iiriin olan morfin, 1826 yilinda E.
Merck tarafindan iiretilmistir. Tibbi bitkilerle yapilan ilag arastirmalar1 sonucunda
morfinin yani sira halen kullanilmakta olan ilk ilaglarin (kokain, kodein, digitoksin
ve kinin vb) aktif bilesiklerinin izolasyonu yapilmistir. Tibbi bitkilerden
farmakolojik olarak aktif bilesiklerin izolasyonu ve tanimlanmasi giiniimiizde de
devam etmektedir (Brian, 2002; Balunas and Kinghorn, 2005). Ozellikle, viicudu
serbest radikallerin yol agtigr hasara karsi koruma yeteneginde olan maddelerin

kesfedilmesine yonelik yogun bir ilgi vardir (Couladis et al., 2003).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,
kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve cok etkin molekiillerdir. Kararli hale gecebilmek
icin diger bilesiklerle olduk¢a hizli reaksiyona girme egilimindedirler. Genellikle en
yakin kararli molekiile saldirarak, onun elektronunu alirlar ve saldiriya ugrayan
molekiil elektronunu kaybettiginde, kendisi bir zincir reaksiyonu baslatan bir serbest
radikal haline gelir. Bu siire¢ bir kez basladiginda zincirleme reaksiyonlar devam
eder ve sonugta canli hiicre zarar goriir (Aslantiirk, 2003). Serbest radikaller notralize
edilmezse viicutta hiicre zar1 proteinlerini yikarak hiicreleri oldiirmek, zar lipid ve
proteinlerini yok ederek hiicre zarmi sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek,
cekirdek zarini gecip ¢ekirdekteki genetik materyale etki ederek DNA’y1 kirilma ve
mutasyonlara acik hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek
bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma siirecini hizlandirmak, beyindeki sinir
hiicrelerine zarar vererek Parkinson veya Alzheimer hastaligina yol agmak gibi ciddi

hasarlara neden olabilirler (Aslantiirk, 2003). Serbest radikaller klinik ve



epidemiyolojik calismalarla ortaya kondugu gibi onkogenleri aktive ederek asiri
hiicre ¢ogalmasina ve tiimor supressor genlerin inaktive edilmesiyle de
karsinojenezin baslamasina yol acgarlar. Hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda rol
oynayan transkripsiyon faktorlerini kodlayan c-fos, c-myc, c-jun ve b-aktin genleri
ile bir transkripsiyon faktorii olan NFcB geni serbest radikaller tarafindan
aktiflestirilirler ve bu durum da karsinojenezin baslamasi i¢in zemin hazirlar (Dogan

ve Zaman, 1997).

Viicut, serbest radikal hasarindan korunmak ic¢in antioksidanlardan olusan bir
savunma sistemine sahiptir. Antioksidanlar, oksidatif zincir reaksiyonlarmin
baslamasmi ya da ilerlemesini engelleyerek lipidlerin ve/veya diger molekiillerin
oksidasyonunu geciktirebilen veya engelleyebilen bilesiklerdir. Antioksidan
aktiviteye sahip olan kimyasallar meyve, sebze ile tibbi bitkilerin pek cogunda yogun
miktarda ve dogal olarak bulunmaktadir (Velioglu et al.,1998; Capecka et al., 2005).
Tibbi bitkilerde, yiiksek antioksidan aktivite gosteren polifenoller, flavonoidler, C
vitamini, E vitamini ve karotenoidler (Panovska er al., 2005; Mosaddik, 2003),
quinonlar, kumarinler, lignanlar, alkaloidler, aminler (Cai et al., 2004), betalainler
gibi nitrojen bilesikler; vitaminler ve karotenoidleri de i¢ine alan terpenoidler gibi
cok sayida serbest radikal temizleyici bilesik ve antioksidan aktiviteye sahip bazi
diger endojen metabolitler bulunmaktadir (Velioglu et al., 1998). Epidemiyolojik
caligmalar, antioksidan bilesiklerin ¢ogunun anti-inflamator, anti-atherosklerotik,
anti-mutajenik, antibakteriyel, anti-viral veya anti-timor aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Ornegin, flavonoidler grubuna ait flavonlarm ve ozellikle de
luteolin’in; protein kinaz C ve tirozin kinazlar gibi, sinyal akis1 ve hiicre
transformasyonunda 6nemli rol oynadig1 bilinen enzimlerin aktif inhibitorleri oldugu
belirtilmektedir (Michaelis et al., 2002). Bu maddeler, karsinojenleri inaktive ederek
ve mutajenlerin ekspresyonunu engelleyerek malignant tiimor olusumunun cesitli

asamalaria etki edebilmektedirler (Okwu, 2005).

Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri swrasinda ortaya ¢ikarak depolanan, sadece
besin olarak tiiketildikleri zaman insan saghgi i¢in yararli etkilerde bulunan
biyoaktif bilesiklere bitki kimyasallar1 (fitokimyasallar) denir (Visioli et al., 2000).

Fonksiyonel gida ozelligi gosteren fitokimyasallar; karotenoidler, flavonoidler,



polifenoller, fitosteroller, fitoestrojenler, indoller = ve  siilfitler  olarak
gruplandirilmaktadirlar. Fitokimyasallar sahip olduklar1 antioksidan aktiviteleri
sayesinde bircok olumsuz duruma kars1 koruyucu ve iyilestirici bir etkiye sahiptirler.
Fitokimyasallar barsak florasini, safra asitlerini ve pH’y1 diizenledikleri gibi,
intraselliiler matrikslerin biitlinligliniin  korunmasini  istlenerek hiicrenin  dis
etkenlere karsi korunmasmi da saglarlar. Ayrica karsinojen Ozelligi gideren
enzimlerin aktivitesini arttirarak timor olusumu ve kanserlesmede ©nemli rol
oynayan nitrozamin olusumunu engelleyici etkide bulunurlar (Giiney et al., 2003).
Fitokimyasallarin onemli bir grubunu olusturan fenolik bilesiklerin serbest radikal
temizleme ve antioksidan aktivitesi genellikle fenolik molekiillerin aromatik
halkasinda bulunan hidrojen verici -OH gruplarinin sayisina ve pozisyonuna baglidir
ve aglikonlarn glikolizasyonu ve diger H verici gruplar (-NH, -SH) gibi cesitli
faktorlerden etkilenmektedir. Bu 0zellik serbest radikallerin absorbe edilmesinde ve
notralize edilmesinde, tekil ve ii¢clii oksijenin yakalanmasmda veya peroksitlerin
ayristirilmasinda onemli rol oynamaktadir (Panovska et al., 2005). Yine bu 6zellik
sayesinde fenolik bilesikler indirgeyici ajan, hidrojen verici, tekil oksijen yakalayici
ve metal selatorii olarak gorev yapmaktadirlar (Ivanova et al., 2005). Flavonoidler ve
diger bitki fenolik bilesiklerin siiperoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi
radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, ao-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarna ek olarak; damar agici, bagisikligr uyarici, antiallerjik, Ostrojenik,

antiviral aktivitesi bulunmaktadir (Cimen, 1999).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin nedeni, redoks o6zelligi olup (Rice-
Evans et al.,1996; Morel et al.,1994) bu 0zellik bilesiklerin kimyasal yapilariyla
yakindan iligkilidir. Ornegin; quercetin, myricetin ve kaemperol gibi aglikonlar cok
sayida —OH grubu igerir ve glikozidleri olan rutin, myricitin ve astragalinden daha
yilksek antioksidan aktiviteye sahiptirler. Ozellikle polifenolik fitokimyasallarin
antibakteriyel (Chung et al., 1998), bagisiklig1 diizenleyici, karacigeri koruyucu
(Bhattacharya et al., 2000; Lin et al., 2001), antitimor (Hirobe et al., 1997; Gali-
Muhtasib et al., 2001; Valadares et al., 2006) ve antioksidan kapasiteye sahip
olduklar1 (Nagakawa and Yokozawa, 2002; Miliauskas et al., 2004; Lee et al., 2004;
Capecka et al., 2005; Steenkamp et al., 2005; Ljubuncic et al., 2005; Chung et al.,



2006; Ucar et al., 2006) gosterilmistir Yapilan ¢aligmalarla fitokimyasallarm c¢esitli
dejeneratif hastaliklar1 engellemedeki rolleri ortaya konmustur (Capecka et al.,
2005). Fenolik bilesikler anti-kanser veya anti-tiimor aktiviteye de sahip olup (Lee et
al., 2004; Cheng et al., 2004), hiicre dongiisii kontrol proteinleri ve apoptozis
mekanizmasinin uyarilmasi lizerinde de etkilidirler (Pillai ez al., 2004; Roscetti et al.,
2004; Ohyama et al., 2005; Weisskopf et al., 2005;Chicca et al., 2007; Imai et al.,
2009). Fenolik bilesiklerin tiim bu etkilerinin yani sira ¢esitli hiicre dizinleri lizerinde
sitotoksik (Herndndez et al., 1999; Hirobe and Kunio, 2000; Bedoya et al., 2001;
Betancur-Galvis et al., 2002; Whelan and Ryan, 2003; Mosaddik, 2003; Itharat et al.,
2004; El-Desouky et al., 2007; Baloch et al., 2008; Lu et al., 2008), antiproliferatif
(Kim et al., 1992; Lambertini et al., 2004; Russo et al., 2005; Chaabi et al., 2007),
antiviral (Betancur-Galvis et al., 2002) ve antimikrobiyal (Oskay ve ark., 2007)
etkiye sahip oldugu da bilinmektedir.

Fitokimyasallarmn ©Onemli bir grubunu olusturan flavonoidlerin biyolojik ve
farmakolojik aktivitesi antioksidan (AO) ve prooksidan davraniglarina baglidir
(Auroma and Murcia, 1993). Flavonoidler serbest radikallere karsi1 AO olarak
davranirlar, ama bir gecis metali varliginda prooksidan aktivite gosterirler. Bu
flavonoidlerin AO aktivitesi ve bakirm indiikledigi prooksidan aktiviteleri kendi
yapilarina baghdir. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) testi kullanilarak
baz1 flavonoidlerin konsantrasyon ve serbest radikal kaynagina bagli olarak hem AO
hem de prooksidan gibi davranabilecegi gosterilmistir(Cao et al., 1997; Moran et al.,
1997). Flavonoidlerin glikolizasyonu AO aktivitesini azaltmaktadir (Cai et al., 2004).
Yapilan bir calismada C vitamini ve flavonoidlerin CuCl, (bakir 2 kloriir) ile
indiikklenen LDL oksidasyonunu arttirabildigi ortaya konmustur. Bu nedenle
biyolojik molekiillerde fenolik AO'larin prooksidan aktivitesini goz Oniinde
bulundurmanin 6nemli olduguna dair goriisler bulunmaktadir (Yen et al.,1997; Cao

etal., 1997).

Fenolik bilesiklerin ve 6zellikle de polifenollerin farmakolojik olarak bitkilerdeki
aktif bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturdugu ve bunlarin bitkilerde bulunan en
aktif antioksidan tiirevleri olduklar1 (Bors er al., 2001), polifenollerin

monofenollerden daha yiiksek serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu



bilinmektedir (Sanchez-Moreno et al.,1998). Bazi arastirmacilar fenolik AQO'larin
DNA, protein ve karbohidratlarda in-vitro oksidatif hasar1 hizlandirabildigini
belirtmislerdir (Bonet et al., 1996). Soya fasulyesi ve baklagillerde bulunan
isoflavonoidler kanser hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden olmakta ve ayni
zamanda anjiyogenez olaymi ve endotelyal biiyiime faktoriinii inhibe ederek, timor
biiylimesini engellemekte ve programlanmis hiicre Oliimiine (apoptozise) yol
acmaktadirlar. Kanseri engelleyici etkisi bakimindan 6n plana cikan karotenoidler
ise, kanser hiicrelerinde apoptozisi arttrma Ozelliklerinin yam: swa hiicre
proliferasyonunu (¢cogalmasini) Onleyerek kanserlesmis hiicrelerin dokulardaki

yayilimimi azaltmada etkilidirler (Erbasg, 2006).

Insan viicudu ¢esitli hiicrelerden olusan bir ekosistemdir. Hiicreler boliinerek cogalir
ve isbirligi icerisinde dokular1 meydana getirirler. Insan viicudunu olusturan
milyarlarca hiicrenin her biri ne zaman ¢ogalacagmi ve nasil gelisecegini bildiren
karmagik bir programi tasimakta ve bunu okuyabilmektedir. Insanlarin karsilastig:
hastaliklarin ¢ogu bu programi okuma fonksiyonu bozuldugu zaman ortaya
cikmaktadir. Fonksiyonu bozulan hiicre hizla biiyiiyen ve kontrolsiiz bir sekilde
cogalan hiicrelere doniisiir fakat bu hiicreler farklilagsmalarmi tamamlayamazlar.
Fonksiyonu bozulan ve farklilasmalarin1 tamamlayamayan bu hiicreler, degisiklige
ugramis hiicreler (transforme olmus hiicreler) olarak da bilinen kanser hiicreleridir.
Transforme olmus bir hiicre populasyonu genellikle genlerinde yikic1 degisimler olan
tek bir hiicrenin boliinmesi sonucunda meydana gelir. Bu nedenle kanser her zaman

tek bir hiicreyle baslar (monoklonal) (Bahgeci, 1999).

Kanser hiicreleri; kendi normal biiylime ve boliinme diizenleme mekanizmasi
bozulmus ve yeni yiizey karakterleri kazanmig, oliimsiiz, apoptozis mekanizmasi
devre dis1 kalmis hiicrelerdir. Kanser hiicreleri arasindaki kontakt inhibisyon ozelligi
ortadan kalkmistir, komsu hiicrelerden gelen sinyallere cevap vermezler ve siirekli
boliinlip ¢ogalarak anormal hiicre yigmlart (tiimor) olustururlar (Bahgeci, 1999).
Tiimor olusumu, viicuttaki hassas dengenin bozuldugunu ortaya koyan bir isarettir
(Matthew and White, 2006). Timor olusumunun biiyilkk 0lciide hiicre
proliferasyonundaki artis nedeniyle oldugu diisiiniilse de giiniimiizde tiimor olusumu

ve gelisiminin hiicre proliferasyonu ile hiicre 6liimii arasindaki dengesizlik nedeniyle



oldugu kabul edilmektedir. Normal dokularda hiicre ¢ogalmasi orani hiicre 6liimii
oranma esittir ve bu da homeostazisi (fizyolojik denge) saglamaktadir. Bu siireglerin
herhangi birindeki kusur, tiimdr olusumuna neden olacak sekilde kesintisiz
biiylimeyle sonuclanabilir (Vogelstein and Kinzler, 2002). Cogu zaman bdliinen bu
hiicrelerin herhangi biri, genetik kompozisyonunu degistirme ve malignant (koti
huylu) tiimor seklinde gelisme potansiyeline sahiptir. Saglikli bir hiicrenin kanser
hiicresine doniismesi cogunlukla ya hiicrenin genomunda degisime ugrayan genlerin
birikmesi ya da diizenleyici genlerin kaybi1 nedeniyle olmaktadir

(http://www.roche.com). Kanser olusum siireci (Karsinojenez), hiicrenin normal

halinden farkl bir kararli duruma ge¢mesiyle ve homeostatik mekanizmalara normal
cevap vermemesiyle karakterize edilen bir toksisite seklidir (Giirdol, 2002). Kanser
olusum siirecinde (Karsinojenez) bulunan genler, genomun o6zel bir alt setini
kapsamaktadir. Bu alt setin iiriinleri olan genler, hiicre dongiisii boyunca ilerleme,
komsu hiicreler ile adhezyon, apoptozis ve DNA hasar1 tamiri gibi aktiviteleri yerine

getirmektedirler.

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
cok asamali bir siirectir. Bu siire¢, hiicrelerin viicudun normal diizenleme
mekanizmalarina cevap vermemelerini ve normal dokular: istila etme egilimlerini
arttirmaktadir. Kanser hiicreleri malignant 6zellik kazandiktan sonra kendilerini ¢cok
daha tehlikeli yapan ve yeni 0zellikler kazandiran mutasyonlar1 biriktirmeye devam
etmektedirler. Kanser hiicrelerinin genetik kararsizlig1 bunlarin klasik kemoterapi ile
tedavisini zorlastirmaktadir ciinkii hiicreler kemoterapi ilaclarina kars1 direngli olan

tiimor kitlesinden ortaya ¢ikmaktadir.

Kanser olusumunda hiicrelerde bulunan farkli gen gruplar1 6nemli rol oynamaktadir.
Bu genlerin en Onemlileri; protoonkogenler, tiimor baskilayici genler ve bekgi
gen’lerdir. Bek¢i genler kanser olusumunda rol oynayan diger genlerden farkh olarak
genomik stabiliteyi (kararlilik) korurlar. Hiicre biiyiimesini ve cogalmasin1 dogrudan
kontrol etmezler ancak mutasyon oranini kontrol ederler. Bekg¢i genleri kusurlu olan

hiicreler, onkogenler ve tiimor baskilayici genler de dahil olmak iizere biitiin



genlerinde yiiksek oranda mutasyon biriktirirler. Bekci genlerde meydana gelen
mutasyonlar genomik kararsizliga (instabilite) neden olur ve ortaya ¢ikan bu durum
diger genlerde mutasyon meydana gelme riskini arttirir (Weston and Haris, 2003).
Yiiksek orandaki bu mutasyon birikimi tiimor olusumunun hizlanmasina neden olur.
Bekci genleri kusurlu olan hiicrelerin ve bu hiicrelere sahip olan bireylerin kansere
meyilli olduklar1 gercegi, DNA’daki mutasyonlarin kanser olusumu siirecinin
anahtar1 olduguna dair kanitlar1 giiclendirmektedir (Vogelstein and Kinzler, 2002).
Bekgi genlerin en iyi bilinen ornekleri yanls eslesmis DNA’y1 tamir eden MSH1 ve
MLH1 genleri ile meme kanserine yatkinlik genleri olan BRCAI ve BRCA2 dir.

Kanser, giiniimiizde ciddi bir saglik problemidir. Kanserin tanilanmasi, engelleme
cabalar1 ve tedavideki modern ilerlemelere ragmen bu hastalik diinya capinda
milyonlarca insani etkileyerek, hastalarin yasam kalitesini diisiirmekte ve oliimlere
neden olmaktadir. Epidemiyolojik verilere gore kanserin goriilme siklig1 ¢evreden
(kirlilik, kimyasal maddeler, X ve UV i1sinlar1 gibi), yasama bi¢ciminden (sigara ve
alkol aliskanlig1 gibi) ve beslenme seklinden (antioksidan faktorlerin, vitaminlerin,
lifli veya yagh yiyeceklerin varligi veya yoklugu gibi) etkilenmektedir (Bahgeci,
1999). Saghk Bakanligi Kanserle Savas Daire Bagkanligi’nin 2004 yilinda agikladigi
verilere gore; Tiirkiye’de her yil yiiz bin kisiye kanser teshisi konulmaktadir. Yine
ayn1 verilere gore Tiirkiye’de en sik goriilen ilk dort kanser tiirii igerisinde; akciger
ve brons (% 30,13), prostat (% 24, 33), deri (% 18, 91) ve meme (% 17,96) kanseri
yer almaktadir (http://www.kanser.gov.tr).

Meme kanseri, genellikle yaygin olarak kadinlarda nadiren de olsa erkeklerde de
goriilebilen bir kanser ¢esididir. Morbidite (hastalik orani) ve mortalite (6liim orani)
verileri iilkelere gore degisiklik gostermekle birlikte, 6zellikle 4055 yas araligindaki
kadinlarda kanser nedeniyle meydana gelen 6liimlerin en 6nemli ikinci nedenidir
(Draper, 2006; Vogelstein and Kinzler, 2002). Meme kanseri i¢in cinsiyet, yas, fertil
cag siiresi, dogum kontrol hap1 kullanilmasi, sosyo-ekonomik seviye gibi bir¢ok risk
faktorii tanimlanmistir ve bu faktorler igerisinde ailesel yatkmlik (aile Oykiisii)
onemli rol oynamaktadir. Meme kanserli kadinlarin % 15-20’sinde aile Oykiisiiniin
mevcut oldugu goriilmektedir. Aile dykiisiinde meme kanseri olan tiim hastalarinin

% 5’inde bu hastaliga kahtsal yatkinligi arttiran dominant alleller oldugu ortaya
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konmustur. Meme kanserine yatkinlik genleri olan BRCAI ve BRCA2 disinda meme
kanserine yakalanma riskini arttiran baska genlerin olup olmadigi halen yogun bir
sekilde arastirilmaktadir (Vogelstein and Kinzler, 2002). Meme kanserine yakalanma
riskinin kalitimsal olarak aktarildig1 ailelerde, BRCAI ve BRCA2 genlerinde
mutasyon soz konusudur. Meme kanserinin klinik, genetik ve biyokimyasal profili
heterojendir. Biiyilk c¢ogunlugu klinik olarak yalnizca memede Kkitle veya
mamografik anomali ile teshis edilen hastalik, hastalarn ~% 30’unda Oliimle
sonuclanan metastatik gelisim gostermektedir. Meme kanserinin en fazla metastaz
yaptig1 doku ve organlar; lenf bezleri, kemik, karaciger ve akcigerdir (Simstein et al.,
2003). Meme kanseri preinvaziv ya da invaziv (yayilici) formda olabilir. Tedavisi
hastaligin hangi asamada olduguna, hastanin yasina ve tiimor hiicrelerinde Ostrojen

reseptoriiniin varligina ya da yokluguna baghdir (Vogelstein and Kinzler, 2002).

Diger kanser tiplerinde oldugu gibi, meme kanseri hastalarinin énemli bir kism1 da
(yaklasik %48-66’s1) yaygin sekilde kullanilan cerrahi miidahale, kemoterapi,
radyoterapi gibi tibbi tedavi yontemlerinin yam sira tedavilerine yardimci olacagini
timit ederek tamamlayic1 ve alternatif tedavi yontemlerinin ¢esitli formlarmni da
denemektedirler (Di Gianni et al., 2002; Navo et al., 2004; Henderson and Donatelle,
2004). Giiniimiizde halen devam etmekte olan ve kanser tedavisinde kullanilabilecek
yeni bitkisel kokenli bilesiklerin elde edilmesi giincel bir yaklagim olup, tibbi
bitkilerin arastirilmasi sonucunda yeni kimyasal bilesikler belirlenemese bile, bilinen
maddelerin yeni biyolojik aktivitelerinin bulunmasinin yeni ilaglarin gelistirilmesine

katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Kanser ilaclarinin c¢ogu etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve boliinme
fazlarm etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapi ajanlar1 bazi spesifik kanser
hiicrelerine etkiliyken, diger kanser hiicrelerinde etkileri sinirli olabilir. Bu nedenle
farkli sitotoksik maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak aydinlatilmasi

oldukca dnemlidir.

Sentetik ilaclarin yol agtig1 ciddi yan etkiler de disiiniiliirse kanser tedavisinde
kullanilmak tizere bu dogal kaynaklarin incelenerek yeni bilesiklerin belirlenmesi

onemli ve gereklidir. Halihazirda kanser tedavisinde kullanilan ilaclarin % 60’dan
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fazlasi bitkisel kokenlidir (Cragg et al., 1997) ve 2001-2002 yillar1 arasinda diinyada
satilan ilaglarin yaklagik dortte biri dogal iirlin ya da dogal iiriin tiirevidir (Balunas
and Kinghorn, 2005). Kanser tedavisinde kullanilan bitkisel kokenli ilaclara 6rnek
olarak Catharanthus roseus’tan elde edilen vinkristin ve vinblastin (Cragg et al.,
1994), bunlarin yar1 sentetik analogu olan vinorelbin (Newman et al., 2000),
Podophyllum peltatum’dan elde edilen epipodophyllotoxin’in (epipodofillotoksin)
yar1 sentetik tiirevleri olan etoposide ve teniposide, Taxus brevifolis’dan elde edilen
taxanlar (taksanlar) ve Camptoteca acuminata’dan elde edilen campothecinler
(kampotesinler) verilebilir (Cragg et al., 1994). Yapilan klinik denemelerde 6zellikle
taksanlar (taxan) grubunda bulunan docetaxel’in ilerlemis metastatik meme

kanserinin tedavisinde etkili bir ajan oldugu belirlenmistir (Nabholtz et al., 2002).

Kanserin populasyonu olumsuz yonde etkilemesinin yam sira yiiksek tedavi
maliyetleri ve hastalarin daha saglikli ve kaliteli yasam diizeylerine ulagma istekleri
de gz Oniine alindiginda bitkilerden elde edilen antikanser ilaglarin kanser
tedavisinde onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bitkisel kdkenli maddelerin anti-
kanser Ozelliklerinin arastirilmasi giiniimiizde halen devam eden, giincel bir
yaklasimdir. Ancak tibbi bitkiler her ne kadar ¢cok uzun siiredir kanser tedavisinde
kullaniliyor olsa da bitkisel formulasyonlarin etkinliginin ve etki mekanizmasinin
cok 1iyi arastirilmamis ve anlagilmamis olmast ve kanserin spesifik bir hastalik olmas1
nedeniyle, kanserde bitkisel tedaviye siipheyle yaklasiimaktadir (Hartwell, 1982;
Hsieh et al., 2006). Modern tipta halen kanser tedavisinde kullanilmakta olan yontem
ve ilaglarin yani sira tibbi bitkilerde ve besinlerde bulunan pek cok bilesigin bazi
deneysel karsinojenezis modellerinde etkili bir koruyucu ve anti-timor ajanlar
olduklar1 bilinmekle birlikte bunlarin c¢ogunun etki mekanizmalar1 ¢ok 1iyi
bilinmemektedir. Bu nedenle, bitkilerden yeni kanser ilaglarmin arastirilmasindaki
asil hedef, hedef olmayan hiicrelere zarar vermeden dogrudan dogruya kanser
hiicreleri olmalidir. Kanserli hiicrelerin ve normal hiicrelerin temelde birbirine
benzer Ozellikleri géz Oniine almdiginda normal hiicrelere zarar vermeden kanser
hiicresinin canliliginin azaltilmasi1 (sitotoksisite) cok da basit bir olay degildir.
Sitotoksisite goriintiileme modelleri, gelecekteki calismalar icin potansiyel anti-

neoplastik 6zelliklere sahip bitkisel ekstrelerin se¢ilmesine yardimei olan 6n bilgileri
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saglayan Onemli bir parametredir (Itharat er al.,2004); fakat tek basmna yeterli
degildir. Ozellikle kanser tedavisine yonelik arastirmalarda hiicre 6liimiine yol acan
madde ya da bilesiklerin etki mekanizmalarinin belirlenebilmesi i¢in farkl
parametrelerin de incelenmesi gerekmektedir Bu acidan hala kanser tedavisi icin
klinik agidan arastirilmay1 bekleyen c¢ok sayida bitki ve bitkisel formulasyon
bulunmaktadir. Bu nedenle bircok bitki, sekonder metabolitler ve tiirevleri; kansere
kars1 etkinliklerinin, antioksidan aktivitelerinin ve mikrobiyolojik, farmakolojik ve
hatta biyolojik savasin giindemde oldugu son yillarda bitki savunma mekanizmasimin

anlagilmasi agisindan ¢ok yonlii olarak arastirilmaktadir.

Diinya iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi acidan Onemli olan bitkiler
yiizyillardan beri halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisinde her bolgede farkl
amaclar ve yontemlerle kullanilmaktadir. Yapilan literatiir calismalar1 ve yerel halkla
goriismeler sonucunda Aydin yoresi halki tarafindan gida, baharat ve tedavi amagl
olarak kullanilan bitkilerden heniiz antioksidan, sitotoksik ve anti-kanser kapasiteleri
belirlenmemis olan 4 farkli tibbi bitki tiiri Euphorbia platyphyllos L. (Siitlegen),
Vitex agnus-castus L. (Hayit, Besparmak Otu), Dracunculus vulgaris Schott. (Yilan
yastigl, Yilan bigagi), Asphodelus aestivus Brot. (Ciris otu, Hidirellez kamgisi)

caliyma materyali olarak se¢ilmistir.

Halk arasinda siitlegen olarak bilinen ve haricen sigillerin yok edilmesinde, egzama
hastaliklarinda bitkinin 6zsuyu kasinan yerlere siiriilerek ve romatizmal hastaliklarda
agr1 kesici olarak kullanilan (Baytop, 1999; Anonim, 2006) farkli Euphorbia
tiirlerinden farkli yontemlerle elde edilen ekstrelerin jatrophane diterpen, jatrophane
polyester (Hohmann er al., 2003), tigliane diterpen, cycloartane-tipi triterpen (Haba
et al., 2007) ve quercetin (Chaabi et al., 2007) icerdigi ortaya konmustur. Bu bitkinin
antiviral aktivite gosterdigi (Betancur-Galvis et al., 2002) ve cesitli kanser hiicre
dizinleri lizerinde antitiimor (Valadares et al., 2006), antiproliferatif (Chaabi et al.,
2007) ve sitotoksik (Betancur-Galvis et al., 2002; Whelan and Ryan, 2003; Baloch et
al., 2008; Lu et al., 2008) etkiye sahip oldugu ortaya konmustur.

Halk arasinda hayit, besparmak otu gibi adlarla bilinen V. agnus-castus

meyvelerinden % 2-5 oraninda infiizyon (demleme) seklinde hazirlanan caylar idrar
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arttirici, gaz soktiiriicii ve yatistirici olarak, tohum ya da meyveden elde edilen
ekstreler ise kadinlarda menopoz ve menstiirasyon donemi diizensizliklerini ve
sikintilarin1 gidermek, emziren annelerde siit verimini arttirmak i¢in, erkeklerde ise
iktidarsizlik ve strese karsi kullanilmaktadir (Hobbs, 1996; Odenthal, 1998; Baytop,
1999, Anonim, 2005). Yapilan icerik analizleri ile Vitex tiirlerinin flavonoidler,
iridoidler, agnusidler, aucubin, cineol, casticin, viticin (Li, 2002), ugucu yag ve rezin
(Baytop, 1999) icerdigini tespit edilmistir. V. agnus-castus meyvelerinden ve bu bitki
ile ayn1 familyadan olan V. trifolia’nmin dal ve yapraklarindan elde edilen farkli
ekstrelerin cesitli kanser hiicre dizinleri lizerinde sitotoksik (Hirobe et al., 1997,
Herndndez et al., 1999; Hirobe and Kunio, 2000) ve apoptotik (Ohyama et al., 2005;
Weisskopf et al., 2005; Imai et al., 2009) etkiye sahip oldugunu ortaya koyan

caligmalar bulunmaktadir.

Calisma materyalini olusturan bir diger bitki olan Dracunculus vulgaris, halk
arasinda yilanyastigi, yilan bigagr gibi adlarla bilinmekte; kok yumrulari ve
yapraklar1 lapa halinde haricen hemoroide karst ve c¢ibanlarin tedavisinde
kullanilmakta, ayrica bitkisinin kokiiniin siit icinde bekletilmesi ile hazirlanan
icecegin akrep sokmalarma karst bir yil bagisiklik sagladigi da soylenmektedir
(Baytop, 1999; Anonim, 2006). Bitkinin tohum yaginin palmitik asit, vaccenic asit,
stearik asit, arachidic asit gibi yag asitleri icerdigi (Saglik et al., 2002) ve D. vulgaris
ile ayn1 familyadan olan Arum palaestinum (Araceae) yaprak ekstrelerinin bazi
kanser hiicre dizinleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi (El-Desouky et al., 2007),
baz1 kanser hiicre dizinleri {izerinde ise sitotoksik etki gostermedigi (Kaileh et al.,

2007) belirtilmigtir.

Asphodelus aestivus, halk arasinda kok yumrular1 kinayla karistirilarak hemoroid
tedavisinde, kok 6zsuyu burundan g¢ekilerek burun kanamalarinin durdurulmasinda
ve iltihapli yaralar1 kurutmada kullanilan (Baytop, 1999; Anonim, 2006) ve ¢iris otu,
hidirellez kamgis1 gibi adlarla bilinen bir bitkidir. Farkli Asphodelus tiirlerinin icerik
analizleri, bitkinin miisilaj, glukoz ve fruktozdan olusan bir oligosakkarit icerdigini
ortaya konmustur (Baytop, 1999). Asphodelus aestivus Brot.’dan farkli yontemlerle
elde edilen ekstrelerin ¢esitli hiicre dizinleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi;

bunun yani sira antiviral, antimikrobiyal, mide koruyucu etkiye sahip oldugu ve lipid
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peroksidasyonunu baskiladigi bilinmektedir (Bedoya et al., 2001; Giirbiiz et al.,2002;
Ljubuncic et al., 2005; Oskay ve ark. 2007).

Bu calismada Aydin Yoresi’'nde halk tarafindan ¢esitli amaclarla kullanilan 4 farkl
tibbi bitki tiirliniin (Euphorbia platyphyllos L., Vitex agnus-castus L., Dracunculus
vulgaris Schott., Asphodelus aestivus Brot.) farkli kisimlarindan elde edilen
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve
dekoksiyon)) farkli konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi Olciilerek, ekstrelerin MCF-7 insan meme metastatik karsinoma
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi Trypan Blue Exclusion Yontemi ile ve MCF-7
hiicrelerinin genetik materyali iizerindeki genotoksik etkisi ise Alkali Comet

Yontemi (Comet Assay, tek hiicre jel elektroforezi) ile arastirilmastir.

Ekstrelerin antioksidan aktivitesini 6lgmede kullamlan DPPH (1’1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) yontemi, antioksidan ile reaksiyona giren bilesenlerin ortamdaki
DPPH serbest radikallerinden kaynaklanan koyu menekse renkli karisimin renginin
acik sari-yesil renge acgilmasina dayanan absorbans degisimlerinin 517 nm de

Olciilmesi prensibine dayanmaktadir (Al-Dabbas et al.,2007).

Arastirmamizda deneme materyaliolarak kullanilan MCF-7 insan meme kanseri
hiicre dizini, diinyada meme kanseri calismalarinda en fazla kullanilan kiiltiire
edilmis hiicre dizinidir (Osborne et al., 1987; Burdall et al., 2003). MCFE-7 hiicreleri
Ostrojen, androjen, progesteron, glukokortikoidler, insiilin, epidermel biiylime
faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktorii, prolaktin ve tiroid hormonu gibi bir dizi
hormona biyolojik yanit veren reseptorlere sahiptir (Osborne et al., 1987). Hiicreler

ostrojene proliferatif yanit vermektedir (Levenson and Jordan, 1997).

Hiicre i¢cine uygun yol ve dozda alinmayan her madde zehir etkisi yapabilir. Bu etki
bir yap1 degisikligi seklinde olabilecegi gibi biyokimyasal lezyon seklinde de
olabilir. Ortaya ¢ikan etki, geri doniislii (reversibl) olabilecegi gibi hiicre 6liimii
seklinde de olabilir. Bu nedenle canli hiicreler iizerinde kimyasal maddelere baglh
onemli yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla

deneysel toksikolojik calismalar yapilir. Olciim performansi icin, tekrarlanabilirlik
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basarisi i¢in ya da calismalarda karsilastirma yapmak i¢in hiicre popiilasyonlarinin
miktarlarinin  anlamli bir sekilde belirlenmesine ihtiya¢ vardir. Calismamizda
ekstrelerin  MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini (hiicre canliligmin
azalmasi) belirlemek amaci ile kullanilan Trypan Blue Exclusion Yontemi, in vitro
sitotoksisite tespiti i¢in gelistirilen hiicre canliligi testidir. Trypan blue (Tripan
mavisi) 6lii doku veya hiicreleri secici olarak boyayan diazo grubuna ait vital bir
boyadir. Hiicre zar1 segici gecgirgen yapida oldugu i¢in, hiicre zar1 saglam olan canli
hiicre ve dokular1 boyamamaktadir. Olii hiicreler ise, hiicre zarmin segici gegirgenlik
ozelligi ortadan kalktig1 icin boyayr icine alarak maviye boyanmaktadir. Canli
hiicrelerin boyay1 disarida birakarak boyanmamalar1 nedeniyle bu yontem Dye
Exclusion Method (boyay1r disarida birakma yontemi) olarak adlandirilmaktadir
(Eisenbrand et al., 2002).

Ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinin genetik materyali (DNA) iizerindeki etkisini
belirlemek amact ile kullanilan Comet Yontemi DNA’da olusan hasar ve tamirleri
gosterebilmesi, az sayida hiicre ile analizin gerceklesebilmesi, degisik doku ve hiicre
gruplar1 ile calisilabilmesi, sonuglarin birka¢g saat icinde elde edilip verilerin
degerlendirilebilmesi, giivenli ve nispeten ekonomik olmasi nedeni ile giderek
yayginlagan bir kullanim alan1 bulan hizli, kolay ve duyarh bir yontemdir (Tice et al.,
2000; Collins and Horvathova, 2001; Sasaki et al., 2002). Bir bireyin, DNA onarim
kapasitesini belirlemek icinde comet tekniginden yararlanimaktadir. Hasarli
DNA’nim onarilmamasi kanser olusumunun temel mekanizmasi olarak kabul edilir.
Bu olay DNA onarim yetersizligini ve kansere yatkimligi dolayisiyla bireysel
duyarlilig1 belgeler. DNA onarim problemlerini saptayabilmek i¢in Challenge teknigi
ile kombine olarak comet teknigi hiicrelerin radyasyona duyarliliklarindaki
farkliliklardan yola ¢ikarak ‘onarim’ olarak adlandirilan hasarin biyolojik prosesine
bagli olarak son yillarda genotoksikoloji, ekotoksikoloji ve biyoizleme

arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Collins et al., 1997).

Tez kapsaminda secilen bitkilerin antioksidan aktivitesi, MCF-7 hiicreleri lizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi ve hiicrelerin genetik materyali tizerindeki genotoksik (DNA

kiriklarr) etkisi ilk kez bu caligma kapsaminda ayrintili olarak arastirilmigtir.
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Bu tezden elde edilen veriler, ozellikle kadinlar arasinda yaygin olan ve gittikge
erkekleri de tehdit etmeye baslayan meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni
bitkisel kokenli bilesiklerin arastirilmasima 1sik tutabilecek ve anti-kanser Ozellik
tastyan bitkilerin belirlenebilmesine katkida bulunacak olmasi nedeni ile Onem

tasimaktadir.
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III-MATERYAL VE YONTEM

A- TEZ CALISMASINDA KULLANILACAK BITKILERIN
SECIMI

Tiirkiye florasi, iic onemli fitocografik bolgenin (Akdeniz, Iran-Turan, Avrupa
Siberian) baglant1 noktasmnda yer almasi nedeni ile olduk¢a zengin olup cicekli
bitkileri de icine alan 11.000’den fazla kayith takson bulunmaktadir. Bu bitkilerin
yaklasik olarak 3.000 tanesini olusturan aromatik bitkilerin (Baser, 2002) bir kismi1
halk tarafindan gerek beslenme ve gerekse tibbi amacli olarak kullanilmaktadir.
Ulkemizde bulunan bitkiler her bolgede farkh amaglar ve yontemlerle
kullanilmaktadir. Tedavi amacgl olarak kullanilan bitkilerin yaprak, kok, govde,
cicek, tohum, filiz gibi kisimlar1 su ile kaynatilarak (dekoksiyon), kaynamis su
(infiizyon) veya yag igerisinde bekletilerek, lapa halinde veya karigimlar seklinde

kullanilmaktadir (Simsek ve ark., 2002).

Aydm yoresinde halk tarafindan yaygin olarak kullanilan bitkileri belirleyebilmek
icin, Aydin’da bulunan aktarlar ve orta yasin lizerindeki yerli halk ile yapilan sozlii

goriismeler sonucunda;

- Hangi bitkinin hangi hastaligin tedavisinde kullanildig: (kullanilig amaci)
- Hangi miktarda ve ne kadar siireyle kullanildig1 (konsantrasyon ve siire)
- Hangi sekilde kullanildig1 (kullanilis bi¢cimi)

hakkinda bilgi toplanmistir. Halk arasinda cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan
bitki tiirlerinin ¢ok fazla sayida olmasi nedeni ile sayiy1 azaltmak amaciyla bir 6n
eleme yapilarak, tez calismasi kapsaminda kullanilacak bitkiler belirlenmistir. Tez
calismas: kapsaminda kullanilacak bitkilerin se¢ciminde asagidaki ozellikler goz

Oniinde bulundurulmustur:
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1) Hakkinda bilgi toplanan tibbi bitkilerle ilgili kapsamli bir literatiir taramasi
yapilarak, daha Once antioksidan aktivitesi ve in vitro sitotoksik etkisi hig

calisiilmamis ve/veya en az ¢alisilmis bitki tiirleri se¢ilmistir

2) Hiicrelerde serbest radikal miktarmin herhangi bir enfeksiyon durumunda cok
fazla artig gosterdigine ve antioksidanlarin serbest radikalleri ve/veya aktivitesini yok
edici bilesikler olduguna dair literatiir bilgileri goz Oniine alnarak; yiiksek
antioksidan aktivite goOsterebilecekleri diisiincesi ile Ozellikle halk arasinda

enfeksiyonlar1 ve yaralari iyilestirmek amaciyla kullanilan bitkiler tercih edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda kullanilmak iizere, s6z konusu kriterlere gore secilen
bitkilerin bir listesi olusturulmus ve yore halkinin sec¢ilen bitkilerin kullanim amaci,
kullanim sekli, kullanim siiresi ve kullanilan miktarlar1 hakkinda edinilen bilgiler,
Prof. Dr. Turan BAYTOP tarafindan yazilan “Tiirkiye’de Tibbi Bitkiler ile Tedavi
(Gegmiste ve Bugiin)’’(1999) isimli kitaptaki bilgilerle karsilastirilarak; ¢alismada
kullanilacak bitkilerin hangi kisimlarmin kullanilacagi, kullanilacak kisimlardan elde
edilecek ekstraktlarin elde edilis sekli ve kullanilacak konsantrasyon araliklarinin

belirlenmesi daha bilimsel bir temele dayandirilmaya calisiimustir.

1- Toplanan Bitkilerin Sistematigine ve Halk Arasinda Kullanmhs

Bicimine iliskin Bilgiler
a- Familya: Euphorbiaceae (Siitlegengiller)

Kozmopolit bir familya olan Euphorbiaceae yaklasik olarak 300 cins ve 5000 kadar
tiir icermektedir. Ulkemizde bu familyaya ait 5 cins ve 102 tiir bulunmaktadir (Sekil
3.1). Kauguk ve boya hammaddesi elde edilen ve ila¢ sanayisinde kullanilan tiirleri
vardir. Kerestesinden yararlanilir. Bazi tiirleri siis bitkisi olarak yetistirilmektedir

(Se¢cmen ve ark., 1998).
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Genus (Cins): Euphorbia L.

Bir ya da ¢ok yillik bitkilerdir. Genellikle beyaz renkli 6zsuyunun (siit) icerisinde
rezin, kaucuk, nisasta ve enzimler bulunmaktadir. Tohumlar ise sabit yag
icermektedir (Baytop, 1999). Ayrica cesitli Euphorbia tiirlerinin yapilan igerik
analizleri sonucunda, quercetin, jatrophane diterpen, jatrophane polyester, tigliane
diterpen, cycloartane-tipi triterpen ve 13 adet triterpen icerdigi ortaya konmustur

(Hohmann et al., 2003; Haba et al., 2007; Chaabi et al., 2007).

Species (Tiir): Euphorbia platyphyllos L. (Siitlegen)

Euphorbia tiirlerinin siitii tahris edicidir ve kuvvetli bir miishil etkiye sahiptir.
Egzama hastaliklarinda bitkinin 6zsuyu haricen kasinan yerlere siiriilerek, egzamanin
tedavi edilmesinde, sigillerin yok edilmesinde ve romatizmal hastaliklarda agr1 kesici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin 6zsuyu ve tohumunda bulunan sabit yag
miishil olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Anonim, 2006). Daha 6nce yapilan
calismalarda; cesitli Euphorbia tiirlerinden elde edilen ekstrelerin farkli insan ve
hayvan kanser hiicre dizinleri lizerinde in vitro sitotoksik etkiye sahip oldugu ortaya
konmustur (Betancur-Galvis et al.,2002; Whelan and Ryan, 2003; Valadares et al.,
2006; Chaabi et al., 2007).

Sekil 3.1. Euphorbia platyphyllos L. (Stitlegen)
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b- Familya: Verbenaceae (Minecicegigiller)

Tropik ve subtropik bolgelerde yayilis gosteren yaklasik 100 cins ve 3000 kadar tiirti
bulunmaktadir. Bitkiden eterik yag ve tanen elde edilmekte, otsu kisimlar1 ilag
olarak kullanilmakta ve bazilar1 da siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Ayrica
bitkiden elde edilen keresteler gemi yapiminda kullanilmaktadir (Se¢cmen ve ark.,

1998).

Genus (Cins): Vitex L.

Vitex agnus-castus ve Vitex pseudo-negundo olmak iizere iki tiirii vardir (TUBITAK-
Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani). Yapilan kimyasal icerik analizleri Vitex
tiirlerinin flavonoidler, iridoidler, agnusidler, aucubin, cineol, casticin, viticin (Li,

2002), ucucu yag ve rezin (Baytop, 1999) icerdigini ortaya koymustur.

Species (Tiir): Vitex agnus-castus L. (Hayit, Besparmak otu)

Yapraklar1 el biciminde pargali, ¢igekleri mavimsi, ¢ali goriiniislii bir agacciktir.
Bitkinin meyveleri kiire bi¢iminde, 3 mm capinda, sert, 6zel kokulu ve acimsidir
(Sekil 3.2). Meyvelerden %2-5 oraninda infiizyon (demleme) seklinde hazirlanan
caylar, idrar arttirici, gaz soktiiriicii ve yatistirici olarak kullanilmaktadir. Ayrica
tohum ya da meyveden elde edilen ekstreler halk arasinda tedavi amacli olarak
kadinlarda menopoz ve menstiirasyon donemi diizensizliklerini ve sikintilarmi
gidermek, emziren annelerde siit verimini arttirmak i¢in, erkeklerde ise iktidarsizlik
ve strese karst kullanilmaktadir (Hobbs, 1996; Odenthal, 1998; Baytop, 1999,
Anonim, 2005). Bitkinin tohumlar1 bibere benzer tat ve kokuya sahip oldugu i¢in,
bazi toplumlarda karabiber yerine baharat olarak da kullanmilmaktadir
(Odenthal, 1998). Vitex tiirleri ile daha 6nce yapilan ¢alismalarda; V. agnus-castus
meyvelerinden elde edilen etanol ve metanol ekstrelerinin farkli insan ve hayvan
kanser hiicre dizinleri lizerinde in vitro sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir (Hirobe et al., 1994, 1997; Hirobe and Kunio, 2000; Ohyama et al.,
2005).
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: %N oA
Sekil 3. 2. Vitex agnus-castus L. (Hayit, Besparmak Otu)

c- Familya: Araceae ( Yilanyastigigiller)

Rizomlu veya tuberli, dzsiit veya ac1 su iceren ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Cogunlugu
sicak bolgelerde yayilig gosteren yaklasik 110 cins ve 2500 kadar tiirii vardir.
Ulkemizde bu familyaya ait 6 cins ve 23 tiir bulunmaktadir (Secmen ve ark., 1998).

Genus (Cins): Dracunculus P. Mill.

Ulkemizde Bat1 ve Giiney Anadolu’da yayilis gostermektedirler (Secmen ve ark.,
1998). Dracunculus tiirlerinin yapraklari ve kok yumrular1 zamk, miisilaj, nisasta,
saponin ve konisin alkaloidi (Baytop, 1999), estragole, phelandrine, methyl cavicol,
iodine, rutin, tanin, flavonoid ve coumarin (Li, 2002), tohum yag1 ise palmitik asit,
oleik asit, cis-vaccenic asit, stearik asit, arachidic asit icermektedir (Saglik et al.,

2002).
Species (Tiir): Dracunculus vulgaris Schott. (Yilan yastigi, Yilan bicag)

Yaklasik 100 cm boyunda, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar tabanda, uzun sapli,
yaprak ayasi daire bi¢giminde ve parcalidir. Ciceklenme ilkbaharda gerceklesir (Sekil
3.3). Kok yumrular1 ve yapraklari lapa halinde haricen hemoroide kars1 ve ¢ibanlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica, kokiiniin siit icinde bekletilmesi ile hazirlanan

icecegin akrep sokmalarina karsi bir yil bagisiklik sagladigi da belirtilmektedir
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(Baytop, 1999; Anonim, 2006). Dracunculus tiirleri ile daha 6nce yapilan caligmalar,
D. vulgaris ile ayn familyadan olan Arum palaestinum (Araceae)’dan elde edilen
ekstrelerin cesitli insan kanser hiicre dizinleri (El-Desouky et al., 2007) ve fare
fibrosarkoma hiicreleri (Kaileh et al., 2007) iizerinde in vitro sitotoksik etki

gosterdigini ortaya koymustur.

Sekil 3.3. Dracunculus vulgaris Schott. (Yilanyastigi, Yilan bigagi)
d- Familya: Liliaceae (Zambakgiller)

Kozmopolit bir familya olan Liliaceae 250 cins ve 3500 kadar tiir icermektedir.
Ulkemizde bu familyaya ait yaklasik 44 cins ve 426 tiir bulunmaktadir (Secmen ve
ark., 1998).

Genus (Cins): Asphodelus L.

Ulkemizde, Asphodelus aestivus Brot., Asphodelus fistulosus L. ve Asphodelus

ramosus L. olmak iizere ii¢ farkhi tiirii bulunmaktadir (TUBITAK-Tiirkiye
Taksonomik Tiir Veritabani). Asphodelus tiirleri miisilaj, glukoz ve fruktozdan
olusan bir oligosakkarit icermektedir (Baytop, 1999).

Species (Tiir): Asphodelus aestivus Brot. (Ciris otu, Hidirellez kamcisi)

100-150 cm boyunda, rozet yaprakli, beyaz veya pembemsi ¢icekli cok yillik otsu bir
bitkidir Sekil 3.4). Kok yumrular1 Yontma Tas Donemi’nden beri Anadolu Halki

tarafindan kullanilmaktadir. Kokii kinayla karistirilarak hemoroit tedavisinde, kok
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0zsuyu burundan cekilerek burun kanamalarmin durdurulmasinda ve iltihapl yaralar:
kurutmada kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Anonim, 2006). Asphodelus tiirleri ile
daha Once yapilan calismalarda; farkli Asphodelus tiirlerinden elde edilen ekstrelerin
farkli insan ve hayvan kanser hiicre dizinleri lizerinde diisiik in vitro sitotoksik etkiye
sahip oldugu (Bedoya et al., 2001; Ljubuncic et al., 2005) ve cesitli bakteri ve maya
suslar1 iizerinde ise antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir (Oskay ve ark.,

2007).

7 M B\

Sekil 3.4. Asphodelus aestivus Brot. (Ciris otu, Hidirellez kamgis1)

2- Bitkilerin Toplanmasi, Kurutulmasi ve Saklanmasi

a- Bitkilerin Toplanmasi

Tez calismasinda kullanilmak {izere secilen bitkiler, ¢iceklenme donemlerinde
konuya iliskin bilgisi ve deneyimi olan bir sistematik botanikgi ile birlikte bitkilerin
yetisme alanlarmndan toplanmustir. Bitkileri toplamak ilizere yapilan arazi
calismalarinda trafigin ve insan faaliyetlerinin en az oldugu alanlar tercih edilerek
kirlilikten en az diizeyde etkilenmis ve agir metal vb. maddeleri biinyesinde
biriktirmemis bitkilerin toplanmasma 6zen gosterilmistir. Toplanan bitki 6rnekleri
arazi caligmalar1 tamamlandiktan hemen sonra Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii Ogretim elemanlar1 olan Yrd. Dog. Dr. Ozkan EREN ve Aras. Gorev. Dr.
Mesut KIRMACI tarafindan tayin edilmistir. Toplanan bitkilere ait birer Ornek
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numara verilerek etiketlenmis ve Adnan Menderes Universitesi, Biyoloji Boliimii
Herbaryumu’nda (AYDN) kayit altina alinarak saklanmustir. Arazi caligmalari
sonucunda toplanan bitkiler, herbaryum numaralari, toplandiklar1 yer ve toplanma

tarihleri Cizelge 3. 1’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Tez calismasi kapsaminda kullamlan bitkiler, toplandig1 yer ve toplanma

tarihleri
Familya Bitkinin Adi Tiirkce Ad1 Toplandig1 Yer Toplanma
Tarihi
Euphorbiaceae | Euphorbia Siitlegen Kocarli Yolu 4-6 km | 19.04.2006
platyphyllos L.
(AYDN 877)
Verbenaceae Vitex agnus-castus | Hayut, Ortaklar-Soke Yolu 23.09.2006
(AYDN 882) Besparmak otu, 8-10 km 28 m
Namus Agaci
Araceae Dracunculus Yilanyastigi, Pasa yaylas1 368 m 31.05.2006
vulgaris Schott. Yilan bigagi
(AYDN 883)
Liliaceae Asphodelus Ciris otu, ADU Merkez 30.03.2006
aestivus Brot. Hidirellez Kampus Batis1 160 m
(AYDN 878) kamgisi

b - Bitkilerin Kurutulmasi

Cigceklenme donemlerine gore bulunduklar: bélgelerden toplanan bitkiler laboratuara
getirildikten sonra temizlenerek, yikanmustir. Temizlenip, yikanan bitkilerin
ekstraksiyon yapilacak kisimlart (Cizelge 3.2) ayrildiktan sonra, bitki kisimlari

dogrudan giines 15181 almayan havadar bir odada kurutulmustur (Sekil 3.5).

Cizelge 3.2. Tez calismasi kapsaminda kullamlan bitkilerden ekstre elde edilmesinde
kullamlan kisimlar

Familya Bitkinin Adi Tiirkce Ad1 Ekstraksiyonda
Kullamlan Kisim

Euphorbiaceae Euphorbia Siitlegen Tam bitki
platyphyllos L.

Verbenaceae Vitex agnus-castus Hayit, Besparmak Tohum

otu, Namus Agaci

Liliaceae Asphodelus aestivus | Ciris otu, Hidirellez Kok yumrusu
Brot. kamgis1

Araceae Dracunculus Yilanyastig1, Yilan Kok yumrusu
vulgaris Schott. bicagi
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. s

Sekil 3. 5. Kurutulmaya birakilan bitkiler (Asphodelus aestivus Brot.)
c- Kurutulan Bitkilerin Muhafaza Edilmesi

Golge ve havadar bir odada kurutulan bitki kisimlar1 denemelerde kullanilincaya
kadar, her bir bitkiye numara verilerek etiketlenen temiz kavanozlarda ve isiktan

etkilenmeyecek sekilde kapali dolaplarda muhafaza edilmislerdir (Sekil 3.6).

Sekil 3. 6. Kurutulmus bitki kisimlarinin muhafazasi
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B- DENEMELERDE KULLANILACAK BIiTKILERDEN FARKLI
YONTEMLERLE EKSTRELERIN ELDE EDILMESI

1- Kimyasallar ve Makine-Techizat

a- Kimyasallar

Dietil Eter (Riedel-de Haén, CAS NO: 24005), Petrol Eteri (Merck, CAS
NO:1.00909.5000), Etil Asetat (Riedel-de Haén, CAS NO: 27227), Metanol (Merck,
CAS NO: 1.06009.2500), DPPH (Fluka, CAS NO: 1898-66-4), Rutin (Fluka, CAS
NO: 250249-75-3), DMEM (Sigma, CAS NO: 048K2354), FBS (Sigma, CAS No:
30021099000), L-Glutamin (Sigma, CAS NO: 56-85-9), Esensiyel Olmayan Amino
Asitler (Sigma, CAS NO: 058K2362), Na-pyruvate (Sigma, CAS NO: 24899804),
NaCOs (Sigma, CAS NO: 048K2446), Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi (Sigma),
Tripsin-EDTA (Sigma, CAS NO: 9002-07-7), PBS (Sigma, CAS NO: 018K2325),
DMSO (Sigma, CAS NO: 200-664-3), Trypan Blue (Sigma, CAS NO: 72-57-1),
Triton X-100 (Sigma, CAS NO: 9002-93-1), EtBr (Sigma, CAS NO: 057K8609),
EDTA (Merck, CAS NO: 1.08421.1000), Trizma Base (Sigma, CAS NO: 43006-30-
5), Low Melting Point Agarose (Sigma, CAS NO: 39346-81-1), Normal Melting
Agarose (Sigma, CAS NO: 0009012366). Tez calismasi kapsaminda kullanilan

kimyasallarm tiimii analitik safliktadir.

b- Makine-Techizat

Soxhlet aparati, calkalamali su banyosu, 1siticili manyetik karistirict (BIOSAN MSH-
300), rotary evaporator (Ika Werke RV 05-ST), liyofilizator (LABCONCO Freeze
Dry System), hassas tart1 (Scaltec SB 31), UV-Visible spektrofotometre (Shimadzu
PharmaSpec UV-1700), CO’li inkiibator (Thermo Hepa Class 100 Steri-cycle),
hiicre kiiltiirii kabini (HeraSafe Tipll Laminar Flow), santrifiij (Hettich Rotina 38R),
elektroforez (BioRad), invert mikroskop (Olympus CK 40-SL), 1s1ik mikroskobu
(Olympus), fluoresans mikroskop (Olympus BX-51), goriintiileme cihazi (Olympus
DP 70), azot tanki, otoklav (Hi-Tech), mikropipet seti (Eppendorf).
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2- Bitkilerin Ekstraksiyonu

Tez caligmas1 kapsaminda kullanilacak olan 4 farkl bitkiden elde edilecek ekstre
serileri (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (inflizyon ve dekoksiyon
ekstreleri)) icin; Euphorbia platyphyllos’da toplam 200 g tam bitki, Dracunculus
vulgaris’ta toplam 200 g kok yumrusu, Vitex agnus-castus’ta toplam 200 g tohum ve
Asphodelus aestivus’ta toplam 95 g kok yumrusu kullanilmistir. Ekstraksiyon icin
kullanilan miktarlar kuru bitki agirhigidir. Bitkiler, ekstreler elde edilmeden once
ogiitiilmiistiir. Bitkilerden ekstrelerin eldesi i¢in kullamilan c¢oziiciiler polarite

ozellikleri g6z Oniinde bulundurularak se¢ilmistir.

a- Dietil Eter Ekstraksiyonu:

Kaynama noktas1 | 34,6 °C

Dielektrik sabiti 4,191

Molekiil formiillu | C4sH;1¢0O

Bitki oOrneklerinden dietil ekstraksiyonu i¢in; Goffin ve arkadaslarinin (2003)
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Dietil ekstraksiyonu icin izlenen islem

basamaklar1 asagidaki gibidir:

1- Bitkinin ekstraksiyon yapilacak kismmdan 10g bitki Ornegi (tam bitki, kok
yumrusu, tohum) porselen havanda ezilerek ya da blendirda pargalanarak toz haline
getirilmis ve soxhlet kartusuna konulmustur.

2- Icerisinde bitki 6rnegi bulunan kartus, soxhlet aparatina yerlestirilmistir.

3- Soxhlet aparatinin haznesine 200 ml dietil eter ilave edilerek, eterin u¢masini
Onlemek amaciyla diizenege geri sogutucu baglanmustir.

4- 40 °C’lik su banyosunda soxhlet aparatinin haznesindeki eter renksizlesinceye
kadar ekstraksiyon yapilmistir (1 gece).

5- Haznedeki eter renksiz hale gelince balonda toplanan ¢ozelti evaporatdr balonuna
aktarilmastir.

6- Cozeltide bulunan eter rotary evaporatorde 40 °C’de (Kika Werke RV 05-ST)

ucurulmustur.
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7- Eter ucurulduktan sonra evaporatdr balonunun cidarina yapisan ekstre spatula ile
kazmarak, kiiciik bir sisede toplanmistir. Balonda kalan az miktardaki 6rnek 1-2 ml
eterle cozdiiriilerek siseye aktarilmistir.

8- Az miktardaki eter de ugurulmus ve ekstrenin isiktan etkilenmemesi igin sise
aliiminyum folyoya sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

9- Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agwrhk mg’a
cevrilmistir).

Y: icerisinde ekstre ¢ozeltisi bulunan evaporatér balonunun ¢oziicii ugurulduktan
sonraki agirhigi (g).

Z:: Evaporator balonunun net agirlhig: (g)

b- Petrol Eteri Ekstraksiyonu:

Kaynama noktast | 30-40 °C

Dielektrik sabiti 2-2.2

Molekiil formiilii | C;H7

Bitki orneklerinden petrol eteri ekstraksiyonu icin; Lee ve arkadaslarmin (2004)
yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Petrol eteri ekstraksiyonu i¢in izlenen

islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1- Dietil eter ekstraksiyonundan sonra soxhlet kartusunda kalan bitki Ornegi (tam
bitki, kok yumrusu, tohum) dietil eteri uzaklastrmak amaci ile 1 giin siireyle acik
havada kurutulmustur.

2- Kuruyan bitki 6rnegi tekrar soxhlet kartusuna konularak soxhlet aparatina

yerlestirilmistir.
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3- Soxhlet aparatinin haznesine 200 ml petrol eteri ilave edilmistir ve petrol eterinin
ucmasini onlemek amaciyla diizenege geri sogutucu baglanmistir.

4) Soxhlet aparatinin haznesindeki petrol eteri renksizlesinceye kadar 65 °C’lik su
banyosunda (1gece) ekstraksiyon yapilmustir.

5) Haznedeki petrol eteri renksiz hale gelince, balonda toplanan ¢6zelti evaporator
balonuna aktarilmstir.

6) Cozeltide bulunan petrol eteri rotary evaporatorde 65 °C’de ugurulmustur.

7) Petrol eteri ucurulduktan sonra evaporator balonunun cidarina yapisan ekstre
spatula ile kazinarak, kiiciik bir sisede toplanmustir. Balonda kalan az miktardaki
ornek 1-2 ml petrol eteri ile ¢ozdiiriilerek siseye aktarilmigtir.

8) Az miktardaki petrol eteri de ucurulmus ve ekstrenin 1siktan etkilenmemesi icin,
sise aliminyum folyoya sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de
saklanmustir.

9) Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agwrhk mg’a
cevrilmistir).

Y: icerisinde ekstre ¢ozeltisi bulunan evaporatér balonunun c¢oziicii ugurulduktan
sonraki agirhigi (g).

Z:: Evaporator balonunun net agirlhig: (g)

c- Etil Asetat Ekstraksiyonu:

Kaynama noktas1 | 76,5-77,5 °C

Dielektrik sabiti 6,0

Molekiil formiilu | CH3;COOC,H5
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Bitki Orneklerinden etil asetat ekstraksiyonu i¢in; Miliauskas ve arkadaslarmin
(2004) yontemi modifiye edilerek kullanilmustir. Etil asetat ekstraksiyonu igin

izlenen islem basamaklar1 agagidaki gibidir:

1- Petrol eteri ekstraksiyonundan sonra soxhlet kartusunda kalan bitki 6rnegi, petrol
eterini uzaklastirmak amact ile 1 giin siireyle acik havada kurutulmustur.

2- Kuruyan bitki 6rnegi temiz bir erlene alinmigtir.

3- Uzerine bitki agrhiginin 5 kat1 kadar etil asetat ilave edilerek erlenin agzi
kapatilmistir.

4- Icerisinde bitki 6rnegi ve etil asetat bulunan erlen ¢alkalamali su banyosuna
yerlestirilerek 25 °C’de bir gece ekstraksiyon i¢in birakilmustir.

5- Ertesi giin igerisinde bitki ornegi bulunan etil asetat filtre kagidindan siiziilerek,
sliziintii evaporator balonunda toplanmistir.

6- Filtre kagidinda kalan bitki kalintis1 erlene alinmis ve tekrar 5 kat1 kadar etil asetat
ilave edilerek, c¢alkalamali su banyosunda 25 °C’de bir gece ekstraksiyon igin
brrakilmigtir.

7- Bu islem etil asetat renksizlesinceye kadar tekrarlanmustir.

8- Evaporator balonunda toplanan siiziintiilerin etil asetat1 rotary evaporatorde 77
°C’de ugurulmustur.

9- Etil asetat ucurulduktan sonra evaporator balonunun cidarina yapisan ekstre
spatula ile kazinarak, kiiciik bir sisede toplanmustir. Balonda kalan az miktardaki
ornek 1-2 ml etil asetat ile ¢ozdiiriilerek siseye aktarilmustir.

10- Az miktardaki etil asetat da ugurulmus ve ekstrenin 1siktan etkilenmemesi i¢in,
sise aliminyum folyoya sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de
saklanmustir.

11- Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir:

X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agwrhk mg’a

cevrilmistir).
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Y: icerisinde ekstre ¢ozeltisi bulunan evaporatér balonunun ¢oziicii ugurulduktan
sonraki agirligi (g).

Z:: Evaporator balonunun net agirhig: (g)

d- Metanol Ekstraksiyonu:

Kaynama noktas1 | 64.7 °C

Dielektrik sabiti 32.6

Molekiil formiilu | CH;0H

Bitki orneklerinden metanol ekstraksiyonu, Avci ve arkadaslarinm (2006) yontemi
modifiye edilerek yapilmistir. Metanol ekstraksiyonu i¢in izlenen islem basamaklar:

asagidaki gibidir:

1- Etil asetat ekstraksiyonundan sonra erlende kalan bitki 6rnegi, etil asetati
uzaklastirmak i¢in 1 giin siireyle a¢ik havada kurutulmustur.

2- Kuruyan 6rnek temiz bir erlene alinmigtir.

3- Uzerine 200 ml absolii metanol ilave edilerek, alkoliin ugmasim engellemek icin
erlenin agzi parafilm ile kapatilmistir.

4- Icerisinde bitki 6rnegi ve metanol bulunan erlen kuru calkalamali inkiibatore
yerlestirilerek 25 °C’de 100 rpm ¢alkalama hizinda bir gece ekstraksiyon i¢in
brrakilmigtir.

5- Ertesi giin i¢erisinde bitki 0rnegi bulunan alkol filtre kdgidindan siiziilerek alkollii
ekstrakt evaporator balonunda toplanmustir.

6- Filtre kagidinda kalan bitki kalintisi erlene alinmig ve tekrar 200 ml metanol ilave
edilerek, kuru ¢alkalamali inkiibatorde 100 rpm ¢alkalama hizinda 25 °C’de bir gece
ekstraksiyon i¢in birakilmustir.

7- Bu islem metanol renksizlesinceye kadar tekrarlanmistir.

8-Evaporator balonunda toplanan siiziintiilerin alkolii rotary evaporatorde 68 °C’de

ucurulmustur.
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9- Metanol ugurulduktan sonra evaporatdr balonunun cidarina yapisan ekstre spatula
ile kazinarak, kiiciik bir sisede toplanmistir. Balonda kalan az miktardaki ornek 1-2
ml metanolle ¢ozdiiriilerek siseye aktarilmustir.

10-Az miktardaki metanol de u¢urulmus ve ekstrenin 1siktan etkilenmemesi i¢in, sise
aliiminyum folyoya sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmustir.

11-Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmstir:

X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agirhk mg’a
cevrilmistir).

Y: icerisinde ekstre ¢ozeltisi bulunan evaporatér balonunun ¢oziicii ugurulduktan
sonraki agirhigi (g).

Z:: Evaporator balonunun net agirlig (g)

e- Sulu Ekstreler:

Kaynama noktas1 | 100 °C

Dielektrik sabiti 80

Molekiil formiilu | H,O

Bitki orneklerinden sulu (infiizyon ve dekoksiyon) ekstraksiyonlar Ljubuncic ve
arkadaslarinim (2005) yontemi modifiye edilerek yapilmustir. Sulu ekstraksiyonlar

icin izlenen islem basamaklar1 agagidaki gibidir:

1- infiizyon (Demleme) Ekstresi

1-Metanol ekstraksiyonundan sonra filtre kagidinda kalan bitki 6rnegi metanolii
uzaklastirmak i¢in 1 giin siireyle a¢ik havada kurutulmustur.
2- Uzerine, agirhgmin 20 kat1 kadar (200 ml) 80 °C sicakliktaki distile su ilave

edilmistir.
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3- Bitki 0rnegi 5 dakika siireyle demlenmeye birakilmis ve sicak olarak siiziilmiistiir.
4-Siiziintii liyofilizator kaplarina alinarak derin dondurucuda (-80 °C) bir gece
bekletilmistir.

S5-Derin dondurucuda dondurulan siiziintiiniin suyu ertesi giin liyofilizatorde
uzaklasgtirilmistir.

6-Elde edilen ekstre kiiciik bir siseye aktarildiktan sonra, sise aliiminyum folyoya
sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir.

7-Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agwrhk mg’a
cevrilmistir).

Y: Icerisinde ekstre cozeltisi bulunan liyofilizatér kabmm ¢oziicii ucurulduktan
sonraki agirligi (g).

Z: Liyofilizator kabinin net agirhgi (g)

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

1-Kurutularak toz haline getirilmis 10 g bitki 6rnegi 200 ml distile su ilave edilerek 5
dakika kaynatilmistir.

2-Cozelti sicak olarak siiziilmiistiir.

3-Siiziintii liyofilizator kaplarina alinarak derin dondurucuda (-80 °C) bir gece
bekletilmistir.

4-Derin dondurucuda dondurulan siiziintiiniin suyu, ertesi giin liyofilizatorde
uzaklastirilmistir.

5-Elde edilen ekstre kiiciik bir siseye aktarildiktan sonra, sise aliiminyum folyoya
sarilarak denemelerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmuistir.

6-Elde edilen net ekstre miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir:
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X=Y-Z

X: Elde edilen net ekstre miktar1 (g) (g cinsinden elde edilen net agwrhk mg’a
cevrilmistir).

Y: Icerisinde ekstre ¢ozeltisi bulunan liyofilizator kabmin ¢oziicii ugurulduktan
sonraki agirligi (g).

Z: Liyofilizator kabinin net agirhgi (g)

Ekstraksiyon islemleri sonucunda E. platyphyllos ve V. agnus-castus’dan kullanilan
tim coziiciilerle ekstre elde edilmesine karsin; A. aestivus’tan petrol eteri ve D.

vulgaris’den dietil eter ve petrol eteri ekstreleri elde edilememistir.

C-BIiTKILERDEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN
ANTIOKSIDAN AKTIiVITESININ BELIiRLENMESI

1- DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitenin

Belirlenmesinde Kullamlan Ekstre Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez calismas1 kapsaminda secilen 4 farkli bitkiden, bitkilerin farkli kisimlari
kullanilarak elde edilen ve -20 °C’ de saklanan ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil
asetat, metanol ve sulu (inflizyon (demleme) ve dekoksiyon (kaynatma)) DPPH
tizerinden serbest radikal siipiiriicli aktivitelerinin belirlenmesi amaci ile ekstreler
hassas terazide gerekli miktarlarda tartilarak eppendorf tiiplerine alinmis ve sonikator
yardimiyla 30 saniye siireyle 1mg/ml’lik stok ¢ozelti elde edilecek sekilde metanolde
cOzdiriilmiislerdir. Bu sekilde hazirlanan 1mg/ml’lik stok ekstre ¢ozeltileri, DPPH
izerinden serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri Olciilinceye kadar -20 °C’ de

saklanmustir.
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2- Ekstrelerin DPPH iizerinden Serbest Radikali Siipiiriicii

Aktivitesinin Belirlenmesi

Bir maddenin antioksidan aktivitesi ortamdaki serbest radikalleri siipiirebilmesine
baghdir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, giiniimiizde 6zellikle dogal bilesiklerin
antioksidan aktivitesini belirlemede yaygin olarak kullanilan DPPH (1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl radical) serbest radikal siiptirme aktivitesi tizerinden DPPH yOntemi
ile spektrofotometrik olarak tayin edilerek Brand-Williams ve ark. (1995) gore

belirlenmistir.

Ekstrelerin DPPH iizerinden serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin belirlenmesi
amact ile 1mg/ml’lik stok ekstre ¢Ozeltisinden metanolle seyreltilerek hazirlanan
ekstrelerin, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 200
pug/ml ve 300 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bitkilerden elde edilen
ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitelerinin belirlenmesinde izlenen

islem basamaklar1 soyledir:

1- Antioksidan aktivitesi belirlenecek ekstrelerden belirlenen konsantrasyonlarda
(10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan cozeltilerin 3’er ml’si
aliarak, deney tiipiine konulmustur.

2- Hazirlanan DPPH (0,1 mM)’dan 1 ml aliarak ekstre ¢ozeltisi lizerine ilave edilip,
kuvvetlice karistirilmastir.

3- Karisim 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta bekletilmistir.

4-30 dakika sonunda, karisimin absorbansi spektrofotometrede 517 nm dalga
boyunda Olciilmiistiir.

5- Olgiimler ii¢ tekrarli yapilmustir.

6-Pozitif kontrol olarak standart bir antioksidan olan Rutin’in 50 pg/ml ve 100
pug/ml’lik konsantrasyonlar1 kullanilmastir.

7-Ekstrelerin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri asagidaki formiil
kullanilarak belirlenmistir:

Ac-As
% IE = x 100
As
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% IE: DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite yiizdesi
Ac: Kontroliin 517 nm’deki absorbansi

As: Ornegin 517 nm’deki absorbansi

8- Her bir bitkiden elde edilen ekstreler i¢cin, DPPH metoduna gore yapilan serbest
radikal siipiiriicii deneylerinde Olciilen absorbanslara bagli olarak, 30 dakika
icerisinde  DPPH’nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak 1Csy degerleri
(ortamdaki serbest radikallerin yarisin1  siipiiren Ornek  konsantrasyonu)
hesaplanmistir. I1Csp degeri ne kadar kiiciikse ortamdaki bilesiklerin antioksidan
aktivitesi de o kadar fazladir denilebilir. Bu, ayn1 miktarda serbest radikali en diisiik
konsantrasyonda siipiirebilen madde daha kuvvetli aktivite gostermektedir anlamina

gelmektedir (Pourmorad et al., 2006).

D- BITKILERDEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN MCF-7
HUCRELERI UZERINDEKi 1IN VITRO SITOTOKSIK
ETKISININ BELIiRLENMESI

Sitotoksisite, herhangi bir kimyasal madde veya disaridan gelen bir etkinin hiicreleri
dogrudan oldiirmesi ya da hiicrelerin ¢ogalmasini ve bilyiimesini inhibe etmesi
demektir (Eisenbrand et al., 2002). Toksik oldugu diisiiniilen maddenin, uygun hiicre
kiiltiiriinde, hiicre biiylime orami ve hiicre tahribat1 iizerindeki etkisi dikkate alinarak
degerlendirme yapilan testlere de “sitotoksisite testleri” denir. Bu test sistemleri;
morfolojik olarak hiicresel hasarin gozlenmesi, hiicresel hasarin ¢esitli Ol¢ciim
yontemleri ile belirlenmesi, hiicresel biiyiimenin ve hiicresel metabolizmadaki

herhangi bir degisikligin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir.
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1- Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi icin Kullamlacak Ekstre Cozeltilerinin

Hazirlanmasi

Bitkilerin farkli kisimlari kullanilarak elde edilen ve -20 °C’ de saklanan ekstrelerin
MCF-7 insan meme metastatik karsinoma hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik
etkisinin belirlenmesi amaci ile, 10 mg/ml’lik stok ekstre c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Hassas terazide gerekli miktarlarda tartilan ekstreler eppendorf tiiplerine alimmustir.
Ekstreleri ¢ozmek igin gerekli miktarda tartilan ekstre iizerine Dimetil siilfoksit
(DMSO) ilave edilmis (hiicre kiiltiirli uygulamalarinda ortam icerisindeki oran1 %
0,1’1 ge¢cmeyecek sekilde) ve ekstreler sonikator yardimiyla 30 saniye siireyle
DMSO’da ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen ekstrelerin lizerine azar azar PBS (Fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi) ilave edilerek (pH 7,4) ¢cozdiirme islemine devam edilmis ve
stok ¢cozelti gerekli hacme tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti 0,22 uym por
capl, smringal filtreden gecirilerek, steril edilmis kapakli tiiplere alinmis ve

denemelerde kullanilincaya kadar tekrar -20 °C’* de saklanmustir.

2- Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik

Etkisinin Belirlenmesi

a- MCF-7 Hiicrelerinin Temini

Denemede 4 farkli bitkiden, bitkilerin farkli kisimlar1 kullanilarak elde edilen ve
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik aktivitesinin arastirilmasi icin kullanilacak olan MCEF-7 hiicreleri (Sekil

3.7), Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Bliimii’nden temin edilmistir.

MCEF-7 diinyada meme kanseri ¢aligmalarinda en fazla kullanilan kiiltiire edilmis
insan meme kanseri hiicre dizinidir (Osborne et al., 1987; Burdall et al., 2003). Bu
hiicreler ilk kez 1973 yilinda Michigan Kanser Arastirma Birimi’nde daha ©nce
radyoterapi ve hormon tedavisi gormiis, metastatik meme kanserli, menopoza girmis

bir kadinin malignant gogiis zar1 (plevra) eflizyonundan elde edilmistir. MCF-7
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hiicreleri Ostrojen, androjen, progesteron, glukokortikoidler, insiilin, epidermel
biiylime faktorii, insiilin benzeri biiylime faktorii, prolaktin ve tiroid hormonu gibi bir
dizi hormona biyolojik yanit veren reseptorlere sahiptir (Osborne et al., 1987).
Hiicreler Ostrojene proliferatif yanit vermektedir (Levenson and Jordan, 1997). MCF-
7 hiicrelerinde, pS3 proteinini kodlayan 7P53 geni mutasyona ugramamistir (Lacroix

et al., 2006).

Sekil 3.7. MCF-7 Insan Meme Metastatik Karsinoma Hiicreleri (M.B.10x)
b- MCF-7 Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Saklanmasi

Ege Universitesi Tibbi Biyoloji B6liimii’nden soguk zincirle getirtilen dondurulmus
MCF-7 hiicreleri, 37 °C’de su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen
hiicreler, icerisinde Fetal Bovine serum, L-Glutamin, esensiyel olmayan amino
asitler, sodyum piruvat ve sodyum bikarbonat bulunan EMEM (Eagle’s Minimum
Essential Medium) besi ortamimna ekilmistir. Hiicreler, iki giinde bir besi ortami
degistirilmek suretiyle, 37 °C’de CO,’li inkiibatorde c¢ogaltilmiglardir. Cogalan
hiicreleri yedeklemek amaci ile hiicreler, icerisinde %10 DMSO bulunan besi
ortamina alinarak cryo (dondurma) siselerine konulmustur. Cryo siselerine konulan
hiicreler kademeli olarak (-20 °C ve -80 °C) dondurulmus ve denemelerde

kullanilincaya kadar sivi azotta (-196 °C) saklanmustir.
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c- MCF-7 Hiicrelerinin Yeniden Canlandirilmasi ve Cogaltilmasi

EMEM besi ortaminda ¢ogaltilarak sivi azotta dondurulup saklanmis olan MCF-7
Hiicreleri, denemelerde kullanilmak iizere yeniden canlandirilmistir. Bu amacla,
dondurulmus hiicreler 37 °C’de su banyosunda hizlica ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen
hiicreler EMEM besi ortamma yeniden ekilmistir. Hiicreler sitotoksisite
denemelerinde kullanilabilecek miktara ulasincaya kadar, iki giinde bir besi ortami
degistirilmek suretiyle 25 cm”lik (T-25) Kkiiltiir siselerinde 37 °C’de CO;’li
inkiibatorde cogaltilmistir. Tez calismasi siiresince MCF-7 hiicrelerinin ¢ogaltilmas1

rutin olarak siirdiiriilmiistiir.

d- Cogaltilan MCF-7 Hiicrelerinin 24-Kuyucuklu Plaklara (24-well plate)

Ekilmesi

T-25 Kkiiltiir siselerinde cogaltilan MCF-7 hiicreleri, kiiltiir siselerinde %80-90
yogunluga ulastiginda tripsinle muamele edilerek, hiicrelerin kiiltiir sisesinde
tutunduklar1 zeminden ayrilmalar1 saglanmigtir. Siispanse haldeki MCF-7 hiicrelerini
iceren tripsin iizerine serum iceren besiyeri ilave edilerek, tripsin inaktive edilmis ve
tripsin+besiyeri karisimi igerisinde siispanse halde bulunan hiicreler, kapakl bir tiip
icerisinde toplanarak santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen hiicreler, stipernatant kismi
uzaklastirildiktan sonra besiyeri ile tekrar siispanse edilmistir. Tekrar siispanse edilen
hiicrelerden 50 ul alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmis ve lizerine ayni miktarda
trypan blue (tripan mavisi) ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan bu karisimdan
ornek almarak Thoma laminda inceleme ve sayim yapilmis, 1 ml’deki toplam hiicre
say1st ve % canlilik oran belirlenmistir. Canlilik oranmi (%) belirlenirken hiicrelerin
Tripan mavisi (Trypan Blue) ile boyanma oranlar1 goz Oniine almmustir. Bu sekilde
toplam hiicre sayis1 ve % canlilik oran1 belirlendikten sonra, 24-kuyucuklu plaklara
ekim yapmak i¢cin her kuyucukta 50.000 hiicre/ml olacak sekilde gerekli
hesaplamalar yapilmis ve steril kosullarda kapakl tiipler igerisinde seyreltmeler

yapilarak, denemelerde kullanilmak iizere gereken miktarda hiicre elde edilmistir.
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e- MCF-7 Hiicrelerine Ekstre Uygulamalarinin Yapilmasi

Denemede kullanilacak olan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik etkisinin belirlemesi amaci ile MCF-7 hiicreleri 24-kuyucuklu plaklara
ekilmis ve kuyucuklarin karismamasi i¢in her bir kuyucuk, iizerine aciklayici bilgiler
yazilarak etiketlenmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin kuyucuk zeminine
tutunmasi icin 24 saat beklenmis ve kuyucuk zeminine tutunan hiicreler, farkli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 pug/ml) hazirlanan ekstreler
(dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon (demleme) ve

dekoksiyon (kaynatma)) ile 24 ve 72 saat siire ile muamele edilmistir.

Ekstre uygulamalarindan 24 ve 72 saat sonra, sayimi yapilacak hiicrelerin bulundugu
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak, pH’s1 7,4 olan PBS ile 3 kez yikama
yapilmis ve hiicreler tripsinle muamele edilerek, hiicrelerin tutunduklar1 kuyucuk
zeminden ayrilmalar1 saglanmustir. Siispanse haldeki MCF-7 hiicrelerini igeren
tripsin lizerine serum iceren besiyeri ilave edilerek, tripsin inaktive edilmis ve
tripsin+besiyeri karisimi igerisinde siispanse halde bulunan hiicreler, mikropipetle
almarak 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Eppendorf tiiplerinde bulunan
hiicre siispansiyonundan baska bir mikropipet yardimi ile 50 ul hiicre siispansiyonu

alinarak, siispansiyon diger bir eppendorf tiipiine aktarilmigtir.

f- Trypan Blue Exclusion (Tripan mavisi) Yontemi ile in vitro Sitotoksisitenin

Belirlenmesi

Denemede 4 farkli bitkiden, bitkilerin farkli kisimlar1 kullanilarak elde edilen ve
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri lizerindeki in vitro

sitotoksik etkisi Trypan Blue Exclusion Yontemi ile belirlenmistir (Son et al., 2003;

Lee et al., 2005).

Ekstrelerin MCEFE-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi
amact ile; eppendorf tiipii icerisinde bulunan 50 pl hiicre siispansiyonu tizerine 50 pl
% 0,4’liik tripan mavisi ilave edilerek, boyama sonrasinda 11k mikroskobunda canli

ve Olii hiicre sayimi yapilmustir. Her bir ekstrenin her bir konsantrasyonu i¢in; 100
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hiicrede sayim yapilmistir. Denemeler 3 tekrarli oldugu icin her bir ekstre
konsantrasyonu icin toplam 300 hiicrede sayim yapilmistir. % sitotoksisite orani

asagidaki formiile gore belirlenmistir (Son et al.,2003; Lee et al., 2005).
% Sitotoksisite = [(Toplam Hiicre-Canh Hiicre) / Toplam Hiicre] x 100

MCEF-7 hiicrelerinin % 50 sinin 6liimiine sebep olan ekstre konsantrasyonu (CCsp)
degerleri de, uygulanan ekstre konsantrasyonlarina karsi % sitotoksisitenin grafikleri
cizilerek hesaplanmistir. Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki goOsteren
konsantrasyon sitotoksik doz olarak, sitotoksisitesi %350’nin altinda bulunan

konsantrasyonlar ise; etkisiz olarak kabul edilmistir.

Denemelerde uygulama gruplarmin yani sira, biri sadece besi yerinde biiyiitiilen
hiicreler, digeri, c¢oziicii (% 0,1’1 gegcmeyecek oranda DMSO) iceren besi yerinde
biiyiitillen hiicrelerden olmak {iizere iki farkli kontrol grubu da kullanilmistir.
Uygulama gruplari icin izlenen islem basamaklar1 kontrol gruplari i¢in de benzer

sekilde yapilmustir.

E- BITKILERDEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN MCF-7
HUCRELERININ GENETIK MATERYALIi UZERINDEKI
ETKIiSININ COMET YONTEMi (COMET ASSAY) IiLE
BELIRLENMESI

Denemede kullanilan bitkilerden elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinin genetik
materyali (DNA) iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaci ile; in vitro sitotoksisite
denemeleri sonucunda MCEF-7 hiicreleri iizerinde en fazla sitotoksik etkiye neden
olan ekstre konsantrasyonlart (100, 150, 200 ve 300 pg/ml) secilmistir. MCEF-7
hiicreleri ekstrelerin secilen konsantrasyonlari ile 72 saat siire ile muamele edilmis ve
siire sonunda MCF-7 hiicrelerinin genetik materyalinde (DNA) ortaya ¢ikan hasar,
Comet Yontemi (Comet assay; tek hiicre jel elektroforezi) ile (Singh et al., 1988) her

bir bitki i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
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Comet yontemi; DNA’da olusan hasar ve tamirleri gosterebilmesi, az sayida hiicre
ile analizin gergeklesebilmesi, degisik doku ve hiicre gruplar ile ¢alisilabilmesi,
sonuglarin birka¢ saat icinde elde edilip verilerin degerlendirilebilmesi, giivenli ve
nispeten ekonomik olmas1 nedeni ile giderek yayginlasan bir kullanim alam1 bulan
hizli, kolay ve duyarli bir yontemdir (Tice ef al., 2000; Collins and Horvathova,
2001; Sasaki et al., 2002). Notral comet tekniginde, notral deney sartlarinin
denaturasyonu hizlandirmadigi ve bunun sadece ¢ift bag hasarmin tanmmasina yol
actig1 ve sonugta bu yontemle DNA cift zincir (sarmal) kiriklar: tespit edilebilirken;
alkali comet tekniginde ise, DNA tek zincir kiriklarmi tespit etmek de miimkiindiir
(Tice et al.,2000; Collins and Horvathova, 2001; Sasaki et al.,2002). Alkali ortamda
baglarm ¢oziilmesi ve DNA molekiillerinin denaturasyonu daha kolaydir. Siiperkoil
yapida ve az miktarda non-histon protein iceren niikkleoid DNA alkali ortamda
bekletildiginde, zincir kiriklarmin bulundugu bolgelerde siiperkoil yapi gevseyerek
acilir. Bu da DNA’da tek bag hasarina neden olur. Bu nedenle son yillarda tercih
edilen yontem alkali ortamda DNA hasarin1 ¢calismaktir (Klaude et al., 1996; Collins
et al., 1997).

Ekstrelerin secilen konsantrasyonlarinin alkali ortamda MCEF-7 hiicrelerinin genetik
materyalinde olusturdugu hasar1 belirleyebilmek icin asagida belirtilen islem

basamaklar1 uygulanmistir:

1- MCF-7 hiicreleri kiiltiir siselerinde yeterli sayiya ulasincaya dek yeniden
cogaltildiktan sonra 24 kuyucuklu plaklara ekim yapilmaigtir.

2- Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin kuyucuk zeminine tutunmasi i¢in 24 saat
beklenmis ve siire sonunda MCF-7 hiicreleri 72 saat siireyle 100, 150, 200 ve 300
pug/ml’lik ekstreler ile muamele edilmistir.

3- Muamele siiresi sonunda tripsinlenerek toplanan hiicreler, eppendorf tiiplerine
aktarilmis ve santrifiijlenerek, siipernatant kismi atilmis ve hiicreler % 0,5’lik low

melting agarose (LMPA) ile siispanse edilmistir.
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4- Ekstre uygulama siiresi (72 saat) sona ermeden 24 saat Once temiz lamlar % 1’°lik

agarozla kaplanmis ve 1 gece kurumaya birakilmstir.

5- % 0,5’lik low melting agarose (LMPA) ile siispanse edilen hiicreler, % 1’lik
agarozla kaplanmis olan lamlarin iizerine yayilmis ve preparat lamelle kapatilmistir.
Hazirlanan preparatlar buz iizerinde 5 dakika bekletilerek LMPA’nin katilagmasi

saglanmustir.

6- Katilasan LMPA iizerinden lamel dikkatlice uzaklastirilmis ve preparat tekrar
LMPA ile kaplanarak 3. bir tabaka olusturulmus ve lamelle kapatilarak 5. basamak

tekrarlanmistir (sandvi¢ modeli).

7- Preparatlar, taze hazirlanmis soguk lysing ¢ozeltisinde (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Trizma base, % 1 Triton X-100 ve %10 DMSO) 1 gece siireyle +4
°C’de bekletilmistir. Ertesi giin preparatlar, DNA sarmallarinin  ¢dziilmesi
(unwinding) ve alkali kosullara duyarli (alkali-labile) DNA bdolgelerinin ifade
edilebilmesi (expression) i¢in alkali tamponda (ImM EDTA and 300 mM NaOH,
pH>13) 20 dk bekletilmistir.

8- 72 saat siireyle ekstre muamelesi yapilan MCF-7 hiicrelerinin genetik
materyalinde (DNA) meydana gelen DNA kiriklarinin elektriksel alanda DNA
sarmallar1 i¢erisinden uzaklasmasi i¢in, ayn1 ¢ozeltide 25V, 300 mA’da 30 dk siireyle
elektroforez islemi yapilmistir. Elektroforez swrasinda anoda dogru hareket eden
DNA bir kuyruklu yildiz goriintiisii verir. DNA'nin saglam kismi yildizin bagim,
kirik parcalar ise kuyrugunu olusturur. “Bas” bdlgesi cekirdek disina go¢ etmeyen,
“kuyruk” ise parcalanmaya ve yapisal kayba bagl olarak cekirdek disina go¢ etmis
DNA’y1 belirtmektedir.

9- Elektroforezden sonra preparatlar notralizasyon tamponu ile (0.4M Tris, pH 7.5)
notralize edilmistir. Notralizasyondan sonra preparatlar DNA’nin boyanmasi i¢in
80ul (20 pg/ml) etidyum bromid ile 5 dk boyanmistir. Boyanan preparatlar Olympus
DP 70 goriintii aktarma cihazi bulunan OLYMPUS BX 51 fluoresans mikroskopta,

yesil 151k altinda incelenmistir.
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10- Her uygulama 3 tekrarli yapilmis ve her preparat toplam 100 hiicre iizerinden
degerlendirilmistir. Denemeler 3 tekrarl oldugu ic¢in her bir ekstre konsantrasyonu

icin, toplam 300 hiicrede sayim yapilmaistir.

11- Floresan mikroskobunda verdikleri goriintiiye gore DNA'lar hasar bakimindan
5 farkli kategoriye (tipe) ayrilarak degerlendirilir. Hasarsiz DNA kuyruksuz yildiz
goriiniimiindedir ve 0 kategorisini (tipini) olusturur. Cok hasarli DNA’da ise
kuyruklu yildizin bas kismi yoktur sadece kuyruk goriiniimiindedir ve 4
kategorisini (tipini) olusturur. Cok az, az ve orta derecede hasarli DNA kuyruk
kisminin genisligine gore 1, 2,3 ve 4 kategorilerini (tiplerini) olusturur (Collins and

Horvathova , 2001) (Sekil 3.8).

12- Preparat basina her tipteki DNA hasar %’si (% comet) hesaplanmis, hesaplanan
DNA hasar %’leri toplanarak sonuglar, % hasarli hiicre olarak degerlendirilmistir.
Her bir kategorideki (tipteki) DNA hasar1 saptanarak DNA zincir kiriklar1 sikligi
arbitary unite (au) olarak ifade edilmistir. au kuyruk kisminda bulunan %
DNA’y1 gostermektedir (Collins ef al., 1995). Her smiftaki hasarli hiicrelerin
yiizdesi, cometlerin tip numaras1 (0-4 arasi) ile carpilarak Arbitary unite (au) degeri
hesaplanmistir (Tip 1+ 2.Tip 2+ 3.Tip 3+ 4.Tip 4). au sonuclari, DNA hasar
seviyesinin fonksiyonu olan kuyruk yogunlugu ile iliskilendirilebildigi i¢in gorsel
comet degerlendirmesinde dnem tasimaktadir. au degeri ne kadar biiyilkkse DNA
hasar1 seviyesi de o kadar yiiksek demektir. Ayrica, au degerleri kullanilarak genetik
hasar indeksi (GHI) de belirlenmistir. GHI de comet yonteminde DNA hasari
seviyesinin belirlenmesinde kullanilan parametrelerden biridir. GHI, au degerinin
hasar tiplerinin toplamima bdoliinmesi ile hesaplanmisti. GHI’nin hesaplanmasi

asagidaki formiile gore yapilmistir (Pitarque et al., 1999):

GHI = (Tip 1+ 2.Tip 2+ 3.Tip 3+ 4.Tip 4) / (Tip 0+ Tip 1+ Tip 2+ Tip 3+ Tip 4)
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Tip 0: Hasarsiz DNA Tip 1: Az Hasarlh DNA Tip 2: Orta Hasarlh DNA

Tip 3: Yiiksek Seviyede Hasarli DNA Tip 4: Asirt Derecede Hasarlt DNA

Sekil 3. 8. MCF-7 hiicrelerinde ¢esitli derecelerdeki DNA hasarlari

F- ISTATISTIKI ANALIZ

Uc¢ tekrarll denemelerden elde edilen verilerin ortalama degeri + SD olarak
verilmigtir. Kontroller ve uygulama gruplar1 arasmdaki farkliliklar ile sonuglarin
istatistiki onemi, SPSS 11.5 istatistik paket programinda One Way ANOV A varyans
analizi yapilarak degerlendirilmistir (p<0,05).
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IV. BULGULAR

A- BITKILERDEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN
ANTIOKSIDAN AKTIiVIiTELERI

Tez calismas1 kapsaminda E. platyphyllos , V.agnus-castus, D. vulgaris, A.
aestivus’dan  bitkilerin farkli kisimlar1 kullanilarak elde edilen ve farkli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon (demleme)
ve dekoksiyon (kaynatma)) antioksidan aktivitelerii DPPH (1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) serbest radikal siipiiriicii aktivitesi lizerinden DPPH yontemi ile
spektrofotometrik olarak tayin edilerek Brand-Williams et al., (1995) ‘e gore
belirlenmistir. Ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii kapasiteleri, ozellikle
Citrus tiirlerinde yaygin olarak bulunan bir flavonoid glukosid olan sentetik bir
antioksidan rutin (standart) ile karsilastirilmis ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi,

her bir bitki i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

1-Euphorbia platyphyllos L. (Siitlegen) Bitkisinden Elde Edilen
Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

E. platyphyllos bitkisinden tam bitki kullanilarak, farkli yontemlerle elde edilen ve
farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve su (infiizyon (demleme) ve
dekoksiyon (kaynatma)) sentetik bir antioksidan olan rutin’e gore % DPPH radikal
stiptiriicti aktivitesi ile DPPH nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak hesaplanan
ICso degerleri (ortamdaki serbest radikallerin  yarisin1  siipiiren  ekstre

konsantrasyonu), her bir ekstre i¢in Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.a-g’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1. Euphorbia platyphyllos L.’den elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest
radikal siipiiriicii aktivitesi ve ICsy degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon % DPPH Serbest Radikal ICs
Siipiiriicii Aktivitesi
Rutin 50 pg/ml 89,380,000
Rutin 100 pg/ml 89,90+0,005 7,77 ug/ml
10 pg/ml 11,6+0,006
25 pg/ml 10,900,000
50 pg/ml 8,810,002
Dietil Eter 75 pg/ml 2,60+0,014
100 pg/ml 3,3740,004 | -
150 pg/ml
200 pg/ml
300 pg/ml -
10 pg/ml 7,77+0,001
25 pg/ml 5,44+0,006
50 pg/ml
Petrol Eteri 75 pg/ml 9,070,008
100 pg/ml 7,77£0,004 | -
150 pg/ml 6,210,036
200 pg/ml 4,400,004
300 pg/ml 2,360,055
10 pg/ml 47,40+0,000
25 pg/ml 93,800,003
50 pg/ml 94,60+0,000%
Etil Asetat 75 pg/ml 91,20+0,000%
100 pg/ml 91,00+0,004* 11,71 pg/ml
150 pg/ml 90,69+0,016*
200 pg/ml 90,70+0,002°
300 pg/ml 80,91+0,018*
10 pg/ml 66,060,009
25 pg/ml 90,410,001 *
50 pg/ml 88,08+0,003*
Metanol 75 pg/ml 89,64+0,014*
100 pg/ml 90,67+0,012* 8,50 pg/ml
150 pg/ml 96,98+0,061*
200 pg/ml 87,31+0,001*
300 pg/ml 90,770,000
10 pg/ml 50,260,001
25 pg/ml 86,270,000
Infiizyon 50 pg/ml 90,16+0,016*
(sulu) 75 pg/ml 84,97+0,001*
100 pg/ml 89,64+0,016* 9,70 pg/ml
150 pg/ml 88,34+0,065*
200 pg/ml 83,94+0,001*
300 pg/ml 80,070,038
10 pg/ml 41,45+0,012
25 pg/ml 80,570,001
Dekoksiyon 50 pg/ml 82,90+0,001*
(sulu) 75 pg/ml 82,90+0,003*
100 pg/ml 81,61+0,002* 12,50 pg/ml
150 pg/ml 81,32+0,012*
200 pg/ml 80,830,001
300 ug/ml 80,13+0,015*

#p<0,05




48

a- Dietil Eter Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dietil eter ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii  aktivitesinin rutine gore oldukca diisik oldugu ve artan ekstre
konsantrasyonlarinda (150, 200 ve 300 pg/ml) bu etkinin tamamen kayboldugu
Cizelge 4.1 ve Sekil.4.1.a’dan izlenebilir. Dietil eter ekstresinin % DPPH Serbest
Radikal Siipiiriicii Aktivitesinin ¢cok diisiik olmas1 ve konsantrasyon artisiyla birlikte
etkisini tamamen kaybetmesi nedeni ile bu ekstrenin DPPH 1In % 50’sini siipiiren

konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.1.a. Euphorbia platyphyllos L. dietil eter ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

b-Petrol Eteri Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan petrol eteri ekstresinin % DPPH serbest radikal
stiptiriicti aktivitesinin denenen biitiin konsantrasyonlarda rutinle karsilastirildiginda,
dietil eter ekstresine benzer sekilde cok diisiik oldugu ve konsantrasyon artisiyla

birlikte bu etkinin gittik¢e azaldig1 goriilmektedir. Petrol eteri ekstresinin de serbest
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radikali ~ siipiiriici  aktivitesinin ~ bulunmamasi1 nedeni ile ICso degeri

hesaplanamamustir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.b).
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Sekil 4.1.b. Euphorbia platyphyllos L. petrol eteri ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

c- Etil Asetat Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Etil asetat ekstresi, 10 pg/ml’ lik ekstre hari¢ denenen biitiin konsantrasyonlarda
rutinle karsilastirildiginda (sirasi ile, % 89,39 ve % 89,90), dietil eter ve petrol eteri
ekstrelerinin aksine, rutinin serbest radikali siipiiriicii aktivitesinden daha yiiksek
seviyede % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermistir. Etil asetat
ekstresindeki en yiiksek % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite 50 pg/ml’de elde
edilmistir (% 94,60). Ancak 50 pg/ml’de gozlenen bu yiiksek radikal siipiiriicii
aktivite, konsantrasyon artis1 ile birlikte azalmaya baslamis ve en yiiksek
konsantrasyon olan 300 ug/ml’de % 80,91°e gerilemistir (Sekil 4.1.c). Etil asetat
ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan 1Cso degeri, 11,71 pg/ml
olup, bu degerin rutine gore (7,77 pg/ml) yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).
Bir ekstrenin ICsy degeri ne kadar kiiciikse antioksidan aktivitesi de o kadar fazladir

denilebilir. Bu, ayn1 miktar serbest radikali en diisiik konsantrasyonda siipiirebilen
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maddeler daha kuvvetli aktivite gostermektedir demektir (Pourmorad et al., 2006).
Buna gore, etil asetat ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin

rutine gore biraz diisiik oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.1.c. Euphorbia platyphyllos L. etil asetat ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

d- Metanol Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Metanol ekstresi de en diisiik konsantrasyon olan 10 pug/ml’den itibaren denenen
biitiin konsantrasyonlarda rutinle karsilastirildiginda, yiiksek oranda % DPPH
Serbest Radikal Siipiiriicii  Aktivitesi gostermistir. Denenen konsantrasyonlar
arasindaki en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite, 150 pg/ml’de elde edilmistir (%
96,98). Metanol ekstresinden elde edilen bu yiiksek siipiiriicii aktivite degeri rutinle
karsilastirilirsa, rutinin serbest radikali siipiiriicli aktivitesinden (sirasi ile, % 89,39 ve
% 89,90) daha fazla oldugu goriilmektedir. Metanol ekstresine iliskin serbest radikal
slipiiriicii aktivite ve ICso degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.d° de yer almaktadir.
Metanol ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan 1Cso degerleri
dikkate alindiginda, metanol ekstresinin ICsy degeri (8,50 pg/ml), rutine (7,77 pg/ml)

gore daha yiiksektir (Cizelge 4.1). Buna gore, metanol ekstresinin de ortamdaki
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serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine gore biraz diisiik oldugu ortaya

cikmustir.
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Sekil 4.1.d. Euphorbia platyphyllos L. metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

e- Sulu Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi
1- Infiizyon (Demleme) Ekstresi

Infiizyon ekstresi de denenen biitiin konsantrasyonlarda en diisiik konsantrasyon olan
10 pg/ml’den itibaren (% 50,26) yiikksek % DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii
Aktivitesi gostermistir. Denenen konsantrasyonlar arasinda en yiiksek % DPPH
radikal siipiiriicii aktivite 50 ug/ml’de elde edilmistir (% 90,16). Infiizyon
ekstresinden elde edilen bu yiiksek radikal siipiiriicii aktivite degerleri rutinle
karsilastirilirsa, infiizyon ekstresinin serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin 50
pug/ml’lik konsantrasyon hari¢, denenen diger konsantrasyonlarda, rutinden daha
yiiksek oldugu goriilmektedir infiizyon ekstresine iligkin serbest radikal siipiiriicii
aktivite ve ICso degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.e’ de yer almaktadir. infiizyon

ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan ICsy degerleri dikkate
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alindiginda; infiizyon ekstresinin ICso degerinin (9,70 ug/ml) rutine gore (7,77
pug/ml) daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). Buna gore, infiizyon
ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine gore biraz

diisiik oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.1.e. Euphorbia platyphyllos L. infiizyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

E. platyphyllos’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dekoksiyon
ekstresinde de infiizyon ekstresine benzer sonuclar elde edilmistir. Dekoksiyon
ekstresi de 10 pg/ml’lik konsantrasyon haric (% 41,45) denenen biitiin
konsantrasyonlarda yiikksek % DPPH Serbest Radikal Siipiiriici Aktivitesi
gostermistir. Denenen konsantrasyonlar arasindaki en yiiksek % DPPH radikal
stipiiriicii aktivite 50 ve 75 ug/ml’de elde edilmistir (her iki konsantrasyonda da (%
82,90). Dekoksiyon ekstresine iliskin serbest radikal siipiiriicii aktivite ve ICsg
degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.f de yer almaktadir. Dekoksiyon ekstresinin
DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan ICsy degerleri dikkate alindiginda,
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dekoksiyon ekstresinin ICsy degerinin (12,50 pg/ml) rutine gore (7,77 pg/ml) daha
yikksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). Buna gore, dekoksiyon ekstresinin
ortamdaki serbest radikali siipiiriicli aktivitesi de rutine gore biraz diisiiktiir

denilebilir.
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Sekil 4.1.f. Euphorbia platyphyllos L. dekoksiyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
stipiiriicii aktivitesi

E.platyphyllos’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin
DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan ICsy degerleri dikkate alindiginda,
ekstrelerin I1Csy degerleri rutine gore daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.1). Oysa, ICsg
degeri ne kadar kiiciikse, ortamdaki maddelerin antioksidan aktivitesi de o kadar
fazladir (Pourmorad et al., 2006). Denemeden elde edilen bu verilere gore; E.
platyphyllos L.’dan elde edilen ekstrelerin serbest radikali siipiiriicii aktivitesi,
sentetik bir antioksidan olan rutine gore biraz diisiiktiir denilebilir. Ekstreler 1Cs
degerleri bakimmdan kendi aralarinda siralandiginda ise; rutinin serbest radikali
slipiiriicii  aktivitesine (7,77 pg/ml) en yakin serbest radikali siipiiriicii aktivite

gosteren ekstrenin, 8,50 pg/ml’lik deger ile metanol ekstresi oldugu goriilmektedir.
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Bunu sirasi ile infiizyon > Etil Asetat > Dekoksiyon > Dietil Eter > Petrol Eteri

ekstreleri izlemektedir (Sekil 4.1.g).
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Sekil 4.1.g. Euphorbia platyphyllos L.." den elde edilen ekstrelerin %DPPH serbest
radikal siipiiriicli aktivitesi

2- Vitex agnus-castus L. (Hayit, Besparmak otu) Bitkisinden Elde
Edilen Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

V. agnus-castus tohumlarindan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50,
75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil
asetat, metanol ve su (infiizyon (demleme) ve dekoksiyon (kaynatma)) sentetik bir
antioksidan olan rutine gore % DPPH radikal siiptiriicii aktivitesi ile DPPH’nin
kalibrasyon egrisinden hesaplanan ICsy degerleri, her bir ekstre i¢in Cizelge 4.2 ve

Sekil 4.2.a-g’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.2. Vitex agnus-castus 1..’den elde edilen ekstrelerin % DPPH Serbest Radikal
Siipiiriicii Aktivitesi ve IC 5 degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon % DPPH Serbest Radikal ICs
Siipiiriicii Aktivitesi
Rutin 50 pg/ml 89,380,000
Rutin 100 pg/ml 89,90+0,005 7,77 ng/ml
10 pg/ml 9,350,002
25 pg/ml 8,710,000
50 pg/ml 11,29+0,000
Dietil Eter 75 pg/ml 13,55+0,001
100 pg/ml 11,940,000 | -
150 pg/ml 15,11+0,011
200 pg/ml 22,90+0,001
300 pg/ml 19,370,004
10 pg/ml 9,350,001
25 pg/ml 9,030,011
50 pg/ml 10,320,001
Petrol Eteri 75 pg/ml 6,770,001
100 pg/ml 8,06:0,001 | -
150 pg/ml 10,33+0,001
200 pg/ml 11,290,001
300 pg/ml 12,100,011
10 pg/ml 8,060,008
“ 25 pg/ml 13,550,001
s 50 pg/ml 16,130,001
S Etil Asetat 75 pg/ml 24,520,000
3 100 pg/ml 22,900,000 | -
S 150 pg/ml 27,20+0,015
S 200 pg/ml 34,520,000
S 300 pg/ml 40,810,024
§ 10 pg/ml 11,6120,001
AN 25 pg/ml 18,060,001
50 pg/ml 32,90+0,001
75 pg/ml 47,42+0,001
Vetanol 100 pg/ml 57,74+0,001* 83,47 pg/ml
150 pg/ml 58,850,030
200 pg/ml 83,550,008
300 pg/ml 79,77+0,002*
10 pg/ml 11,610,002
25 pg/ml 18,710,000
50 pg/ml 31,61+0,001
Infii 75 pg/ml 46,130,010
Infiizyon (sulu) O 3 2350,001% .
150 pg/ml 55,39+0,012*
200 pg/ml 82,90+0,010*
300 pg/ml 81,80+0,042°
10 pg/ml 9,860,001
25 pg/ml 20,000,001
Dekoksiyon 50 pg/ml 48,710,008
(sulu) 75 pg/ml 48,710,009
100 pg/ml 54,52+0,010* 85,33 pg/ml
150 pg/ml 58,19+0,013*
200 pg/ml 77,42+0,001
300 pg/ml 79,27+0,001°

#p<0,05
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a- Dietil Eter Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Cizelge 4.2 ve Sekil.4.2.a’dan da izlenebilecegi gibi, V. agnus-castus dietil eter
ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi rutine gore (sirast ile % 89,39
ve %89,90) oldukc¢a diisiiktiir ve artan ekstre konsantrasyonlarinda % DPPH serbest
radikal siipiiriicii aktivitede kiigiik artiglar olmasina ragmen, yine de bu artiglar rutine
gore oldukg¢a azdir. Dietil eter ekstresinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii
aktivitesinin diisiik olmasi1 nedeni ile bu ekstrenin DPPH’in % 50’sini siipiiren

konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamustir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2.a. Vitex agnus- castus L. dietil eter ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

b- Petrol Eteri Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Petrol eteri ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin denenen biitiin
konsantrasyonlarda rutinle (sirasi ile, % 89,39 ve % 89,90) karsilastirildiginda dietil
eter ekstresine benzer sekilde, cok diisiik oldugu ve konsantrasyon artisiyla birlikte

serbest radikali siipiiriicii aktivitesinde hafif bir artis olmakla birlikte, bu artisin
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Onemsiz oldugu goriilmiistiir. Petrol eteri ekstresinin DPPH {izerinden serbest radikal
slipiiriicii aktivitesinin diisiik olmasi nedeni ile bu ekstrenin de DPPH 1in % 50’sini
slipiiren konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamistir (Cizelge 4.2

ve Sekil 4.2.b).
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Sekil 4.2.b. Vitex agnus- castus L. petrol eteri ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

c- Etil Asetat Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Etil asetat ekstresi denenen biitiin konsantrasyonlarda rutinle karsilastirildiginda,
dietil eter ve petrol eteri ekstrelerine gore biraz daha yiiksek seviyede % DPPH
serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermistir. Etil asetat ekstresinde en yiiksek %
DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite 300 pg/ml’de elde edilmistir (% 40,81).
Ancak yiikselise gecen bu radikal siipiiriicii aktivitenin rutinle (siras1 ile % 89,39 ve
% 89,90) karsilastirildigi zaman yine oldukca diisiik kaldigin1 goriilmektedir (Cizelge
4.2 ve Sekil 4.2.c). Etil asetat ekstresinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii
aktivitesinin diisiik olmasi nedeni ile bu ekstrenin de DPPH’1n % 50’sini siipiiren

konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamustir.
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Sekil 4.2.c. Vitex agnus- castus L. etil asetat ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

d-Metanol Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Metanol ekstresi denenen diisiik konsantrasyonlar hari¢, 100 pg/ml’den itibaren
rutinle karsilastirildiginda, yliksek % DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi
gostermistir. Denenen konsantrasyonlar arasinda en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite,
200 pg/ml’den elde edilmistir (% 83,55). Ancak yiikselise gecen bu radikal siipiiriicii
aktivite % 50 degerini ge¢cmesine ragmen, 200 ug/ ml’lik konsantrasyon uygulamasi
hari¢, rutinle (swrast ile % 89,39 ve % 89,90) karsilastirildigi zaman diisiik
kalmaktadir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.d). Metanol ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon
egrisinden hesaplanan ICsy degerleri dikkate alindiginda, metanol ekstresinin ICsg
degerinin (83,47ug/ml) rutine gore (7,77 upg/ml) olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.2). Buna gore, metanol ekstresinin ortamdaki serbest

radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine gore diisiik oldugu sdylenebilir (Sekil 4.2.d).
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Sekil 4.2.d. Vitex agnus-castus L. metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi

e- Sulu Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

1. infiizyon (Demleme) Ekstresi

V. agnus- castus’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan infiizyon
ekstresi de metanol ekstresi gibi denenen diisiikk konsantrasyonlar hari¢, 100
pug/ml’den itibaren (%53,23) denenen diger biitiin konsantrasyonlarda yiiksek
seviyede serbest radikal siipiiriicii aktivitesi gostermistir. Denenen konsantrasyonlar
arasinda en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite yine 200 ug/ml’de elde edilmistir (%
82,90). Infiizyon ekstresine iliskin serbest radikal siipiiriicii aktivite ve ICso degerleri
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1.e’ de yer almaktadir. Infiizyon ekstresinin DPPH’nin
kalibrasyon egrisinden hesaplanan ICsy degerleri dikkate alindiginda, infiizyon
ekstresinin 1Csy degerinin (87,60 pg/ml) goriilmektedir (Cizelge 4.2). Buna gore,
infiizyon ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicli aktivitesinin de rutine gore

oldukca diisiik oldugu soylenebilir (Sekil 4.2.d).
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Sekil 4.2.e. Vitex agnus-castus L. infiizyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

Dekoksiyon ekstresinde de infiizyon ekstresine benzer sonuclar elde edilmistir.
Infiizyon ekstresi gibi denenen diisiik konsantrasyonlar hari¢, denenen diger biitiin
konsantrasyonlarda 100ug/ml’den itibaren (% 54,52) yiiksek % DPPH Serbest
Radikal Siipiiriicti Aktivitesi goriilmiistiir. Denenen konsantrasyonlar arasinda en
yikksek % DPPH radikal siipiiriicii aktivite 300 pg/ml’de elde edilmistir (% 79,27).
Ancak dekoksiyon ekstresinden elde edilen yiiksek siipiiriicii aktivite degerlerine
ragmen, bu degerler rutinle karsilastirilirsa, rutinin serbest radikali siipiiriicii
aktivitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir (swras1 ile % 89,39 ve % 89,90).
Dekoksiyon ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan 1Csy degerleri
dikkate almdiginda, dekoksiyon ekstresinin de ICsy degerinin (83,47 pug/ml) rutine
gore (7,77 pg/ml) oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2). Buna gore,
dekoksiyon ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine

gore oldukca diisiik oldugu soylenebilir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.2.£. Vitex agnus-castus L. dekoksiyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi

Denemeden elde edilen verilere gore; V. agnus-castus ’dan elde edilen ve farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstreler, ICsy degerleri de goz Oniine alinarak
antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, rutinin serbest radikali siipiiriicii
aktivitesine (7,77 pug/ml) yakin bir etki gosteren ekstre olmadigi, dietil eter, petrol
eteri ve etil asetat ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin bulunmadigi,
diger ekstrelerde de ICsyp degerlerinin rutine gore oldukca yiiksek oldugu
goriilmektedir. 1Csy degerleri agisindan uygulanan ekstreler serbest radikali siipiiriicti
aktivite bakimmdan kendi i¢inde siralandiginda; metanol ekstresini (83,47 ug/ml)
sirast ile dekoksiyon (85,33 pg/ml) ve infiizyon ekstresi (87,60 pg/ml) izlemektedir

(Sekil 4.2.9).
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Sekil 4.2.g. Vitex agnus-castus L..” den elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi

3- Dracunculus vulgaris Schott. (Yilanyastigi, Yilan bicagr)
Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal

Siipiiriicii Aktivitesi

D. vulgaris kok yumrularindan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50,
75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan ekstrelerin (etil asetat, metanol ve su
(infiizyon (demleme) ve dekoksiyon (kaynatma)) sentetik bir antioksidan olan rutine
gore % DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ile DPPH’nin kalibrasyon egrisinden
hesaplanan ICsy degerleri, her bir ekstre icin Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3 a-e’de
verilmistir. D. Vulgaris’ den dietil eter ve petrol eteri ekstreleri elde edilememistir.
Bunun, bu bitkinin dietil eter ve petrol eterinin ¢6zdiigii bilesikleri icermemesi

nedeni ile olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. Dracunculus vulgaris Schott’tan elde edilen ekstrelerin % DPPH Serbest
Radikal Siipiiriicii Aktivitesi ve IC 5, degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon % DPPH Serbest Radikal ICs
Siipiiriicii Aktivitesi
Rutin 50 pg/ml 89,38+0,000
Rutin 100 pg/ml 89,900,005 7,77 ng/ml
10 pg/ml 19,690,001
25 pg/ml 23,580,001
50 pg/ml 26,680,000
Etil Asetat 75 pug/ml 24,09+0,000
100 pg/ml 26,940,000 | -
150 pg/ml 28,130,004
= 200 pg/ml 38,340,001
= 300 pg/ml 30,080,004
< 10 pg/ml 18,9120,000
75 25 pg/ml 19,430,001
2 50 pg/ml 19,950,001
S Metanol 75 pg/ml 16,840,001
20 100 pg/ml 57020000 | -
N 150 pg/ml 16,600,001
" 200 pg/ml 23,060,000
= 300 pg/ml 16,60+0,002
S 10 pg/ml 12,95+0,002
S 25 pg/ml 16,060,001
S 50 pg/ml 16,0620,003
XN Infiizyon (sulu) 75 pg/ml 13,47+0,001
Q 100 pg/ml 18,910,001 | -
150 pg/ml 19,010,081
200 pg/ml 19,9520,02
300 pg/ml 20,890,087
10 pg/ml 17,880,002
25 pg/ml 22,020,001
Dekoksiyon 50 pug/ml 22,540,002
(sulu) 75 pg/ml 27,98+0,001
100 pg/ml 31,3550,000 | -
150 pg/ml 33,010,032
200 pg/ml 44,820,000
300 pg/ml 41,990,048

#p<0,05

a- Etil Asetat Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Cizelge 4.1 ve Sekil.4.1.a’dan da izlenebilecegi gibi, etil asetat ekstresinin denenen
biitiin konsantrasyonlarinda, konsantrasyon artis1 ile birlikte % DPPH serbest radikal
siipiiriicii  aktivitesinde hafif bir artis olmasmma ragmen, bu etki rutinle

karsilastirildiginda oldukga diisiik olmustur. Etil asetat ekstresinin % DPPH serbest
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radikal siipiiriicli aktivitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile bu ekstrenin DPPH nin

kalibrasyon egrisinden hesaplanan ve DPPH’1n % 50’sini siipiiren konsantrasyon

degerini gosteren I1Csy degeri hesaplanamamistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3.a. Dracunculus vulgaris Schott. etil asetat ekstresinin % DPPH serbest

radikal siipiiriicli aktivitesi

b- Metanol Ekstresinin Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin de etil asetat

ekstresi gibi, denenen biitiin konsantrasyonlarda rutine gore oldukga diisiik oldugu ve

serbest radikali siipiiriicii aktivitenin 100 pg/ml’lik konsantrasyonda % 5,70’e kadar

diistiigii ve diger konsantrasyonlarda % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinde

hafif bir artis olmasina ragmen bu etkinin, rutinle karsilastirildiginda oldukga diisiik

oldugu ortaya ¢cikmistir. Metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii

aktivitesinin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile DPPH’nin kalibrasyon egrisinden

hesaplanan ve DPPH’in % 50’sini siipliren konsantrasyon degerini gosteren ICsg

degeri hesaplanamamustir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3.b. Dracunculus vulgaris Schott. metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

¢ Sulu Ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

1. infiizyon (Demleme) Ekstresi

Inﬁjzyon ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi; etil asetat ve
metanol ekstrelerinde oldugu gibi, denenen biitiin konsantrasyonlarda rutine gore
oldukca diisiiktiir. Artan ekstre konsantrasyonlarinda infiizyon ekstresinin radikal
stiptiriicti aktivitesinde hafif bir artis olmasina ragmen, artan bu etki Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.3.c’den de izlenebilecegi gibi, rutinle karsilastirildiginda yine oldukca
diisiiktiir. Infiizyon ekstresinin de etil asetat ve metanol ekstresine benzer sekilde %
DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin ¢ok diisiik olmas1 nedeni ile; DPPH nin
kalibrasyon egrisinden hesaplanan ve DPPH’1n % 50’sini siipiiren konsantrasyon

degerini gosteren ICsg degeri hesaplanamamustir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.3.c. Dracunculus vulgaris Schott. infiizyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
stipiiriicii aktivitesi

d- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

Dekoksiyon ekstresinin de % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi denenen
diger ekstrelere gore biraz daha yiiksek olmasina ragmen, bu etki yine %350 nin
altinda kalmistir Bu acidan degerlendirildiginde, dekoksiyon ekstresinin serbest
radikal siipiiriicii aktivitesinin denenen biitiin konsantrasyonlarda rutine gore olduk¢a
diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3.d). Dekoksiyon ekstresinde de
denenen diger ekstrelerde oldugu gibi % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin
cok diisik olmasi nedeni ile DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan ve
DPPH’'In % 50’sini siipiiren konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri

hesaplanamamustir (Cizelge 4.3)
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Sekil 4.3.d. Dracunculus vulgaris Schott. dekoksiyon ekstresinin % DPPH serbest
radikal siipiiriicli aktivitesi

D. vulgaris Schott. bitkisinden elde edilen ekstrelerin DPPH iizerinden serbest
radikal siipiiriicli aktiviteleri kendi aralarinda ve rutinle karsilastirildiginda;
dekoksiyon ekstresi digerlerine gore serbest radikali siipiiriicii aktivite bakimindan
biraz daha yiiksek etkiye sahip olmasma ragmen, standart antioksidan olarak
kullanilan rutin’in etki degerleri de dikkate alindiginda ekstrelerin hi¢birinin kayda
deger bir serbest radikal siipiiriicii aktivite gdstermedigi goriilmektedir (Sekil 4.3.e).
Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin
cok diisiikk olmas1 nedeni ile DPPH nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan DPPH’1n
% 50’sini siipiiren konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamais,

dolayisi ile ekstrelerin antioksidan aktivitelerini karsilastirmak miimkiin olmamastir.
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Sekil 4.3.e. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest
radikal siipiiriicli aktivitesi

4- Asphodelus aestivus Brot. (Ciris otu) Bitkisinden Elde Edilen
Ekstrelerin % DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

A. aestivus kok yumrusundan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50,
75, 100, 150, 200 ve 300 pug/ml) hazirlanan ekstrelerin (etil asetat, metanol ve su
(infiizyon (demleme) ve dekoksiyon (kaynatma)) sentetik bir antioksidan olan rutine
gore % DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ile DPPH’nin kalibrasyon egrisinden
hesaplanan ICsy degerleri, her bir ekstre icin Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4 a-f'de yer
almaktadir. A. aestivus Brot.’tan petrol eteri ekstresi elde edilememistir. Bunun, bu
bitkinin petrol eterinin ¢0zdiigii bilesikleri icermemesi nedeni ile olabilecegi

diistiniilmektedir.



69

Cizelge 4.4. Asphodelus aestivus Brot.” tan elde edilen ekstrelerin % DPPH Serbest

Radikal Siipiiriicii Aktivitesi ve IC 5, degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyonlar | %DPPH Siipiiriicii | (O77
aktivite
Rutin 50 pg/ml 89,380,000
Rutin 100 pg/ml 89,90+0,005 7,77 ng/ml
10 pg/ml 17,740,003
25 pg/ml 55,810,001
50 pg/ml 62,260,006
Dietil Eter 75 pg/ml 29,350,001
100 pg/ml 32,260,000 22,46 pg/ml
150 pg/ml 28,72+0001
200 pg/ml 31,230,007
300 pg/ml 43,550,010
10 pg/ml 13,870,006
25 pg/ml 25,810,001
50 pg/ml 34,840,007
. Etil Asetat 75 pg/ml 37,74+0,007
§ 100 pg/ml 39,68+0,005 188,90 pg/ml
) 150 pg/ml 39,780,009
2 200 pg/ml 53,23+0,002*
= 300 pg/ml 54,320,003
> 10 pg/ml 10,650,008
2 25 pg/ml 9,35+0,000
“ 50 pg/ml 10,970,002
= Metanol 75 pg/ml 11,610,001
~ 100 pg/ml 17,105,008 | -
S 150 pg/ml 14,110,002
S, 200 pg/ml 22,260,001
< 300 pg/ml 25,940,013
10 pg/ml 8,50+0,003
25 pg/ml 9,290,002
50 pg/ml 7,310,002
Infiizyon (sulu) 75 pg/ml 8,690,007
100 pg/ml 8,30£0,009 | = -
150 pg/ml 8,490,004
200 pg/ml 12,85+0,006
300 pg/ml 13,87+0,011
10 pg/ml 3,95+0,006
25 pg/ml 5,53+0,008
Dekoksiyon 50 pg/ml 5,34+0,009
(sulu) 75 pg/ml 7,71x0,009
100 pg/ml 8,10:0,008 | = -
150 pg/ml 9,52+,008
200 pg/ml 11,070,006
300 pg/ml 13,280,009

*p<0,05
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a- Dietil Eter Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4.a’da goriildiigii gibi A.aestivus’ dan elde edilen ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan dietil eter ekstresi, 25 ve 50 pg/ml’lik
konsantrasyonlar hari¢ (siras1 ile % 55,81 ve % 62,26) denenen diger biitiin
konsantrasyonlarda rutinle karsilastirildiginda, diisiik seviyede % DPPH serbest
radikal siipiiriicti aktivite gostermistir. Ancak 25 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
yiikselise gecen bu radikal siipiiriicii aktivite, konsantrasyon artig1 ile farkliliklar
gostermistir. Bu acidan degerlendirildiginde serbest radikali siipiiriicii aktivitenin
konsantrasyon artisina bagl olarak degismedigi soylenebilir. Ornegin; 50 pug/ml de
% 62,26 olan serbest radikali siipiiriicii aktivitenin, konsantrasyon 75 pg/ml’ye
cikarildiginda % 29,35’e diistiigii, 100 pg/ml’de yeniden artarak % 32,26 ya ciktigi,
ancak 150 pg/ml’lik konsantrasyon uygulamasinda, etkinin yine azalarak % 28,72‘e
geriledigi goriilmektedir (Cizelge 4.4). Dietil eter ekstresinin DPPH’nin kalibrasyon
egrisinden hesaplanan DPPH 1n % 50’sini siipiiren konsantrasyon degerini gosteren
ICso degerleri dikkate alindiginda, bu ekstrenin ICsy degerinin (22,46 pg/ml) rutine
(7,77 ug/ml) gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4). Buna gore, dietil
eter ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine gore

oldukca diisiik oldugu soylenebilir.



71

g
=
Z 100 -189.38 89.9
s 901 m
 80° 62,26
§- gg: 5581
"5 50 - 43,55 @ Asphodelus Dietil
=40 - 29,35 32:26 3 73 31,23 eter Ekstresi
= 30 17,74
EA NNy
E 0 :\ :\ I I I I I I I 1
= £ £ETEEETEZECZECE
© E E en en en en en en en en

'g 'g = = = = = = = =

= = e} 'e) ) v o] = o] o]

en en N 'p) o~ (o) v S S

= = — — N [<p}

=] o]

=

Konsantrasyon

Sekil 4.4.a. Asphodelus aestivus Brot. dietil eter ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

b- Etil Asetat Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4.b den izlenebilecegi gibi; etil asetat ekstresi de sadece
denenen en yiiksek konsantrasyonlar olan 200 ve 300 pug/ml’den itibaren, diger
konsantrasyonlara gore diisiik seviyede % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi
gostermistir. Denenen konsantrasyonlar arasinda en yiiksek radikal siipiiriicii aktivite,
300 pg/ml’de elde edilmis (% 54,32) olmasina ragmen bu etki degeri rutinle (sirasi
ile % 89,39 ve % 89,90) karsilastirildig1 zaman oldukga diisiik kalmaktadir.

DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan DPPH’'mn % 50’sini siipiiren
konsantrasyon degerini gosteren ICsy degerleri dikkate alindiginda, etil asetat
ekstresinin ICsyp degerinin (188,90 pg/ml), rutine (7,77 pg/ml) gore oldukca yiiksek
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4). Buna gore, etil asetat ekstresinin ortamdaki
serbest radikali siipiiriicii aktivitesinin de rutine gore olduk¢a diisiik oldugu

sOylenebilir (Sekil 4.4.b).
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Sekil 4.4.b. Asphodelus aestivus Brot. etil asetat ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

c- Metanol Ekstresinin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi

Metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin denenen diger
ekstrelere gore oldukca diisiik oldugu ve denenen biitiin konsantrasyonlarda % DPPH
serbest radikal siipiiriicii aktivitesinde hafif bir artis olmasina ragmen, artan bu
etkinin, rutinle karsilastirildiginda oldukg¢a diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.4,
Sekil 4.4.c). Metanol ekstresinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii
aktivitesinin diisiik olmasi nedeni ile bu ekstrenin de DPPH’1n % 50’sini siipiiren

konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamustir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4.c. Asphodelus aestivus Brot. metanol ekstresinin % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi

d- Sulu ekstrelerin DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivitesi
1- infiizyon (Demleme) Ekstresi

Infiizyon ekstresinin de denenen biitiin konsantrasyonlarda % DPPH serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi rutinle karsilastirildiginda oldukca diisiiktiir (Cizelge 4.4, Sekil
4.4.d). Infiizyon ekstresinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin
diisiikk olmas1 nedeni ile bu ekstrenin de DPPH’1n % 50’sini siipiiren konsantrasyon

degerini gosteren I1Cso degeri hesaplanamamistir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4.d. Asphodelus aestivus Brot. inflizyon ekstresinin % DPPH serbest radikal

siipiiriicii aktivitesi

e- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

A. aestivus’ dan elde edilen dekoksiyon ekstresinde de infiizyon ekstresine benzer bir

durum ortaya ¢ikmistir ve ekstre denenen biitiin konsantrasyonlarda standart rutinle

karsilastirildiginda ¢ok diisiik serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermistir (Cizelge

4.4 ve Sekil 4.4.e). Dekoksiyon ekstresinin DPPH {izerinden serbest radikal siipiiriicti

aktivitesinin diisiik olmasi nedeni ile bu ekstrenin de DPPH’1n % 50’sini siipiiren

konsantrasyon degerini gosteren ICsy degeri hesaplanamamustir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4.e. Asphodelus aestivus Brot. dekoksiyon ekstresinin % DPPH serbest radikal
siipiiriicii aktivitesi

A. aestivus bitkisinden elde edilen ekstrelerin DPPH {izerinden serbest radikal
slipiiriicii aktiviteleri kendi aralarinda ve rutinle karsilastirildiginda; etil asetat ve
dietil eter ekstresi digerlerine gore serbest radikal siipiiriicii aktivite bakimindan biraz
daha yiiksek etkiye sahip olmasina ragmen, standart antioksidan olarak kullanilan
rutin’in etki degerleri de dikkate almdiginda denenen ekstrelerin kayda deger bir
serbest radikal siipiiriicti aktivite gostermedigi goriilmektedir (Sekil 4.3.f). Yine de
uygulanan farkli ekstreler serbest radikali siipiiriicii aktiviteleri bakimindan kendi
icinde siralandiginda siralama; Dietil Eter > Etil asetat > Metanol > Infiizyon >

Dekoksiyon ekstresi seklinde olmaktadir.

Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin
cok diisiik olmasi nedeni ile, etil asetat ve dietil eter ekstresi haric DPPH in %
50’sini siipliren konsantrasyon degerini gosteren 1Cso degeri, hesaplanamamistir.
DPPH’1n kalibrasyon egrisinden hesaplanan 1Cso degerleri gbz Oniine alindiginda,
ICsp degeri ne kadar kiiciikse drnegin antioksidan aktivitesi o kadar yiiksek demektir.
Bu, aym1 miktar serbest radikali en diisiik konsantrasyonda siipiirebilen maddeler
daha kuvvetli aktivite gostermektedir anlamina gelmektedir (Pourmorad et al., 2006).
Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin, ICsy degerleri de géz Oniine alinarak antioksidan

aktiviteleri karsilastirildiginda; dietil eter ve etil asetat ekstreleri metanol, infiizyon
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ve dekoksiyon ekstrelerine gore serbest radikali siipiiriicii agisindan biraz daha etkili
olmustur denilebilir. Ancak goriilen bu etki de rutinle karsilastirildiginda ¢ok da

onemli degildir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.4.f. Asphodelus aestivus Brot.” dan elde edilen ekstrelerin % DPPH serbest
radikal siiptiriicli aktivitesi

Tez calismast kapsaminda E. platyphyllos, V. agnus-castus, D. vulgaris ve A.
aestivus  bitkilerinin  farkli kisimlar1 kullanilarak elde edilen ve farkli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon (demleme)
ve dekoksiyon (kaynatma)) antioksidan aktivitelerinin DPPH serbest radikali
stiptiriicii  0zelliklerine dair elde edilen verilere gore bitkiler kendi aralarinda
karsilastirildiginda; en yiiksek serbest radikali siipiiriicti aktivite; E. platyphyllos’dan
elde edilen ekstreler ile elde edilmistir. Serbest radikali siipiiriicii aktivite bakimindan

E. platyphyllos’u swrast ile V. agnus castus, A. aestivus ve D. vulgaris izlemistir.

Bitkilerden elde edilen biitiin ekstreler DPPH serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri
bakimindan karsilastirildiginda, en etkili ekstrenin metanol ekstresi oldugu; bu
ekstreyi sirast ile infiizyon, dekoksiyon ve etil asetat ekstrelerinin izledigi, dietil eter

ve petrol eteri ekstrelerinin ise en etkisiz ekstreler oldugu goriilmiistiir.
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B- BITKILERDEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN MCF-7
INSAN MEME KARSINOMA HUCRELERI UZERINDEKI in
vitro SITOTOKSIK ETKIiLERI

E. platyphyllos, V .agnus-castus, D. vulgaris ve A. aestivus bitkilerinin farkli
kisimlar1 kullanilarak elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100,
150, 200 ve 300 pg/ml) hazirlanan ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat,
metanol ve sulu (infiizyon (demleme) ve dekoksiyon (kaynatma)) 24 ve 72 saat siire
ile MCF-7insan meme metastatik karsinoma hiicreleri iizerine uygulanmalari
sonucunda ortaya c¢ikan in vitro sitotoksik etkiler, Trypan Blue Exclusion YOntemi
ile Son et al., 2003 ve Lee et al., 2005’e gore ile degerlendirilmistir. Ekstrelerin %
sitotoksik etkisinin yani sira baslangigtaki hiicre canliligmmi % 50 azaltmak igin
gereken Ornek konsantrasyonuna karsilik gelen CCsy degerleri de hesaplanmustir.
CCsp degeri sitotoksik etkiyi saptamada siklikla kullanilan bir yontem olup, diisiik
CCs degeri yiiksek sitotoksik etkiyi gostermektedir (Betancur-Galvis et al., 2002;
Fornelli et al., 2004).

Ekstrelerin % sitotoksik etkisi, biri sadece besi yerinde biiyiitiilen hiicreler, digeri,
¢oziicii (% 0,1°1 gegcmeyecek oranda DMSO) iceren besi yerinde biiyiitiilen hiicreler
olmak {iizere iki farkli kontrol grubu ile karsilastirilmis ve ekstrelerin 24 ve 72 saat
siire ile MCF-7 hiicrelerine uygulanmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik

etkiler her bir bitki i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
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1-Euphorbia platyphyllos L. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

E. platyphyllos’dan tam bitki kullanilarak farkli yontemlerle elde edilen ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 ug/ml)
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol, ve sulu (infiizyon (demleme)
ve dekoksiyon (kaynatma)) 24 ve 72 saat siire ile MCF-7 hiicrelerine uygulanmalar1
sonucunda ortaya ¢ikan ve kontrol gruplari ile karsilastirilan % sitotoksik etkilere ait
veriler ve CCsy degerleri; her bir ekstre icin, Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5 a-h’de yer
almaktadir.
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Cizelge 4.5. Euphorbia platyphyllos 1L.’den elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi ve CCsy degerleri

Konsantrasyon | Toplam Sitotoksisite (%)
Hiicre 24. Saat CCsy 72. Saat CCsy
Kontrol 300 0,660,580 | ----- 1,33+0,577 | -----
Kontrol (DMSO) 300 1,001,000 | - 1,66+0,580 | -
10 pg/ml 300 5,000,000 8,000,000
5 25 pg/ml 300 8,001,000 16,660,580
= 50 pg/ml 300 11,33+0,577 17,660,580
g 75 pg/ml 300 13,33+0,577 21,66+0,580%
a 100 pg/ml 300 14,000,000 | - 30,33+0,577 | -
150 pg/ml 300 19,000,000 32,66+0,580%
200 pg/ml 300 20,330,577 34,660,580
300 pg/ml 300 22,66+0,580% 47,33+0,577*
10 pg/ml 300 5,000,000 7,660,580
_ 25 pg/ml 300 8,660,580 13,660,580
3 50 pg/ml 300 18,330,577 41,33+0,577* "
= 75 pg/ml 300 26,66+0,580% | 186,72 | 46,33+0,577*+" | 98,07
£ 100 pg/ml 300 36,00+£1,000% | ng/ml | 52 66+0,580+*" | pg/ml
£ 150 pg/ml 300 41,660,580 58,66+0,580% *
200 pg/ml 300 52,66+0,580* * 67,66+0,580%*
300 pg/ml 300 68,00+1,000% * 78,330,577+ "
10 pg/ml 300 13,000,000 29,00+0,000% *
25 pg/ml 300 21,33+0,577* 36,00+1,000%
= 50 pg/ml 300 26,660,580 55,330,577+ "
;m’ 75 pg/ml 300 30,00+0,000% 62,66+0,580%*
= 100 pg/ml 300 35,00+0,000% | 296,10 | 81,66+0,580**"' | 46,24
= 150 pg/ml 300 40,660,580 | mg/ml [ 86 33+0,577+*" | ng/ml
200 pg/ml 300 46,33+0,577* 89,330,577+ "
300 pg/ml 300 51,00+1,000% * 91,33+0,577* "
10 pg/ml 300 12,660,580 20,660,580
25 pg/ml 300 21,33+0,577* 27,330,577
= 50 pg/ml 300 30,00+1,000% 33,00+0,000%
£ 75 pg/ml 300 36,66+0,580* 40,33+0,577*
3 100 pg/ml 300 40,330,577+ | 200,00 | 5133+0,577%% | 97,16
= 150 pg/ml 300 45,33+0,577+ | mg/ml | 62 66+0,580%*" | mg/ml
200 pg/ml 300 50,00+1,000% * 68,66+0,580% *
300 pg/ml 300 51,66+0,580* * 79,00+1,000% *
10 pg/ml 300 10,33+0,577 15,67+0,600
£) 25 pg/ml 300 12,67+0,600 20,330,577
I 50 pg/ml 300 23,33+0,577* 61,330,577+ "
= 75 pg/ml 300 31,00£0,000% | 141,66 | 74,33+0,577%*" | 38,29
S 100 pg/ml 300 45,6740,600* | ng/ml | 81,00+1,000%*' | pg/ml
2 150 pg/ml 300 51,67+0,600* * 87,330,577+ "
= 200 pg/ml 300 56,67+0,600* * 90,330,577+ "
300 pg/ml 300 63,330,577+ 92,33+0,577**"
_ 10 pg/ml 300 21,3340,577* 39,330,577+
= 25 pg/ml 300 29,670,600 49,33+0,577*"
2} 50 pg/ml 300 45,33+0,577* 55,00+1,000% *
g 75 pg/ml 300 47,3320,577 | 80,36 | 60,33+0,577%*" | 27,79
= 100 pg/ml 300 61,00+0,000%* | pg/ml | 79 33+0,577+*" | pg/ml
§ 150 pg/ml 300 67,00+1,000% X 86,330,577+ "
2 200 pg/ml 300 70,330,577+ 91,00+0,000% *
300 pg/ml 300 72,6620,580* * 93,67+0,600% *
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*p<0,05 * Sitotoksik etki >%50 ' Uygulama siireleri arasindaki sitotoksik etki farki p<0,05

seviyesinde 6nemli

a- Dietil Eter Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Dietil eter ekstresinin konsantrasyon artis1 ile MCF-7 hiicrelerinin canliligini azaltma
yoniinde etki ettigi (sitotoksik etki) ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72 saate
cikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.a). Dietil
eter ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki en yiiksek sitotoksik etkisi, 300 pg/ml
ekstrenin 72 saatlik uygulamasi soncunda ortaya ¢cikmustir (% 47,33). Elde edilen
deger kontrol gruplarina gore (sirasi ile; kontrol, % 0,66; DMSO kontrol, % 1.00)
oldukca yiiksek olmakla birlikte sitotoksik etkinin %50’nin altinda kalmas1
bakimmdan dikkate deger degildir. Ancak yapilan istatistiki analizler sonucunda,
farkli konsantrasyonlardaki dietil eter ekstresi 72 saat siireyle MCF-7 hiicreleri
tizerine uygulandiginda, ekstrenin in vitro sitotoksik etkisinin 75 ug/ml’lik
konsantrasyondan itibaren kontrol gruplarina gore onemli derecede yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Dietil eter ekstresinin sitotoksik etkisi denenen higbir siire ve
konsantrasyonda %50 degerine ulasamadigi icin, hiicrelerin % 50’sini Oldiiren
konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri hem 24 hem de 72 saatlik uygulama

icin hesaplanamamustir (Cizelge 4.5).

Elde edilen veriler kontrol gruplarindan elde edilen veriler ile karsilastirildiginda,
dietil eter ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin diisiik oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.5.a. Euphorbia platyphyllos L. dietil eter ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

b- Petrol Eteri Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik
Etkisi

Petrol eteri ekstresinin MCEF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
konsantrasyon artigina ve uygulama siiresine bagli olarak artmistir. En yiiksek
konsantrasyonlar olan 200 pg/ml ve 300 pg/ml’lik ekstrenin 24 saat siireyle MCF-7
hiicrelerine uygulanmasi ile ortaya ¢ikan sitotoksik etki % 50’nin iizerinde olmustur
(sras1 ile % 52,66 ve % 68.00). 24 saatlik uygulama siiresinde yiiksek
konsantrasyonlardan itibaren goriilmeye baslayan bu sitotoksik etki, uygulama
sliresinin 72 saate c¢ikarilmasi durumunda ise 100 pg/ml’lik ekstrakt uygulamasindan
itibaren artisa ge¢mis ve 24 saatlik uygulamada 300 pg/ml da % 68.00 olan
sitotoksik etki, 72. saatlik uygulama sonucunda % 78,33’e kadar yiikselmistir
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.b).Yapilan istatistiki analizler sonucunda farkli
konsantrasyonlardaki petrol eteri ekstresinin gerek 24 ve gerekse 72 saat siireyle
MCEF-T hiicreleri lizerine uygulanmasi ile ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik etki kontrol
gruplari ile karsilastirildiginda aradaki farkin p<0,05 seviyesinde onemli oldugu ve
50 pg/ml ekstre konsantrasyondan itibaren uygulama siireleri (24 ve 72 saat)
arasindaki sitotoksik etki farkinin da istatistiki bakimdan O©nemli oldugu

goriilmektedir. Petrol eteri ekstresinin hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon
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degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 186,72 pg/ml, 72
saatlik ekstre uygulamasinda ise, 98,07 ug/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; petrol eteri ekstresinin

MCEF-7 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkide bulundugu soylenebilir.
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Sekil 4.5.b. Euphorbia platyphyllos L. petrol eteri ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

c- Etil Asetat Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisine iliskin elde
edilen veriler incelendiginde; etil asetat ekstresi uygulamalari sonucunda ortaya
¢ikan in vitro sitotoksik etkinin yine hem konsantrasyon hem de uygulama siiresinin
artisgina bagl olarak arttigr Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.c’den izlenebilir. Ancak, 24
saatlik ekstre uygulamalarinda kontrol gruplarina gore, oldukca yiiksek seviyeye
ulasan bu sitotoksik etki, 300 pg/ml’lik ekstre uygulamasi hari¢ (%51.00) diger
konsantrasyonlarda % 50’nin iizerine ¢ikamamistir. Farkli konsantrasyonlardaki etil
asetat ekstresinin MCF-7 hiicrelerine daha uzun siire uygulandig: (72 saat) durumda
ise sitotoksik etkisi 50 pg/ml’lik ekstre uygulamasindan baslayarak artisa gecmis ve

konsantrasyon artisina paralel sekilde artarak en yiiksek ekstre konsantrasyonu olan
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300 pg/ml’lik uygulamada sitotoksik etki % 91,33’ e kadar ulasmistir (Cizelge 4.5
ve Sekil 4.5.c). Yapilan istatistik? analizler sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki
etil asetat ekstresinin gerek 24 ve gerekse 72 saat siireyle MCF-7 hiicreleri iizerine
uygulanmasi ile ortaya cikan sitotoksik etki kontrol gruplari ile karsilastirildiginda
p<0,05 seviyesinde onemli derecede yiiksektir. Uygulama siireleri (24 ve 72 saat)
arasindaki sitotoksik etki degerleri birbiri ile karsilastirildiginda ise tiim
konsantrasyonlarda aradaki sitotoksik etki farki 6nemli bulunmustur. Etil asetat
ekstresinin hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCs, degeri
24 saatlik ekstre uygulamasinda 296,10 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda ise
46,24 ug/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; etil asetat ekstresinin

MCEF-7 hiicreleri tizerinde oldukca yiiksek sitotoksik etki gosterdigi sdoylenebilir.
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Sekil 4.5.c. Euphorbia platyphyllos L. etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi
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d- Metanol Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisine iliskin
elde edilen veriler konrol gruplar: ile karsilastirildiginda; metanol ekstresinin de
MCEF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin, denenen diger ekstrelerde oldugu
gibi, uygulama konsantrasyonu ve uygulama siiresinin artisina baglh olarak arttigi
goriilmektedir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.d). Ancak 24 saatlik ekstre uygulamasinda
ortaya c¢ikan sitotoksik etki, 200 pg/ml’lik ekstre uygulamasina kadar % 50’nin
altinda iken, daha yiiksek konsantrasyonlarda % 50’nin iizerine ¢cikmustir (siras ile;
200 pg/ml’de % 50, 300 pg/ml’de ise % 51,66). Siire 72 saate ¢ikarildiginda ise,
metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi, 100 pg/ml’ ik
uygulamadan itibaren artmaya baslamis (% 51,33) ve en yiiksek uygulama
konsantrasyonu olan 300 pg/ml’de % 79,00’a ¢ikmustir. Yapilan istatistik analizler
sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstresinin gerek 24 ve gerekse 72
saat siireyle MCF-7 hiicreleri iizerine uygulanmasi ile ortaya cikan sitotoksik etki,
kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda p<0,05 seviyesinde ©nemlidir. Ayrica,
uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki degerlerinin farki da 150
ug/ml kondantrasyondan itibaren istatistiki bakimdan 6nemlidir. Metanol ekstresinin
MCEF-7 hiicreleri iizerine farkli konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasi sonucunda
elde edilen CCsy degerleri 24 saatlik ekstre uygulamasi i¢in 200 pg/ml ve 72 saatlik
ekstre uygulamasi icin 97,16 pg/ml’dir.

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; metanol ekstresinin MCF-

7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkide bulundugu sdylenebilir.
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Sekil 4.5.d. Euphorbia platyphyllos L. metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

e- Sulu Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

1- infiizyon (Demleme) Ekstresi

Infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin hem
konsantrasyon artisina hem de 6zellikle siire artisina bagh olarak dietil eter, petrol
eteri, etil asetat ve metanol ekstresine gore, daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.e). 150 pg/ml’lik ekstrenin 24 saatlik uygulamasi ile
infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi % 50’nin iizerine
cikmis (% 51,67) ve en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 pg/ml’de bu oran
% 63,33 olarak belirlenmistir. 72 saatlik infiizyon ekstresi uygulamalarinda ise
sitotoksik etki 50pug/ml ekstre uygulamasindan itibaren artisa gegmis (% 61,33) ve
en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 pg/ml ekstre uygulamasinda % 92,33
gibi cok yiiksek bir degere ulasmistir. Yapilan istatistiki analizler sonucunda, farkl
konsantrasyonlardaki infiizyon ekstresinin gerek 24 ve gerekse 72 saat siireyle MCF—
7 hiicreleri lizerine uygulanmasi ile ortaya ¢ikan sitotoksik etki kontrol gruplar: ile

karsilastirildiginda aradaki farkin p<0,05 seviyesinde 6nemli oldugu goriilmiistiir.
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Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki degerleri birbiri ile
karsilastirildiginda da, 10 ve 25 pg/ml ekstre konsantrasyonlar1 hari¢ diger tiim
konsantrasyonlarda aradaki fark istatistiki olarak 6nemlidir. Infiizyon ekstresinin
hiicrelerin % 50’sini oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik
ekstre uygulamasimda 141,66 ug/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 38,29 pg/ml
olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.5).

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; infiizyon ekstresinin
MCEF-7 hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkisinin diger ekstrelere gore biraz daha

yiiksek oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.5.e. Euphorbia platyphyllos L. infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

Dekoksiyon ekstresinin konsantrasyon artist ile MCF-7 hiicrelerinin canliligini
azaltma yoniinde etki ettigi (sitotoksik etki) ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten
72 saate c¢ikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5 ve Sekil
4.5.f). Dekoksiyon ekstresinin 24 saatlik siireyle MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda ortaya cikan sitotoksik etki, 100 pg/ml konsantrasyondan itibaren %
50’nin oldukga iizerine ¢ikmis (%61,00) ve en yiiksek konsantrasyon olan 300
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ug/ml’de bu etki % 72,66’ ya ulagmistir. Uygulama siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise
dekoksiyon ekstresinin sitotoksik etkisi 50 pg/ml’den itibaren baslamis (%55,00) ve
konsantrasyon artist ile sitotoksik etki artmistir. En yiiksek uygulama konsantrasyonu
olan 300 pg/ml’de ise E. platyphyllos’ dan elde edilen biitiin ekstreler icerisinde
gozlenen en yiiksek deger % 92,33’ e ulasmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.1).
Yapilan istatistiki analizler sonucunda, farkli konsantrasyonlardaki dekoksiyon
ekstresinin Ozellikle 72 saat siireyle MCEF-7 hiicreleri iizerine uygulanmasi
sonucunda ortaya c¢ikan in vitro sitotoksik etkinin kontrol gruplar1 ile
karsilastirildiginda p<0,05 seviyesinde dnemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda 50 pg/ml ekstre konsantrasyonu hari¢ tiim konsantrasyonlarda
aradaki fark Onemli bulunmustur. Dekoksiyon ekstresinin hiicrelerin % 50’sini
Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 80,36 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 27,79 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Elde edilen veriler kontrol gruplar: ile karsilastirildiginda; dekoksiyon ekstresinin

MCEF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin olduk¢a yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.5.f. Euphorbia platyphyllos L. dekoksiyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi
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E. platyphyllos’dan tam bitki kullanilarak elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi kendi
aralarinda ve kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; sulu ekstrelerin (dekoksiyon ve
infiizyon), in vitro sitotoksik etkisinin gerek 24 ve gerekse 72 saatlik uygulamalarda
diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu ortaya ¢cikmustir. (Sekil 4.5.g ve Sekil 4.5
h).
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Sekil 4.5 g. Euphorbia platyphyllos L..’den elde edilen ekstrelerin 24 saatlik
uygulamalarinin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi
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Sekil 4.5 h. Euphorbia platyphyllos L.’den elde edilen ekstrelerin 72 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi

Bu bitkiden elde edilen ekstreler MCF-7 hiicreleri iizerinde gosterdikleri in vitro
sitotoksik etki bakimindan kendi aralarinda karsilastirildigit zaman siralama;
Dekoksiyon > Infiizyon > Etil Asetat > Metanol > Petrol Eteri > Dietil Eter ekstresi

seklinde olmaktadir.
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2-Vitex agnus-castus L. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin MCF-7

Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

V. agnus-castus tohumlarindan farkli yOntemlerle elde edilen ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 ug/ml)
ekstrelerin (dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol, ve sulu (infiizyon (demleme)
ve dekoksiyon (kaynatma)) 24 ve 72 saat siire ile insan meme metastatik karsinoma
hiicreleri (MCF-7 hiicreleri) iizerine uygulanmalar1 sonucunda ortaya cikan ve
kontrol gruplarina gore karsilastirilan % sitotoksik etkilere ait veriler ile hiicrelerin %
50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degerleri; her bir ekstre i¢in

Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6 a-h’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.6. Vitex agnus-castus L.’den elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi ve CCsy degerleri

Konsantrasyon | Toplam Sitotoksisite (%)
Hiicre 24. Saat CCsy 72. Saat CCsy
Kontrol 300 0,660,580 | ----- 1,33+0,577 | -----
Kontrol (DMSO) 300 1,001,000 | - 1,66+0,580 | -
10 pg/ml 300 37,33+0,577* 63,67+0,577**"
5 25 pg/ml 300 42,00+0,000% 72,00+0,000% *
= 50 pg/ml 300 49,33+0,577* 75,6720,600% *
g 75 pg/ml 300 52,33+0,577+* | 55,58 | 79,33+0,577+*' | 4,43
a 100 pg/ml 300 55,00+£1,000%* | ng/ml | 8433+0,577+*" | ng/ml
150 pg/ml 300 59,00+1,000% * 87,00+1,000% *
200 pg/ml 300 62,6720,600* * 90,00+1,000% *
300 pg/ml 300 65,00+0,000% * 91,00+0,000% *
10 pg/ml 300 18,33+0,577 39,67+0,600* *
_ 25 pg/ml 300 27,00+0,000% 55,00+0,000% *
g 50 pg/ml 300 31,67+0,600% 60,330,577+ "
= 75 pg/ml 300 35,66+0,580% | 137,50 | 65,33+0,577+*" | 21,09
o 100 pg/ml 300 41,67+0,600* | ng/ml | 69,00+0,000%*' | pg/ml
2 150 pg/ml 300 54,00+1,000% 72,330,577+
200 pg/ml 300 65,330,577+ 77,330,577+
300 pg/ml 300 68,330,577+ 84,00+1,000% *
10 pg/ml 300 23,670,600 35,67+0,600%
25 pg/ml 300 36,670,600 69,330,577+ "
= 50 pg/ml 300 45,00+0,000% 71,6720,600% *
g 75 pg/ml 300 61,00£1,000%* | 57,81 | 78,67+0,600**" | 16,38
f_f 100 pg/ml 300 68,33+0,577** | ug/ml | 8267+0,600%*" | ng/ml
= 150 pg/ml 300 74,6720,600* * 83,67+0,600* *
200 pg/ml 300 84,00+0,000% * 84,67+0,600* *
300 pg/ml 300 85,330,577+ 87,00+0,000% *
10 pg/ml 300 13,000,000 39,000,000% *
25 pg/ml 300 21,67+0,600% 45,330,577+ "
= 50 pg/ml 300 35,33+0,577% 59,33+0,577**"
£ 75 pg/ml 300 46,00£1,000% | 8534 | 65,00+£1,000%*" | 33,34
3 100 pg/ml 300 55,6740,600%* | ung/ml | 70,67+0,600%*" | ng/ml
= 150 pg/ml 300 61,00+1,000% * 74,670,600+ '
200 pg/ml 300 65,330,577+ 79,67+0,600% *
300 pg/ml 300 72,00+0,000% * 86,67+0,600% *
10 pg/ml 300 19,670,600 38,000,000* *
o) 25 pg/ml 300 52,33+0,577%* 65,67+0,600%**
2 50 pg/ml 300 58,00+1,000% * 81,330,577+ "
= 75 pg/ml 300 63,67£0,600%* | 23,93 | 82,33+0,577**" | 16,50
S 100 pg/ml 300 65,67+0,600%* | ung/ml | 8300+0,000%*" | ng/ml
2 150 pg/ml 300 69,00+0,000% * 84,00+1,000% *
= 200 pg/ml 300 70,330,577+ 85,33+0,577% "
300 pg/ml 300 72,330,577+ 85,67+0,600% *
_ 10 pg/ml 300 20,00+0,000 48,330,577+ "
= 25 pg/ml 300 50,330,577+ 59,67+0,600* *
) 50 pg/ml 300 54,67+0,600* * 76,330,577+ "
g 75 pg/ml 300 57,67£0,600%* | 24,83 | 79,670,600+ *" | 12,42
= 100 pg/ml 300 63,33+0,577** | ug/ml | 8267+0,600%*" | ng/ml
§ 150 pg/ml 300 66,67+0,600* * 84,00+0,600% **
2 200 pg/ml 300 69,67+0,600* * 84,67+0,600% *
300 pg/ml 300 74,00+1,000% X 86,67+0,600% *
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*p<0,05 * Sitotoksik etki >%50 ' Uygulama siireleri arasindaki sitotoksik etki farki p<0,05

seviyesinde 6nemli

a- Dietil Eter Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Vitex agnus-castus’ den elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan
dietil eter ekstresinin konsantrasyon artist ile MCF-7 hiicrelerinin canliligini azaltma
yOniinde etki ettigi (sitotoksik etki) ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72 saate
cikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5.a).
Ekstrenin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi 24 saatlik
uygulamada bile 75 pg/ml’lik konsantrasyondan itibaren % 50’nin iizerine ¢ikmistir
(% 52,33). Uygulama siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise; en diisiik konsantrasyon olan
10 pg/ml de dahil biitiin konsantrasyonlarda yiiksek seviyede sitotoksik etki
goriilmiis ve sitotoksik etki, en yliksek konsantrasyon olan 300 pug/ml’de % 91,00
gibi oldukca yiiksek bir seviyeye ulagmustir. Sitotoksik etki, denenen biitiin
konsantrasyonlarda kontrol gruplarmna gore (swrasi ile kontrol: % 0,66 ve DMSO
kontrol: %1,00) istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) bakimindan sitotoksisite degerleri arasindaki fark
da biitiin konsantrasyonlarda 6nemlidir. Dietil eter ekstresinin hiicrelerin % 50’sini
Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 55,58 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 4,43 pg/ml olarak
hesaplanmustir (Cizelge 4.6).

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; dietil eter ekstresinin
MCEF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin oldukg¢a yiiksek oldugu ortaya
cikmustir.
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Sekil 4.6.a. Vitex agnus-castus L. dietil eter ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

b-Petrol Eteri Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik
Etkisi

Petrol eteri ekstresinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki in vitro sitotoksik etkisine iligkin
elde edilen veriler incelendiginde; petrol eteri ekstresi uygulamalar1 sonucunda
ortaya c¢ikan in vitro sitotoksik etkinin yine hem konsantrasyon hem de uygulama
sliresinin artigina bagh olarak arttig1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5.b’den izlenebilir. Petrol
eteri ekstresi de MCF-7 hiicreleri iizerinde yiiksek seviyede sitotoksik etki
gostermistir. Ekstrenin sitotoksik etkisi 150 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarin
24 saatlik uygulamasinda % 50’nin lizerine ¢ikmustir. 72 saatlik uygulamalarda ise
ekstre 25 pg/ml’den itibaren MCF-7 hiicreleri iizerinde yiiksek seviyede sitotoksik
etki gostermistir. Ozellikle en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 ug/ml’lik
ekstrenin 72 saatlik uygulamasinda % 84,00 seviyesine ulasmustir. 10 pug/ml’lik
ekstrenin 24 saatlik uygulamasi hari¢, diger biitiin konsantrasyon ve siirelerde
ekstrenin sitotoksik etkisi kontrol gruplarma gore p<0,05 seviyesinde Onemli
bulunmustur. Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) bakimindan sitotoksisite degerleri
arasindaki fark 200 pg/ml ekstre konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda
istatistiki bakimdan 6nemlidir. Petrol eteri ekstresinin hiicrelerin % 50’sini oldiiren

konsantrasyon degerini gosteren CCsp degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 137,50
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ug/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 21,09 pug/ml olarak hesaplanmustir (Cizelge
4.6)

Elde edilen veriler kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, petrol eteri ekstresinin

MCEF-7 hiicreleri tizerinde sitotoksik etki yaptig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.6.b. Vitex agnus-castus L. petrol eteri ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

c-Etil asetat Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Etil asetat ekstresinin konsantrasyon artis1 ile MCF-7 hiicrelerinin canliligini azaltma
yoniinde (sitotoksik etki) etki ettigi ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72
saate ¢ikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6.c).
Cizelge 4.6’da goriildigi gibi etil asetat ekstresi de dietil eter ve petrol eteri
ekstrelerine benzer sekilde MCF-7 hiicreleri lizerinde yiiksek seviyede sitotoksik etki
gostermistir. Ekstrenin sitotoksik etkisi 24 saatlik uygulamalarda 75 pg/ml ve
izerindeki konsantrasyonlarda % 50’nin oldukga iizerine ¢ikmug ve en yiiksek
uygulama konsantrasyonu olan 300 pg/ml’de sitotoksik etki % 85,33’e ulagmustir.

Ekstrenin uygulama siiresi 72 saate cikarildiginda ise sitotoksik etki en diisiik
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konsantrasyondan (25 pg/ml) itibaren % 50’nin seviyesinin {izerine ¢ikmis ve en
yilksek konsantrasyon olan 300 pg/ml’de MCF-7 hiicreleri iizerinde % 87,00
seviyesinde sitotoksik etkiye neden olmustur. Ekstrenin sitotoksik etkisi uygulama
siiresine bagli olarak Onemli derecede artis gostermekle birlikte, 200 ve 300
ng/ml’lik ekstrenin 24 ve 72 saatlik uygulamalar1 arasinda belirgin bir farklilik
ortaya cikmamistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6.c). Buna karsin; etil asetat ekstresi
denenen biitiin siire ve konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gore 6nemli derecede
yiiksek sitotoksik etki gostermistir (p<0,05). Etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicrelerin
% 50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 57,81 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda ise; 16,38 ug/ml olarak
hesaplanmustir (Cizelge 4.6).

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; etil asetat ekstresinin

MCEF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin olduk¢a yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.6.c. Vitex agnus-castus L. etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

d-Metanol Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik EtKisi

Metanol ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik etkisine iligkin veriler incelendiginde, metanol ekstresinin de MCF-7
hiicreleri iizerinde yiiksek seviyede sitotoksik etki gosterdigi goriilmektedir (Cizelge

4.6 ve Sekil 4.6.d). Ekstrenin MCF-7 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmasi sonucunda,
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ozellikle 100 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda sitotoksik etki % 50’nin
oldukga iizerine ¢cikmis ve konsantrasyon artis ile birlikte sitotoksik etki de artmustir.
Uygulama siiresi 72 saate c¢ikarildiginda ise sitotoksik etki 50 ug/ml
konsantrasyondan itibaren % 50 nin iizerine ¢ikmis (%59,33) ve konsantrasyon artigi
ile birlikte sitotoksik etki artisa gecmis ve en yiiksek sitotoksik etki 300 pg/ml’lik
ekstrenin 72 saatlik uygulamasit sonucunda elde edilmistir (% 86,67). Yapilan
istatistiki analizler sonucunda, 10 pg/ml konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasi
haric denenen biitiin siire ve konsantrasyonlarda metanol ekstresinin kontrol
gruplarina gore onemli derecede sitotoksik etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir (p<0,05)
(Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6.d). Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) bakimindan
sitotoksisite degerleri arasimndaki fark 150 pg/ml konsantrasyon hari¢ uygulanan
biitiin konsantrasyonlarda 6nemlidir. Metanol ekstresinin MCF-7 hiicrelerinin %
50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 85,34 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 33,34 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.6.d. Vitex agnus-castus L. metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki in vitro
sitotoksik etkisi

Metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerine farkli konsantrasyon ve siirelerde
uygulanmas1 sonucunda elde edilen veriler kontrol gruplar: ile karsilastirildiginda,
metanol ekstresinin de MCF-7 hiicreleri ilizerinde in vitro sitotoksik etkisinin

bulundugu goriilmektedir.



97

e- Sulu Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

1-Infiizyon (Demleme) Ekstresi

Infiizyon ekstresinin konsantrasyon artis1 ile MCF-7 hiicrelerinin canliligmn1 azaltma
yoniinde (sitotoksik etki) etki ettigi ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72
saate ¢ikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6.¢).
Ekstrenin 24 ve 72 saatlik uygulamalar1 25 pg/ml konsantrasyondan itibaren MCF-7
hiicrelerinde % 50’nin oldukga iizerinde sitotoksik etki gostermis ve bu etki her iki
siire uygulamasinda da konsantrasyon artisi ile birlikte artmistir. Yapilan istatistiki
analizler de 10 pg/ml ekstre konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasi disinda kalan
biitiin konsantrasyon ve siirelerde sitotoksik etkinin, kontrol gruplarina gore anlaml
derecede yiiksek oldugunu (p<0,05); uygulama siireleri (24 ve 72 saat) bakimindan
sitotoksisite degerleri arasindaki farkin da uygulanan biitiin konsantrasyonlarda
onemli oldugunu ortaya koymustur. Infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicrelerinin %
50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 23,93 pg/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 16,50 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.6).

Infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerine farkli konsantrasyon ve siirelerde
uygulanmas1 sonucunda elde edilen veriler kontrol gruplar: ile karsilastirildiginda,
infiizyon ekstresinin de MCF-7 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin etil

asetat ekstresine yakin oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.6.e. Vitex agnus-castus L. inflizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik etkisi

2-Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

V. agnus-castus’ dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig olan
dekoksiyon ekstresi de infiizyon ekstresinde oldugu gibi, MCF-7 hiicreleri iizerinde
yiikksek seviyede in vitro sitotoksik etki gostermistir. Ekstrenin 24 saatlik ve 72
saatlik uygulamalar1 infiizyon ekstresi uygulamalarinda oldugu gibi 25 pg/ml ve
tizerindeki konsantrasyonlardan itibaren MCF-7 hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik
etki gostermistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6.f). Yapilan istatistiki analizler 10 pg/ml
ekstre konsantrasyonunun 24 saatlik uygulamasi hari¢, denenen biitiin
konsantrasyonlarda 24 ve 72 saatlik uygulama siirelerinde sitotoksik etkinin kontrol
gruplarina gore Onemli derecede yiiksek oldugunu ortaya koymustur (p<0,05).
Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) bakimindan sitotoksisite degerleri arasindaki fark
25 upg/ml konsantrasyon hari¢ uygulanan biitiin konsantrasyonlarda 6nemlidir.
Dekoksiyon ekstresinin MCF-7 hiicrelerinin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon
degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 24,83 pg/ml ve 72
saatlik ekstre uygulamasinda ise 12,42 pg/ml olarak hesaplanmustir (Cizelge 4.6).

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; dekoksiyon ekstresinin de

MCEF-7 hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.6.1. Vitex agnus-castus L. dekoksiyon ekstresinin MCF—-7 hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

V. agnus-castus tohumlarmmdan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlananarak uygulanan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik
etkisi kendi aralarinda ve kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; gerek
konsantrasyon ve gerekse uygulama siiresine bagl olarak biitiin ekstreler kontrol
gruplarina gore 6nemli derecede sitotoksik etki gdstermesine ragmen, uygulama
stiresi agisindan duruma bakildiginda 24 saatlik uygulamada en etkili ekstrenin etil
asetat ekstresi (Cizelge 4.6), 72 saatlik uygulamada ise dietil eter ekstresi oldugu
ortaya ¢cikmistir (Sekil 4.6.g ve Sekil 4.6 h).
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Sekil 4. 6 h. Vitex agnus-castus L.’ den elde edilen ekstrelerin 72 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi

Bu bitkiden elde edilen ekstreler, MCF-7 hiicreleri iizerinde gosterdikleri in vitro

sitotoksik etki bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiginda siralama; Dietil Eter >

Dekoksiyon > Etil asetat > Infiizyon > Petrol eteri >Metanol ekstresi seklinde

olmaktadir.
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3-Dracunculus vulgaris Schott. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicreleri UzerindekKi in vitro Sitotoksik Etkisi

D. vulgaris’ den kok yumrusu kullanilarak farkli yontemlerle elde edilen ve farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300 ug/ml)
ekstrelerin (etil asetat, metanol, ve su (infiizyon (demleme) ve dekoksiyon
(kaynatma)) 24 ve 72 saat siire ile MCF-7 insan meme metastatik karsinoma
hiicreleri iizerine uygulanmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan ve kontrol gruplar: ile
karsilastirilan % sitotoksik etkilere ait veriler ile hiicrelerin % 50’sini Oldiiren
konsantrasyon degerini gosteren CCsy degerleri, her bir ekstre icin Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7 a-f’de yer almaktadir. D. vulgaris Schott.’tan dietil eter ve petrol eteri
ekstreleri elde edilemedigi i¢cin bu ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro

sitotoksik etkisi de belirlenememistir.
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Cizelge 4.7. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi ve CCsy degerleri

Konsantrasyon | Toplam Sitotoksisite (%)
Hiicre 24. Saat CCsy 72. Saat CCsy
Kontrol 300 0,660,580 | ----- 1,33+0,577 | -----
Kontrol (DMSO) 300 1,001,000 | - 1,660,580 | -----
10 pg/ml 300 30,000,000 61,00£1,000% **
= 25 pg/ml 300 34,33+0,577* 67,67+0,600% **
::v'g 50 pg/ml 300 39,33+0,577* 70,00+1,000% *
pi 75 pg/ml 300 48,67+0,600* | 88,33 | 71,67+0,600%*' | 4,84
= 100 pg/ml 300 58,67+0,600%* | ung/ml | 7533+0,577+*" | pg/ml
150 pg/ml 300 62,6720,600* * 79,67+0,600% **
200 pg/ml 300 66,330,577+ 82,330,577+ "
300 pg/ml 300 70,00+1,000% * 83,000,000% **
10 pg/ml 300 55,00+0,000% * 65,00+1,000% *
25 pg/ml 300 61,330,577+ 69,330,577+
= 50 pg/ml 300 64,00+1,000% * 74,6720,600* *
£ 75 pg/ml 300 65,67£0,600%* | 6,45 77,67+0,600%* | 4,56
3 100 pg/ml 300 67,3340,577%* | ug/ml | 8467+0,600%*" | ng/ml
= 150 pg/ml 300 69,67+0,600* * 85,330,577+ "
200 pg/ml 300 72,00+1,000% X 86,000,000% **
300 pg/ml 300 72,6720,600% * 87,00+1,000% *
10 pg/ml 300 36,33+0,577* 55,00+0,000% *
o) 25 pg/ml 300 45,33+0,577* 57,67+0,600% *
2 50 pg/ml 300 45,67+0,600% 60,67+0,600% **
=1 75 ug/ml 300 47,33+0,577% | 116,20 | 62,33+0,577**' | 6,63
% 100 pg/ml 300 49,6740,600* | ng/ml | ¢3,33+0,577+*' | ng/ml
£ 150 pg/ml 300 52,330,577+ > 65,67+0,600% *
= 200 pg/ml 300 57,6720,600* * 71,00+1,000% *
300 ug/ml 300 62,67+0,600* * 73,330,577+
_ 10 pg/ml 300 26,00+1,000% 52,00+0,000% **
= 25 pg/ml 300 32,67+0,600% 54,330,577+ "
7} 50 pg/ml 300 39,00+0,000% 61,000,000% **
g 75 ug/ml 300 44,33+0,577% | 135,73 | 73,67+0,600%*' | 7,18
= 100 pg/ml 300 46,6740,600* | ng/ml | 76,33+0,577+*' | ng/ml
§ 150 pg/ml 300 51,330,577+ > 78,330,577+ "
2 200 pg/ml 300 66,330,577+ 80,00+1,000% *
300 pg/ml 300 71,00£1,000% * 83,000,000* *
*p<0,05 * Sitotoksik etki >%50 ‘' Uygulama siireleri arasindaki sitotoksik etki farki p<0,05

seviyesinde onemli

a- Etil Asetat Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik

Etkisi

D. vulgris Schott’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan etil

asetat ekstresinin, konsantrasyon artig1 ile MCF-7 hiicrelerinin canliligmi azaltma

yOniinde etki ettigi (sitotoksik etki) ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72 saate
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cikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.a).
Ekstrenin MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi, 24 saatlik uygulama siiresi
sonunda yiiksek konsantrasyonlar olan 100 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda
% 50’nin iizerine ¢ikmustir ve bu degerler kontrol gruplarma gore oldukga yiiksektir
(p<0,05). Uygulama siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise en diisiikk konsantrasyon olan
10 pg/ml de dahil olmak iizere denenen biitiin konsantrasyonlarda, etil asetat
ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerinde oldukga yiiksek seviyede (% 50’nin oldukc¢a
tizerinde) sitotoksik etkiye neden oldugu goriilmiistiir. Ekstrenin sitotoksik etkisi
hem konsantasyon hem de uygulama siiresi artigina bagh olarak artmis ve sitotoksik
etki, en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 pg/ml’de % 83,00’e ulagmistir
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.a). Ekstre uygulamalarindan elde edilen bu veriler kontrol
gruplar1 ile karsilastirildiginda, ortaya ¢ikan bu yiiksek sitotoksik etkinin istatistiki
anlamda da onemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Istatistiki analizler uygulama
stireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki degerleri farkinmin da uygulanan
tim ekstre konsantrasyonlarinda 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Etil asetat
ekstresinin MCF-7 hiicrelerinin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini gdsteren
CCsp degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 88,33 ug/ml ve 72 saatlik ekstre
uygulamasinda ise; 4,84 ug/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Elde edilen veriler kontrol gruplar ile karsilastirildiginda; etil asetat ekstresinin
MCEF-7 hiicreleri iizerinde oldukc¢a yiiksek seviyede in vitro sitotoksik etkisinin

bulundugu sdylenebilir.
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Sekil 4.7.a. Dracunculus vulgaris Schott. etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

b- Metanol Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Metanol ekstresinin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro
sitotoksik etkisine iligkin veriler incelendiginde, metanol ekstresi MCF-7 hiicreleri
tizerinde hem 24 hem de 72 saatlik uygulamalarda en diisiik konsantrasyon olan 10
pug/ml de dahil olmak iizere (% 55,00), biitiin konsantrasyonlarda yiiksek seviyede
sitotoksik etki gdstermistir. Sitotoksik etki konsantrasyon artigina bagli olarak artmis
ve en yiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 pg/ml’nin 24 saatlik
uygulamasinda % 72,67; muamele siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise 300 ug/ml’de %
87,00 seviyesine ulasmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.b). Yapilan istatistiki analizler
de ekstrenin denenen biitiin konsantrasyon ve siirelerde kontrol gruplarma gore
onemli derecede yiiksek sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur (p<0,05).
Ayrica, uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki degerleri fark: da
100, 150, 200 ve 300 pg/ml’lik ekstre konsantrasyonlarinda onemli bulunmustur.
Metanol ekstresinin hiicrelerin % 50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren
CCsop degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 6,45 pg/ml, 72 saatlik ekstre
uygulamasinda 4,56 pg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).
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Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda metanol ekstresinin MCF-7

hiicreleri iizerinde oldukc¢a yiiksek seviyede in vitro sitotoksik etkisinin bulundugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.7.b. Dracunculus vulgaris Schott. metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

¢- Sulu Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi
1- infiizyon (Demleme) Ekstresi

Infiizyon ekstresi 6zellikle 72 saatlik uygulama siiresi sonunda MCF-7 hiicreleri
tizerinde yiiksek seviyede sitotoksik etki gostermistir. Ekstrenin MCF-7 hiicreleri
lizerindeki sitotoksik etkisi, 24 saatlik uygulama siiresi sonunda yiiksek
konsantrasyonlar olan 150 pug/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda % 50’nin iizerine
cikmustir ve 300 pg/ml’de % 62,67’ ye ulasmistir. Bu degerler kontrol gruplarina gore
oldukca yiiksektir (p<0,05). Ekstrenin 72 saatlik uygulamasi sonucunda ise denenen
biitiin konsantrasyonlarda 10 pg/ml’den itibaren yiiksek seviyede sitotoksik etki
goriilmiis; (% 55,00) bu etki yine konsantrasyon artisi ile birlikte artarak en yiiksek
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konsantrasyon olan 300 ug/ml’de % 73,33’e ulasmustir. (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.c).
Istatistiki analizler de infiizyon ekstresinin sitotoksik etkisinin denenen biitiin siire ve
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
(p<0,05) gostermistir. Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki
degerleri farkinmnin da 300 pg/ml hari¢ diger tiim ekstre konsantrasyonlarinda
istatistiki bakimdan 6nemli oldugu goriilmiistiir. Infiizyon ekstresinin hiicrelerin %
50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 116,20 ug/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 6,63 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda infiizyon ekstresinin MCF-

7 hiicreleri iizerinde in vitro sitotoksik etkisinin bulundugu soéylenebilir.
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Sekil 4.7.c. Dracunculus vulgaris Schott. infiizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
in vitro sitotoksik etkisi

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

Dekoksiyon ekstresi de infiizyon ekstresi gibi MCF-7 hiicreleri ilizerinde yiiksek
seviyede sitotoksik etki gOstermistir. Ekstre 24 saatlik uygulamalarda infiizyon

ekstresine benzer sekilde 150 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda etkili olmustur
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(% 50’nin iizerinde) ve konsantrasyon artisi ile birlikte sitotoksik etki de artarak %
71,00’e c¢ikmustir. Ekstrenin 72 saatlik uygulamalari, biitiin konsantrasyonlarda
yiiksek sitotoksik etki gostermis ve bu etki yine konsantrasyon artisi ile birlikte
artarak % 83,00 seviyesine ulasmistir. (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.d). Yapilan istatistik1
analizler sonucunda, ekstrenin biitiin konsantrasyonlariin hem 24 hem de 72 saatlik
uygulamalarda kontrol gruplarina goére Onemli derecede yiiksek sitotoksik etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik
etki degerleri kendi aralarinda karsilastirildiginda aradaki sitotoksik etki farki
infiizyon ekstresinde oldugu gibi 300 pug/ml’lik konsantrasyon hari¢ uygulanan tiim
ekstre konsantrasyonlarinda 6nemli oldugu bulunmustur. Dekoksiyon ekstresinin
hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCs, degeri 24 saatlik
ekstre uygulamasinda 135,73 pug/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 7,18 pg/ml
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; dekoksiyon ekstresinin de
diger ekstrelerde oldugu gibi MCF-7 hiicreleri ilizerinde in vitro sitotoksik etkide

bulundugu soylenebilir.
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Sekil 4.7.c. Dracunculus vulgaris Schott. dekoksiyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
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D. vulgaris bitkisi kok yumrularindan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi kendi
aralarinda ve kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, gerek konsantrasyon ve gerekse
uygulama siiresine bagli olarak biitiin ekstreler in vitro da kontrol gruplarina gore
onemli derecede sitotoksik etki gostermesine ragmen, uygulama siiresi agisindan
duruma bakildiginda 24 saatlik uygulamada en etkili ekstrenin metanol ekstresi
(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7.e), 72 saatlik uygulamada ise etil asetat ekstresi oldugu
ortaya cikmistir (Cizelge 4.7 Sekil 4.7 f).
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Sekil 4.7.e. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstrelerin 24 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi
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Sekil 4.7.f. Dracunculus vulgaris Schott.”dan elde edilen ekstrelerin 72 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi

Bu bitkiden elde edilen ekstreler, MCF-7 hiicreleri iizerinde gosterdikleri in vitro
sitotoksik etki bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiginda siralama; Metanol>

Etil asetat > Dekoksiyon > Infiizyon ekstresi seklinde olmaktadir.

4- Asphodels aestivus Brot. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Asphodelus aestivus bitkisinden kok yumrular: kullanilarak farkli yontemlerle elde
edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 300
ug/ml) ekstrelerin (etil asetat, metanol, ve sulu (infiizyon (demleme) ve dekoksiyon
(kaynatma)) 24 ve 72 saat siire ile insan meme metastatik karsinoma hiicreleri (MCF-
7) {lzerine uygulanmalar1 sonucunda ortaya c¢ikan ve kontrol gruplar1 ile
karsilastirilan % sitotoksik etkilere ait veriler ile hiicrelerin %50’sini Oldiiren
konsantrasyon degerini gosteren CCsy degerleri, her bir ekstre icin Cizelge 4.8 ve
Sekil 4.8 a-g’de yer almaktadir. A. aestivus’ dan petrol eteri ekstresi elde edilemedigi

icin bu ekstrenin MCF-7 hiicreleri {iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi

denenememistir.
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Cizelge 4.8. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi ve CCsy degerleri

Konsantrasyon | Toplam Sitotoksisite (%)
Hiicre 24. Saat CCsy 72. Saat CCsy
Kontrol 300 0,66+0,580 | ----- 1,33+0,577 | -
Kontrol (DMSO) 300 1,00+1,000 | ----- 1,66+0,580 | -
10 pg/ml 300 12,3340,577 21,67+0,600%
5 25 ug/ml 300 15,330,577 24,33+0,577*
= 50 ug/ml 300 21,3340,577* 35,00+0,000% *

g 75 ug/ml 300 27,67£0,600% |  ----- 39,67+0,600% | 188,83
a 100 pg/ml 300 31,33+0,577* 42,330,577+ | pg/ml
150 pg/ml 300 33,00+0,000% 46,67+0,600* '

200 pg/ml 300 39,33+0,577* 50,67+0,600* *

300 pg/ml 300 49,00+0,000% 58,00+1,000% *

10 pg/ml 300 15,670,600 20,670,600
25 ug/ml 300 19,33+0,577 26,33+0,577*

& 50 ug/ml 300 22,67+0,600% 31,00+0,000%
g 75 pg/ml 300 28,33+0,577* | ----- 38,67+0,600% | 215,29
_if 100 pg/ml 300 34,00+0,000% 43,67+0,600* | ng/ml
=2 150 pg/ml 300 36,33+0,577* 45,67+0,600%
200 pg/ml 300 39,00+1,000% 48,670,600
300 pg/ml 300 40,67+0,600% 53,00+0,000% *
10 pg/ml 300 21,33+0,577* 25,33+0,577*
25 ug/ml 300 25,67+0,600* 27,33+0,577*
= 50 ug/ml 300 29,001,000 41,00+1,000%
= 75 ug/ml 300 33,3320,577+ | 94,84 | 45,67+0,600%" | 82,06
3 100 pg/ml 300 54,33+0,577** | ug/ml | 61,00+£1,000%* | ng/ml
= 150 pg/ml 300 58,67+0,600* * 67,6720,600* *
200 pg/ml 300 61,67+0,600* * 71,00+0,000% *
300 pg/ml 300 69,330,577+~ 75,330,577+~
10 pg/ml 300 30,33+0,577* 32,33+0,577*
o) 25 pg/ml 300 33,670,600 35,33+0,577*
2 50 pg/ml 300 36,00+0,000% 39,33+0,577*
= 75 ug/ml 300 38,33+0,577+ | 18592 | 46,33+0,577* | 89,68
S 100 pg/ml 300 41,33+0,577* | ng/ml | 52,67+0,600%* | pg/ml
2 150 pg/ml 300 45,3320,577* 57,0020,000%
= 200 pg/ml 300 51,67+0,600* * 63,67+0,600* *
300 pg/ml 300 55,00+1,000% * 70,67+0,600% *
_ 10 pg/ml 300 31,00+0,000% 41,00+0,000%
= 25 ug/ml 300 35,33+0,577* 44,33+0,577*
7] 50 ug/ml 300 39,670,600 50,330,577+~
g 75 ug/ml 300 42,33+0,577+ | 112,26 | 54,67+0,600%*" | 48,63
= 100 pg/ml 300 47,6740,600* | ng/ml | 5900+0,000%* | pg/ml
§ 150 pg/ml 300 57,330,577+ 61,670,600* X
2 200 pg/ml 300 63,330,577+ ™ 69,00+1,000% *
300 pg/ml 300 66,67+0,600* * 76,00+1,000% *
*p<0,05 * Sitotoksik etki >%50 ' Uygulama siireleri arasindaki sitotoksik etki farki p<0,05

seviyesinde 6nemli
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a- Dietil Eter Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

A. aestivus’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan dietil eter
ekstresinin konsantrasyon artis1 ile MCF-7 hiicrelerinin canliligini1 azaltma yoniinde
etki ettigi (sitotoksik etki) ve bu etkinin uygulama siiresi 24 saatten 72 saate
cikarildiginda daha belirgin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8a). Elde
edilen bu degerler kontrol gruplarma gore (sirasi ile kontrol, % 0,66; DMSO kontrol,
% 1.00) 24 saatlik uygulamada yiiksek olmasina ragmen, sitotoksik etkinin %50’ nin
altinda kalmasi bakimindan dikkate deger degildir. En yiiksek sitotoksik etki
ekstrenin 72 saat siireyle 200 ve 300 pg/ml’lik uygulamalarinda ortaya ¢ikmistir
(strast ile % 50,67 ve % 58,00). Yapilan istatistiki analizler sonucunda, ekstrenin
sitotoksik etkisinin 24 saatlik uygulamalarda 50 pg/ml’lik den itibaren, 72 saatlik
uygulamalarda ise, 25 pg/ml’lik uygulamalardan itibaren, kontrol gruplar1 ile
karsilastirildiginda p<0,05 seviyesinde ©nemli oldugu goriilmiistiir. Uygulama
stireleri (24 ve 72 saat) bakimidan sitotoksik etki degerleri arasindaki farklilik ise
yalnizca 50 ve 150 pg/ml’lik ekstre uygulamalarinda 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.8). Dietil eter ekstresinin hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini
gosteren CCsp degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda hi¢bir konsantrasyonda % 50
degerine ulasamadigi icin hesaplanamamustir. 72 saatlik ekstre uygulamasinda ise

CCsp degeri 188,83 ug/ml olarak hesaplanmustir.

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; dietil eter ekstresinin
MCF-7 hiicreleri iizerinde in vitro sitotoksik etkisinin ancak ekstrenin yiiksek
konsantrasyonlarinin 72 saatlik uygulama siiresi sonucunda ortaya c¢iktigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.8.a. Asphodelus aestivus Brot. dietil eter ekstresinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

b- Etil Asetat Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik
Etkisi

Etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisine iligkin
elde edilen veriler incelendiginde; etil asetat ekstresi uygulamalar1 sonucunda ortaya
¢ikan in vitro sitotoksik etkinin yine hem konsantrasyon hem de uygulama siiresinin
artisgina bagl olarak arttig1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8.b’den izlenebilir. Ancak 24
saatlik ekstre uygulamalarinda kontrol gruplarina gore yiiksek olan sitotoksik etki,
denenen konsantrasyonlarin hicbirinde % 50 seviyesine ulasamamustir. Sitotoksik
etki 72 saatlik uygulamada da 300 pg/ml’lik ekstre uygulamasi hari¢ (% 53.00),
diger konsantrasyonlarda % 50’nin {izerine ¢ikamamustir. Yapilan istatistiki analizler
sonucunda farkli konsantrasyonlardaki etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri
izerindeki sitotoksik etkisi kontrol gruplarina gére anlamlh derecede yiiksek olsa da
(p<0,05), bu degerlerin % 50’nin altinda kalmas1 bakimindan dikkate deger bir etki
oldugu sdylenemez. Yine uygulama siireleri (24 ve 72 saat) arasindaki sitotoksik etki
degerleri de yalnizca 300 pg/ml’lik konsantrasyonda onemli derecede farklilik
gostermistir. Etil asetat ekstresinin hiicrelerin % 50’sini Oldiiren konsantrasyon

degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda hicbir
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konsantrasyonda % 50 degerine ulasamadigi icin hesaplanamamistir. 72 saatlik

ekstre uygulamasinda ise CCsg degeri 215,29 pg/ml olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.8.b. Asphodelus aestivus Brot. etil asetat ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

Elde edilen veriler kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda; etil asetat ekstresinin
MCEF-7 hiicreleri lizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin genel anlamda diisiik oldugu
ancak ekstrenin en yiiksek konsantrasyonu olan 300 pg/ml’lik ekstrenin 72 saat
stireyle MCF-7 hiicrelerine uygulandiginda, sitotoksik etkinin % 50‘nin iizerine biraz

ciktig1 sdylenebilir.

¢- Metanol Ekstresinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Bitkiden elde edilen metanol ekstresinin farkli konsantrasyonlarmin MCEF-7
hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisine iliskin veriler incelendiginde, metanol
ekstresinin MCF-7 hiicreleri lizerinde hem 24 hem de 72 saatlik uygulamalarda 100
pug/ml’lik uygulamalardan baslayarak, % 50’nin iizerinde sitotoksik etki gosterdigi
Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8.c’den izlenebilir. Sitotoksik etki konsantrasyon artisina bagl
olarak artmis ve en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 300 pug/ml’nin 24 saatlik
uygulamasinda % 69,33’e; muamele siiresi 72 saate cikarildiginda ise 300 pg/ml’de
% 75,33 degerine ulagsmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8.c). Yapilan istatistiki analizler
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de ekstrenin denenen biitiin konsantrasyon ve siirelerde kontrol gruplarma gore
onemli derecede yiiksek sitotoksik etki gosterdigini ve uygulama siireleri arasindaki
sitotoksik etki degerlerinin yalnizca 75 pg/ml’lik konsantrasyonda 6nemli derecede
farklilik gosterdigini ortaya koymustur (p<0,05). Her iki uygulama siiresinde de
sitotoksik etki ancak 100 pg/ml’lik uygulamalarda % 50’nin iizerine ¢ikabilmistir.
Metanol ekstresinin hiicrelerin %50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren
CCsop degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 94,84 ug/ml, 72 saatlik ekstre
uygulamasinda 82,06 pg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.8.c. Asphodelus aestivus Brot. metanol ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; metanol ekstresinin MCF-
7 hiicreleri {lizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin oldukca yiiksek oldugu

sOylenebilir.

d-Sulu Ekstrelerin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik EtKisi

1- Infiizyon (Demleme) Ekstresi

Bitkiden elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig olan infiizyon

ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisine iliskin veriler
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incelendiginde; Ozellikle 72 saatlik uygulama siiresi sonunda infiizyon ekstresi
MCEF-7 hiicreleri iizerinde yiiksek seviyede sitotoksik etki gostermistir. Ekstrenin
MCEF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi 24 saatlik uygulanma siiresinde yiiksek
konsantrasyonlar olan 200 pug/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda % 50’nin iizerine
c¢ikmis ve 300 pg/ml’de % 55,00°e ulasmistir. Bu degerler kontrol gruplarina gore
oldukca yiiksektir (p<0,05). Ekstrenin 72 saatlik uygulamasi sonucunda ise,
sitotoksik etki 100 pg/ml’den itibaren (% 52,67) ortaya ¢ikmistir. Sitotoksik etki yine
konsantrasyon artisi ile birlikte artarak en yiiksek konsantrasyon olan 300 pug/ml’de
% 70,67’ ye ulasmustir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8.d). Istatistiki analizler de infiizyon
ekstresinin sitotoksik etkisinin denenen biitiin siire ve konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ve uygulama siireleri arasindaki
sitotoksik etki degerlerinin yalnizca 300 pg/ml’lik konsantrasyonda énemli derecede
farklilk gosterdigini (p<0,05) ortaya koymustur. Infiizyon ekstresinin hiicrelerin %
50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini gosteren CCsy degeri 24 saatlik ekstre
uygulamasinda 185,92 ug/ml, 72 saatlik ekstre uygulamasinda 89,68 ug/ml olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4.8.d. Asphodelus aestivus Brot. inflizyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisi
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Elde edilen veriler kontrol gruplar: ile karsilastirildiginda; infiizyon ekstresinin de
metanol ekstresinde oldugu gibi MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik

etkisinin oldukg¢a yiiksek oldugu sdylenebilir.

2- Dekoksiyon (Kaynatma) Ekstresi

Farkli konsantrasyonlardaki dekoksiyon ekstresi de infiizyon ekstrakt1 gibi 24 saatlik
uygulamalarda MCF-7 hiicreleri lizerinde konsantrasyon artist ile artan sitotoksik bir
etki gostermistir. 150 pg/ml’lik ekstre uygulamasindan itibaren (% 57,33) diger
yiikksek konsantrasyonlarda ekstrenin sitotoksik etkisi % 50’nin oldukca iizerine
cikmistir ( sirasi ile 200 pg/ml‘de % 63,33 ve 300 ug/ml’de % 66,67). S0 pg/ml’nin
altindaki konsantrasyonlarda ise sitotoksik etki kontrol gruplarina gore anlamli
derecede yiiksek olmakla (p<0,05) birlikte; bu uygulamalarda % 50’nin altinda
kalmistir. Ekstrenin MCF-7 hiicreleri iizerindeki 72 saatlik uygulamalarinda ise,
sitotoksik etki yine konsantrasyon artisina bagli olarak artmis ve 24 saatlik
uygulamanin aksine, 75 pg/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda aktivite % 50’nin
izerine ¢ikarak 300 pg/ml konsantrasyonda % 76,00’ya ulasmistir (Cizelge 4.8 ve
Sekil 4.8.e). 72 saatlik uygulamalarda da sitotoksik etki denenen biitiin
konsantrasyonlarda kontrol gruplarma gore onemli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Istatistiki analizler, uygulama siireleri arasindaki sitotoksik etki degerleri
farkimin yalmizca 75 pg/ml konsantrasyonda onemli oldugunu ortaya koymustur.
Dekoksiyon ekstresinin hiicrelerin % 50’sini Oldiiren konsantrasyon degerini
gosteren CCsp degeri 24 saatlik ekstre uygulamasinda 112,26 pg/ml, 72 saatlik ekstre
uygulamasinda ise 48,63 pg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8).

Elde edilen veriler kontrol gruplari ile karsilastirildiginda; dekoksiyon ekstresinin de
metanol ve inflizyon ekstresinde oldugu gibi MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro

sitotoksik etkisinin oldukca yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.8.e. Asphodelus aestivus Brot. dekoksiyon ekstresinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisi

A. aestivus kok yumrularindan elde edilerek ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig
olan dietil eter, etil asetat, metanol, inflizyon ve dekoksiyon ekstrelerinin MCF-7
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi kendi aralarinda karsilastirildiginda; ekstreler
icerisinde 24 saatlik uygulamalarda en yiiksek sitotoksik etkiyi gosteren ekstrenin
metanol ekstresi oldugu (% 69,33) goriilmektedir. (Cizelge 4,8 ve Sekil 4.8 f).
Ekstrelerin 24  saatlik uygulamalarinda hemen hemen denenen biitiin
konsantrasyonlar kontrol gruplarina gore istatistiki acidan onemli derecede yiiksek

sitotoksik etki gostermislerdir (p<0,05).
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Sekil 4.8.f. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstrelerin 24 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastiriimasi

72 saatlik ekstre uygulamalarinda ise yine metanol, infiizyon ve dekoksiyon
ekstrelerinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi dietil eter ve etil asetat
ekstrelerine gore daha belirgindir. Metanol ve dekoksiyon ekstrelerinin sitotoksik
etkisi 100, 150, 200 ve 300 pg/ml’lik konsantrasyonlarda birbirine olduk¢a yakin
seviyelerde olmakla birlikte, dekoksiyon ekstresinin sitotoksik etkisi bu
konsantrasyonda diger ekstrelere gore biraz daha fazladir (Cizelge 4.8 ve Sekil
4.8.g). Ekstrelerin 72 saatlik uygulamalarinda denenen biitiin konsantrasyonlar
kontrol gruplarina gore istatistiki a¢idan Onemli derecede yiiksek sitotoksik etki
gostermislerdir (p<0,05).
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Sekil 4.8.g. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstrelerin 72 saatlik
uygulamalarmin in vitro sitotoksik etki bakimindan karsilastirilmasi

Bu bitkiden elde edilen ekstreler, MCF-7 hiicreleri iizerinde gosterdikleri in vitro
sitotoksik etki bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiklar1 zaman siralama;
Dekoksiyon > Metanol > Infiizyon > Dietil Eter > Etil asetat ekstresi seklinde

olmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda MCF-7 hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
denenen 4 farkl bitki kendi arasinda karsilastirildiginda; en yiiksek sitotoksik etkiyi
V. agnus castus’dan elde edilen ekstrelerin gosterdigi ortaya c¢ikmustir. in vitro
sitotoksik etki bakimindan V. agnus castus’u sirasi ile E. platyphyllos, D. vulgaris ve

A. aestivus izlemistir.

Bitkilerden elde edilen biitiin ekstreler MCF-7 hiicreleri lizerindeki in vitro sitotoksik
etkileri bakimindan karsilastirildiginda en etkili ekstrelerin metanol ve dekoksiyon
ekstreleri oldugu; bu ekstreleri sirasi ile infiizyon, metanol, etil asetat, dietil eter ve

petrol eteri ekstrelerinin izledigi goriilmiistiir.
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C- SITOTOKSIK ETKIiSi BELIRLENEN EKSTRELERIN MCF-7
HUCRELERINDE OLUSTURDUGU GENETIiK HASARLAR

E. platyphyllos L., V. agnus-castus L., D. vulgaris Schott. ve A. aestivus Brot.’dan
elde edilen ve MCF-7 hiicreleri iizerinde yiiksek derecede sitotoksik etki gosteren
ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu genetik hasarlar1 belirlemek amaci ile
ekstrelerin sec¢ilen konsantrasyonlarinin (100, 150, 200 ve 300ug/ml) 72 saat siireyle
MCEF-7 hiicrelerine uygulanmalar1 sonucunda MCF-7 hiicrelerinin  genetik
materyalinde ortaya cikan DNA hasarlari, DNA’da olusan hasar ve tamirleri
belirlemek amaciyla son yillarda oldukg¢a sik kullanilan hizli, kolay ve duyarl bir
yontem olan Comet Yontemi (Comet Assay; tek hiicre jel elektroforezi) ile (Singh et

al., 1988) her bir bitki icin ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

1-Euphorbia platyphyllos L. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicrelerinin Genetik Materyali Uzerindeki Etkileri

E. platyphyllos dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarlarina
iliskin farkli comet tiplerinin dagilimi, hasarli hiicre yiizdesi, arbitrary unit ve GHI
degerleri, kontrol gruplar1 ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.9’da ve Comet
yontemiyle belirlenen DNA hasarlarina ait hasarsiz DNA’dan (Tip 0), en hasarh
DNA (Tip 4)’ya kadar degisen DNA fluoresans mikroskop goriintiileri de Sekil 4.10
a-f’de yer almaktadir.



Cizelge 4. 9. Euphorbia platyphyllos 1..’den elde edilen ekstre uygulamalari1 sonucunda MCF-7 hiicrelerinde gozlenen
DNA hasar tipleri ile arbitrary unit ve genetik hasar indeksi degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon | Toplam DNA Hasar Tipleri (%) Hasarh Hiicre
Hiicre Tip | Tip | Tip | Tip (%) Arbitrary | Genetik Hasar
1 2 3 4 (Tip14+2+3+4) | Unit (au) Indeksi
+SD (GHI)
Kontrol 0 300 1,00 | 1,33 | - | 1,00 3,330,012 30 0,10
DMSO % 0,’lik cozelti 300 1,33 | 0,33 | 1,67 | 2,00 5,330,010 46 0,15
100 pg/ml 300 0,67 | 2,00 | 7,00 | 22,00 32,330,060 341 1,14*
Dietil eter 150 pg/ml 300 0,00 | 2,67 | 8,67 | 32,66 43,33+0,021* 486 1,62%
200 pg/ml 300 0,00 | 11,00 | 5,33 | 34,67 51,00+0,017* 530 1,77*
300 pg/ml 300 5,67 | 9,00 | 14,67 | 38,00 67,33+0,012* 659 2,20%
100 pg/ml 300 3,67 | 7,00 | 11,00 | 24,00 | 45,670,025% 440 1,47%
Petrol eteri 150 pg/ml 300 6,33 | 9,00 | 10,00 | 28,33 | 53,660,012* 503 1,68%
200 pg/ml 300 6,67 | 8,00 | 10,00 | 33,67 | 58,3320,040* 562 1,87%
300 pg/ml 300 4,00 4,00 7,67 | 60,33 76,000,044 * 829 2,76*
100 pg/ml 300 333 | 2,33 | 3,00 | 5,67 14,33+0,006 119 0,40
Etil asetat 150 pg/ml 300 333 | 2,67 | 3,33 | 7,00 16,33+0,015 140 0,47
200 pg/ml 300 3,67 | 3,33 | 533 | 10,00 22,33+0,021* 199 0,66*
300 pg/ml 300 9,33 | 6,67 | 11,00 | 13,67 40,660,025* 331 1,10%
100 pg/ml 300 19,67 | 13,33 | 10,33 | 19,00 62,33+0,025* 460 1,53%
Metanol 150 pg/ml 300 24,67 | 17,33 | 15,67 | 26,33 84,000,087 635 2,12%
200 pg/ml 300 13,67 | 10,66 | 15,00 | 50,00 89,33+0,006* 840 2,80%
300 pg/ml 300 13,33 | 11,67 | 13,66 | 57,00 95,660,006 917 3,06*
100 pg/ml 300 15,67 | 13,33 | 15,66 | 28,00 72,660,023 604 2,01%*
Infiizyon 150 pg/ml 300 15,00 | 11,33 | 12,33 | 39,00 77,66+0,015%* 692 2,31%
200 pg/ml 300 13,67 | 14,33 | 13,00 | 53,00 93,67+0,012* 880 2,93*
300 pg/ml 300 9,66 | 11,67 | 12,33 | 60,66 94,33+0,021* 930 3,13*
100 pg/ml 300 15,33 | 12,33 | 14,00 | 28,33 70,000,030 623 2,08*
Dekoksiyon 150 pg/ml 300 15,00 | 14,00 | 12,67 | 37,67 79,33+0,011* 695 2,32%
200 pg/ml 300 13,33 | 14,67 | 13,00 | 50,33 91,33+0,006* 849 2,83
300 pg/ml 300 10,33 | 11,00 | 12,00 | 58,00 92,00+0,010* 901 3,00%*
#p<0.05
GHI: (Tip 1+ 2Tip 2+ 3.Tip 3+ 4Tip 4 / (Tip 0+ Tip 1+ Tip 2+ Tip 3+ Tip 4) (Pitarque et al,
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1999)
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E. platyphyllos’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerine 72 saat siireyle
uygulanmas1 sonucunda ekstrelerin hiicrelerde negatif (% 3,33) ve pozitif kontrol (%
5,33) gruplarina gore 6nemli derecede DNA hasarina neden oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdigi DNA hasarlar1 6zellikle
yilksek uygulama konsantrasyonlar1 olan 200 ve 300 pg/ml’lik ekstre
uygulamalarinda cok daha belirgin olmustur (Cizelge 4.9). Ozellikle metanol ekstresi
ve sulu (inflizyon ve dekoksiyon) ekstreler denenen biitiin konsantrasyonlarda MCF-
7 hiicrelerinde konsantrasyon artisimna baglh olarak % 50’nin iizerinde DNA hasar1
olusturmuslardir. Hiicreler iizerindeki benzer etkiyi dietil eter ekstresi 200 ve 300
ug/ml’de, petrol eteri ekstresi ise 150, 200 ve 300 ug/ml’lik konsantrasyonlarda
yapmistir. Konsantrasyon artist ile birlikte hiicrelerin biiylik bir kismimim DNA’s1
oldukca hasar gormiis ve genel olarak bakildiginda DNA hasar tipinin, Tip 4’de
yogunluk kazandigi ortaya cikmistir (Cizelge 4.9). Denenen ekstreler arasinda etil
asetat ekstresi yine en yiiksek uygulama konsantrasyonlar1 olan 200 ve 300 pug/ml’lik
uygulamalarda kontrol gruplarina gére onemli derecede DNA hasar1 (Tip 3 ve Tip 4)
meydana getirmesine ragmen, MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdigi DNA hasar1 %
50’nin altinda kalmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9). Denenen ekstreler MCF-7
hiicrelerinde meydana getirdikleri DNA hasar1 bakimindan kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda siralama; Infiizyon > Metanol > Dekoksiyon >Petrol eteri >

Dietil eter > Etil asetat seklinde olmaktadir.
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Sekil 4.9. Euphorbia platyphyllos L..’den elde edilen ekstre uygulamalarindan sonra
gozlenen hasarli hiicre degerleri (%)

Ekstre uygulamalar1 sonucunda elde edilen arbitrary unit (au) ve au kullanilarak
hesaplanan genetik hasar indeksi (GHI) degerleri de ozellikle 150, 200 ve 300
pug/ml’lik uygulamalarda ekstre konsantrasyonu artigina baglh olarak meydana gelen
DNA hasari, 6zellikle de Tip 4 hasarin artis1 ile dogru orantili olarak artmustir
(p<0,05). Elde edilen bu veriler hasarli hiicre %’sine iliskin elde edilen verileri
dogrular niteliktedir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9). au ve GHI degeri ne kadar biiyiikse,
DNA hasart seviyesi de o kadar yiiksektir (Pitarque et al., 1999). Buna gore
denemeden elde edilen toplam hasarli hiicre yiizdesi ile buna paralel bir sekilde artan
au ve GHI degerleri, E. platyphyllos’dan farkli yontemlerle elde edilen ekstrelerin
MCEF-7 hiicreleri lizerinde onemli derecede DNA hasarina neden oldugunu ortaya

koymustur.
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Sekil 4.10. Euphorbia platyphyllos 1.’den elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde
meydana getirdikleri DNA hasarlarina iligkin ornekler: a-Normal (hasarsiz) hiicreler
(kontrol); b-Tip 3 DNA hasari; 300 pg/ml dietil eter ekstresi; ¢- Tip 4 DNA hasart; 300
pg/ml petrol eteri ekstresi); d- Tip 4 DNA hasari; 300 pg/ml metanol ekstresi; e- Tip 1 ve
Tip 4 DNA hasar1; 300 ug/ml infiizyon ekstresi; f- Tip 4 DNA hasari; 300 pg/ml dekoksiyon
ekstresi (M.B.: 40X).
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2-Vitex agnus-castus L. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin MCF-7

Hiicrelerinin Genetik Materyali Uzerindeki Etkileri

V. agnus-castus dietil eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarlarina
iliskin farkli comet tiplerinin dagilimi, hasarli hiicre yiizdesi, arbitrary unit ve GHI
degerleri, kontrol gruplar1 ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.10’da ve Comet
yontemiyle belirlenen DNA hasarlarina ait hasarsiz DNA’dan (Tip 0), en hasarh
DNA (Tip 4)’ya kadar degisen DNA fluoresans mikroskop goriintiileri de Sekil 4.12

a-g’de yer almaktadir.



Cizelge 4. 10. Vitex agnus-castus L.’den elde edilen ekstre uygulamalar1 sonucunda MCF-7 hiicrelerinde gozlenen
DNA hasar tipleri ile arbitrary unit ve genetik hasar indeksi degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon | Toplam DNA Hasar Tipleri (%) Hasarh Hiicre
Hiicre Tip | Tip | Tip | Tip (%) Arbitrary | Genetik Hasar
1 2 3 4 (Tip1+2+3+4) Unit (au) Indeksi
+SD (GHI)
Kontrol 0 300 1,00 | 1,33 | - | 1,00 3,330,012 30 0,10
DMSO % 0,’lik cozelti 300 1,33 | 0,33 | 1,67 | 2,00 5,330,010 46 0,15
100 pg/ml 300 6,67 | 5,66 | 10,33 | 17,00 39,660,012 351 1,17%
Dietil eter 150 pg/ml 300 6,00 | 7,00 | 11,67 | 18,66 43,33+0,012* 389 1,30%
200 pg/ml 300 8,67 | 12,66 | 19,33 | 33,67 74,33+0,035* 680 2,27%
300 pg/ml 300 12,67 | 14,00 | 23,33 | 43,67 93,67+0,031* 854 2,85%
100 pg/ml 300 4,33 6,00 9,67 9,67 29,67H0,015* 252 0,84*
Petrol eteri 150 pg/ml 300 533 | 6,67 | 9,67 | 13,00 36,330,032* 312 1,04%
200 pg/ml 300 7,00 | 9,00 | 13,00 | 61,33 90,33+0,031* 928 3,09%
300 pg/ml 300 4,33 8,33 | 13,00 | 66,67 92,33+0,006* 980 3,27%
100 pg/ml 300 2,67 | 5,67 | 8,00 | 21,33 37,660,015* 370 1,23%
Etil asetat 150 pg/ml 300 4,66 | 6,67 | 8,33 | 26,00 45,66+0,021* 441 1,47*
200 pg/ml 300 3,67 | 7,33 | 9,00 | 29,00 50,000,030 487 1,62*
300 pg/ml 300 533 | 7,67 | 8,66 | 30,67 52,33+0,015* 504 1,68*
100 pg/ml 300 7,33 | 4,67 | 12,00 | 1,66 25,660,006 178 0,59%
Metanol 150 pg/ml 300 5,67 | 6,00 | 12,33 | 3,66 27,660,006 208 0,69%*
200 pg/ml 300 3,67 | 833 | 14,67 | 17,33 44,00+0,010* 401 1,34*
300 pg/ml 300 5,67 | 11,00 | 22,00 | 33,67 72,33+0,021°* 685 2,28*
100 pg/ml 300 3,67 | 5,66 | 11,00 | 24,00 44,33+0,015* 426 1,42%
Infiizyon 150 pg/ml 300 3,33 | 5,33 | 12,67 | 27,00 48,33+0,015* 480 1,60%
200 pg/ml 300 533 | 6,33 | 12,67 | 29,67 54,00+0,010* 524 1,75%
300 pg/ml 300 5,67 | 7,67 | 14,66 | 35,00 63,000,020 615 2,05%
100 pg/ml 300 2,67 | 6,33 | 10,67 | 22,00 41,660,021* 406 1,35%
Dekoksiyon 150 pg/ml 300 233 | 7,33 | 12,33 | 24,33 46,33+0,023* 454 1,51*
200 pg/ml 300 4,66 | 7,67 | 14,00 | 30,33 56,66+0,011* 550 1,83*
300 pg/ml 300 6,33 | 8,33 | 15,33 | 35,00 65,00+0,017* 627 2,09%
#p<0.05%

GHI: (Tip 1+ 2.Tip 2+ 3.Tip 3+ 4.Tip 4) / (Tip 0+ Tip 1+ Tip 2+ Tip 3+ Tip 4) (Pitarque et al., 1999)
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V. agnus-castus’ dan elde edilen ekstrelerin 72 saatlik uygulamalar1 MCF-7
hiicrelerinde negatif (% 3,33) ve pozitif kontrol (% 5,33) gruplarina goére Oonemli
derecede DNA hasarma yol acmistir (p<0,05) (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Bu
bitkiden elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdigi DNA
hasarlar1 konsantrasyon artis1 ile birlikte artmis ve ozellikle 200 ve 300 pg/ml’lik
ekstre uygulamalarinda hasar % 50’nin iizerine ¢ikarak daha belirgin olmustur.
Metanol ekstresinin en yiiksek konsantrasyon olan 300 ug/ml’lik konsantrasyonu
hari¢ diger konsantrasyonlarin uygulanmasi sonucunda DNA hasar1 oran1 % 50’nin
altinda kalmustir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Istatistiki analizler ekstre
konsantrasyonlar1 ile DNA hasarlar1 arasindaki iligkinin istatistiki anlamda 6nemli
oldugunu gostermistir (p<0,05). Konsantrasyon artis1 ile hiicrelerin biiyiik bir
kisminda DNA oldukc¢a hasar gérmiis ve en fazla goriilen DNA hasar tipi de Tip 3 ve
Tip 4 olmustur (Cizelge 4.10).

100
90
~ 801
IS 70 - O Vitex Dietil eter Ekstresi
N
e 60 | B Vitex Petrol eteri Ekstresi
5
= i O Vitex Etil Asetat Ekstresi
= 50
_— O Vitex Metanol Ekstresi
= 40 ,
3 30 B Vitex Infiizyon Ekstresi
s 4
= O Vitex Dekoksiyon Ekstresi
20
10
0 - R o

Kontrol DMSO 100 150 200 300
bl pgml pgml gl

Konsantrasyon

Sekil 4.11. Vitex agnus-castus L.’den elde edilen ekstre uygulamalarindan sonra
gozlenen hasarli hiicre degerleri (%)

V. agnus-castus’ dan elde edilen ekstreler MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdikleri
DNA hasar1 bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiklarinda; en fazla etkiyi petrol
eteri ekstresinin gosterdigi ve bu ekstreyi sirasi ile dietil eter, dekoksiyon, infiizyon,

etil asetat ve metanol ekstrelerinin izledigi goriilmiistiir. Metanol ekstresi ise yine
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biitiin konsantrasyonlarda kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, hiicrelerde DNA
hasar1 meydana getirmesine ragmen MCF-7 hiicreleri iizerindeki genotoksik etkisi
diger ekstrelere gore daha diisiik olmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Ekstre
uygulamalar1 sonucunda elde edilen au ve au kullanilarak hesaplanan GHI degerleri
de dzellikle 150, 200 ve 300 pug/ml’lik uygulamalarda ekstre konsantrasyonu artigina
paralel olarak meydana gelen DNA hasari, 6zellikle de Tip 3 ve Tip 4 hasarin artisi
ile dogru orantili olarak artmistir (p<0,05). au ve GHI degerinin yiiksek olmasi DNA
hasar1 seviyesinin de yiiksek olmasi anlamina geldigi icin (Pitarque et al., 1999) elde
edilen bu veriler hasarl hiicre %’sine iligkin elde edilen verileri dogrular niteliktedir
(Cizelge 4.10). Buna gore denemeden elde edilen toplam hasarli hiicre yiizdesi ile
buna paralel bir sekilde artan au ve GHI degerleri, V. agnus-castus’dan farkli
yontemlerle elde edilen ekstrelerin ve Ozellikle de petrol eteri ve dietil eter
ekstrelerinin MCF-7 hiicreleri iizerinde Onemli derecede DNA hasarina neden

oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.12. Vitex agnus-castus L.’den elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde meydana
getirdikleri DNA hasarlarina iligkin 6rnekler. a- Normal (hasarsiz) hiicreler (kontrol); b- Tip
4 DNA hasar1; 300 pg/ml dietil eter ekstresi; ¢- Tip 2, Tip 3, Tip 4 DNA hasart; 300 pg/ml
petrol eteri ekstresi ; d- Tip 4 DNA hasar1; 300 pug/ml etil asetat ekstresi; e- Tip 4 DNA
hasar1; 300 pg/ml metanol ekstresi; f- Tip 3 DNA hasart; 300 pug/ml infiizyon ekstresi; g- Tip
4 DNA hasar1; 300 pg/ml dekoksiyon ekstresi (M.B.: 40X).
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3-Dracunculus vulgaris Schott. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicrelerinin Genetik Materyali Uzerindeki Etkileri

D. vulgaris etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin MCF—
7 hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarlarina iligkin farkli comet tiplerinin dagilima,
hasarli hiicre yiizdesi, arbitrary unit ve GHI degerleri, kontrol gruplar1 ile
karsilagtirmali olarak Cizelge 4.11’de ve Comet yoOntemiyle belirlenen DNA
hasarlarina ait hasarsiz DNA’dan (Tip 0), en hasarli DNA (Tip 4)’ya kadar degisen
DNA fluoresans mikroskop goriintiileri de Sekil 4.14 a-e’de yer almaktadir.



Cizelge 4. 11. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstre uygulamalari1 sonucunda MCF-7 hiicrelerinde gozlenen
DNA hasar tipleri ile arbitrary unit ve genetik hasar indeksi degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon | Toplam DNA Hasar Tipleri (%) Hasarh Hiicre
Hiicre Tip | Tip | Tip | Tip (%) Arbitrary | Genetik Hasar
1 2 3 4 (Tip142+3+4) | Unit (au) Indeksi
+SD (GHI)
Kontrol 0 300 1,00 | 1,33 | - | 1,00 3,330,012 30 0,10
DMSO % 0,’lik cozelti 300 1,33 | 0,33 | 1,67 | 2,00 5,330,010 46 0,15
100 pg/ml 300 11,00 | 17,33 | 14,33 | 10,00 52,66+0,025* 386 1,29%
Etil asetat 150 pg/ml 300 12,00 | 17,33 | 18,67 | 15,66 63,660,040* 496 1,65%
200 pg/ml 300 9,33 | 20,67 | 20,33 | 20,00 70,33+0,015* 575 1,92%
300 pg/ml 300 7,67 | 19,33 | 22,67 | 24,33 74,00+0,010%* 635 2,12%
100 pg/ml 300 5,67 | 8,66 | 9,67 | 7,66 31,660,012%* 225 0,75%
Metanol 150 pg/ml 300 7,33 | 9,00 | 11,00 | 9,67 37,000,020 291 0,97*
200 pg/ml 300 5,33 | 10,00 | 12,33 | 13,33 41,000,020 347 1,16*
300 pg/ml 300 4,33 | 10,67 | 13,67 | 15,66 | 44,33+0,021* 388 1,29%
100 pg/ml 300 9,00 | 10,33 | 9,67 | 12,66 | 41,66+0,006* 328 1,09%
Infiizyon 150 pg/ml 300 11,00 | 11,00 | 12,00 | 14,00 | 48,00+0,010* 378 1,26*
200 pg/ml 300 11,00 | 10,33 | 12,67 | 19,66 | 53,66+0,015*% 445 1,48*
300 pg/ml 300 8,33 | 10,67 | 14,66 | 27,00 | 60,66+0,032* 545 1,82%
100 pg/ml 300 8,67 | 9,33 | 10,00 | 12,33 40,33+0,015* 320 1,07*
Dekoksiyon 150 pg/ml 300 11,00 | 10,67 | 12,00 | 14,00 | 48,00+0,010* 373 1,24*
200 pg/ml 300 11,33 | 11,00 | 13,33 | 20,33 56,00+0,010%* 464 1,55%
300 pg/ml 300 9,00 | 11,67 | 15,33 | 29,33 65,33+0,021* 587 1,96*
#p<0.05

GHI: (Tip 1+ 2.Tip 2+ 3.Tip 3+ 4.Tip 4) / (Tip 0+ Tip 1+ Tip 2+ Tip 3+ Tip 4) (Pitarque ef al., 1999)
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D. vulgaris’ den elde edilen ekstreler de 72 saatlik uygulama sonucunda negatif (%
3,33) ve pozitif kontrol (% 5,33) gruplar1 ile karsilastirildiginda MCF-7 hiicrelerinde
DNA hasarma neden olmustur (p<0,05). Denenen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde
meydana getirdigi DNA hasarlar1 konsantrasyon artisina bagli olarak artmus; etil
asetat ekstresinin biitiin konsantrasyonlari, infiizyon ve dekoksiyon ekstrelerinin ise
200 ve 300 pg/ml konsantrasyonlar1 MCF-7 hiicrelerinde % 50’den fazla DNA
hasar1 meydana getirmistir. Metanol ekstresinin biitiin konsantrasyonlarinda ise
meydana gelen DNA hasar1 kontrol gruplarina gore istatistiki olarak 6nemli (p<0,05)
olmasina ragmen, olusan DNA hasar1 % 50’nin altinda kalmistir (Cizelge 4.11 ve
Sekil 4.13). MCF-7 hiicrelerinde gozlenen DNA hasar tipi etil asetat ve metanol
ekstrelerinde Tip 2, Tip 3 ve Tip 4’de birbirine yakin oranlarda dagilim gosterirken,
sulu (infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerde hasar, Tip 4’ de daha fazla yogunlagmustir

(Cizelge 4.11).
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Sekil 4.13. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstre uygulamalarindan sonra
MCEF-7 hiicrelerinde meydana gelen hasarli hiicre degerleri (%)

D. vulgaris’ den elde edilen ekstreler MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdikleri
DNA hasar1 bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiklarinda siralama Etil asetat >

Dekoksiyon >Infiizyon > Metanol seklinde olmaktadur.
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Ekstre uygulamalar1 sonucunda elde edilen au ve GHI degerleri de 6zellikle 150, 200
ve 300 ug/ml’lik uygulamalarda ekstre konsantrasyonu artisina paralel artis gosteren
DNA hasari, 6zellikle de Tip 3 ve Tip 4 hasarlar ile dogru orantili olarak artmus
(p<0,05) ve elde edilen bu veriler hasarli hiicre %’sine iligkin elde edilen verileri
dogrular nitelikte olmustur (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.13). au ve GHI degeri ne kadar
biiylikse, DNA hasar1 seviyesi de o kadar yiiksektir (Pitarque et al., 1999). Buna gore
denemeden elde edilen toplam hasarli hiicre yiizdesi ile buna paralel bir sekilde artan
au ve GHI’ ye iligkin bulgular, D. vulgaris’ den farkli yontemlerle elde edilen
ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerinde kontrol gruplarina gére 6nemli derecede DNA

hasarina neden oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.14. Dracunculus vulgaris Schott.’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde
meydana getirdikleri DNA hasarlarina iligkin ornekler. a- Normal (hasarsiz) hiicreler
(kontrol); b- Tipl ve Tip 4 DNA hasar1; 300 pg/ml etil asetat ekstresi; ¢- Tip 4 DNA hasart;
300 pg/ml metanol ekstresi; d- Tip 2 ve Tip 3 DNA hasari; 300 pg/ml infiizyon ekstresi;
e- Tip 4 DNA hasari; 300 pg/ml dekoksiyon ekstresi (M.B.: 40X).
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4-Asphodelus aestivus Brot. Bitkisinden Elde Edilen Ekstrelerin
MCF-7 Hiicrelerinin Genetik Materyali Uzerindeki Etkileri

A. aestivus dietil eter, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve dekoksiyon)
ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarlarina iligkin farkli comet
tiplerinin dagilimi, hasarli hiicre yiizdesi, arbitrary unit ve GHI degerleri, kontrol
gruplar1 ile karsilastirmali olarak Cizelge 4.12°da ve Comet yontemiyle belirlenen
DNA hasarlarma ait hasarsiz DNA’dan (Tip 0), en hasarli DNA (Tip 4)’ya kadar
degisen DNA fluoresans mikroskop goriintiileri de Sekil 4.16 a-f’de yer almaktadir.



Cizelge 4. 12. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstre uygulamalari sonucunda MCF-7 hiicrelerinde gézlenen

#p<0.05

DNA hasar tipleri ile arbitrary unit ve genetik hasar indeksi degerleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon | Toplam DNA Hasar Tipleri (%) Hasarh Hiicre
Hiicre Tip | Tip | Tip | Tip (%) Arbitrary Genetik
1 2 3 4 (Tip1+2+3+4) Unit (au) | Hasar indeksi
+SD (GHI)
Kontrol 0 300 1,00 | 1,33 | - | 1,00 3,330,012 30 0,10
DMSO % 0,1’lik cozelti 300 1,33 | 0,33 | 1,67 | 2,00 5,330,010 46 0,15
100 pg/ml 300 533 | 4,67 | 500 | 8,00 23,00+0,000%* 185 0,62%*
Dietil eter 150 pg/ml 300 533 | 6,33 | 8,67 | 11,33 31,660,021* 268 0,89*
200 pg/ml 300 7,33 | 7,67 | 11,00 | 16,33 42,33+0,023* 363 1,21%*
300 pg/ml 300 6,33 | 8,00 | 13,00 | 20,33 47,660,025* 428 1,43*
100 pg/ml 300 4,67 | 3,67 | 3,33 | 433 16,00+0,017 118 0,39
Etil asetat 150 pg/ml 300 7,00 | 6,33 | 3,67 | 5,00 22,000,036 152 0,51%
200 pg/ml 300 3,67 | 833 | 16,33 | 24,33 52,660,015%* 500 1,67*
300 pg/ml 300 3,00 | 3,66 | 20,67 | 38,33 65,66+0,025* 677 2,26*
100 pg/ml 300 8,00 | 867 | 6,00 | 9,33 28,00+0,046* 242 0,81%*
Metanol 150 pg/ml 300 7,33 | 9,33 | 9,00 | 10,67 36,33+0,021* 287 0,96*
200 pg/ml 300 9,33 | 10,00 | 11,00 | 17,33 47,660,032 395 1,32%
300 pg/ml 300 11,33 | 9,67 | 13,66 | 25,00 59,66+0,025% 515 1,72%
100 pg/ml 300 8,67 | 9,00 | 11,00 | 15,33 44,00+0,006* 363 1,21*
Infiizyon 150 pg/ml 300 13,00 | 10,67 | 11,33 | 16,66 51,660,012%* 405 1,35%
200 pg/ml 300 15,67 | 11,67 | 12,66 | 17,33 57,33+0,006* 439 1,46*
300 pg/ml 300 16,67 | 13,00 | 15,33 | 19,33 64,33+0,012* 498 1,66*
100 pg/ml 300 833 | 9,33 | 11,33 | 14,67 43,660,015* 359 1,20%
Dekoksiyon 150 pg/ml 300 12,33 | 11,00 | 12,33 | 17,00 52,66+0,031°* 418 1,39%
200 pg/ml 300 15,00 | 11,00 | 12,33 | 18,00 56,33+0,006* 438 1,46*
300 pg/ml 300 17,33 | 11,67 | 13,00 | 20,66 62,66+0,012* 487 1,62

GHI: (Tip 1+ 2.Tip 2+ 3.Tip 3+ 4.Tip 4) / (Tip 0+ Tip 1+ Tip 2+ Tip 3+ Tip 4) (Pitarque ef al., 1999)
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A. aestivus’ dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerine 72 saat siireyle
uygulanmast sonucunda diger bitkilerden elde edilen ektrelerden elde edilen
sonuclara benzer sekilde, negatif (% 3,33) ve pozitif kontrol (% 5,33) gruplarina
gore DNA hasarina neden olmustur (p<0,05). Denenen ekstreler icinde dietil eter
ekstresi uygulamasi ve metanol ektresininin en yiiksek uygulama konsatrasyonu olan
300 pg/ml’lik uygulamasi hari¢, DNA hasar1 % 50’nin altinda kalmistir. Diger ekstre
uygulamalarinda ise, yiiksek uygulama konsantrasyonlar1 (200 ve 300 pg/ml) ile
MCF-7 hiicrelerinde olusan DNA hasarlar1 % 50’nin iizerine ¢ikarak daha belirgin
hale gelmistir (p<0,05) (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.15). Konsantrasyon artis1 ile artan
DNA hasar1 genel olarak bakildiginda da en fazla Tip 3 ve Tip 4 seklindeki
hasarlarda yogunlasmistir (Cizelge 4.12).

70
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Sekil 4.15. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstre uygulamalarindan sonra
MCEF-T7 hiicrelerinde meydana gelen hasarl hiicre degerleri (%)

A. aestivus’ dan elde edilen ekstreler MCF-7 hiicrelerinde olusturduklart DNA hasar1

bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiklarinda en etkiliden daha az etkiliye
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dogru ; Infiizyon >Dekoksiyon > Etil asetat > Metanol > Dietil Eter seklinde

siralanmaktadir.

Ekstre uygulamalar1 sonucunda elde edilen au ve GHI degerleri de 6zellikle 150
pug/ml’lik uygulamalardan itibaren konsantrasyon artisina paralel olarak meydana
gelen DNA hasari, 6zellikle de Tip 3 ve Tip 4 DNA hasarmin artis ile dogru orantil
olarak artmustir (p<0,05). au ve GHI degerinin yiiksek olmast DNA hasari
seviyesinin de yiiksek olmasi anlamina geldigi icin (Pitarque et al., 1999) elde edilen
bu veriler, hasarli hiicre %’sine iligkin elde edilen verileri dogrular niteliktedir
(Cizelge 4.15). Denemeden elde edilen toplam hasarl hiicre yiizdesi ile buna paralel
bir sekilde artan au ve GHI degerlerine iliskin veriler, A. aestivus’ dan farkli
yontemlerle elde edilen ekstrelerin de MCF-7 hiicreleri iizerinde DNA hasarma

neden oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.16. Asphodelus aestivus Brot.’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde
meydana getirdikleri DNA hasarlarina iliskin ornekler. a- Normal (hasarsiz) hiicreler
(kontrol); b- Tip 2 ve Tip 4DNA hasar1; 300 pg/ml dietil eter ekstresi; c- Tip 4 DNA hasart;
300 pg/ml etil asetat ekstresi; d- Tip 3 ve Tip 4 DNA hasar1; 300 pg/ml metanol ekstresi;
e- Tip 2 ve Tip 4 DNA hasari; 300 pg/ml infiizyon ekstresi; f- Tip 2 ve Tip 3 DNA hasart;
300 pg/ml dekoksiyon ekstresi (M.B.: 40X).



Tez ¢aligmas1 kapsaminda MCF-7 hiicrelerinin genetik materyali (DNA) iizerindeki
etkisi denenen 4 farkli bitki kendi arasinda karsilastirildiginda; en yiiksek etkiyi E.
platyphyllos’ dan elde edilen ekstrelerin gosterdigi ortaya cikmastir. E. platyphyllos’u

sirasi ile V. agnus-castus, D. vulgaris ve A. aestivus izlemistir.

Bitkilerden elde edilen biitiin ekstreler MCF-7 hiicrelerinde meydana getirdikleri
hasarlar bakimindan karsilastirildiginda, en etkili ekstrenin sulu (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstreler oldugu; bu ekstreleri siras1 ile metanol, etil asetat, dietil eter ve

petrol eteri ekstrelerinin izledigi goriilmiistiir.



V- TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Aydin Yoresi’'nde halk tarafindan ¢esitli amaclarla kullanilan 4 farkl
tibbi bitki tiirliniin (Euphorbia platyphyllos L., Vitex agnus-castus L., Dracunculus
vulgaris Schott., Asphodelus aestivus Brot.) farkli kisimlarindan elde edilen dietil
eter, petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu (inflizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi Olciilerek ve ayrica MCF-7 insan meme metastatik karsinoma hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi Trypan Blue Exclusion Yontemi ile ve farkli ekstrelerin
MCEF-7 hiicrelerinin genetik materyali tizerindeki genotoksik etkisi de Alkali comet

yontemi (Comet Assay, tek hiicre jel elektroforezi) ile arastirilmistir.

Bitkisel ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesini etkileyen en Onemli
faktorlerden biri, ekstre icerisinde DPPH radikali ile reaksiyona girerek bu radikale
proton (hidrojen atomu) verme yetenegine sahip olan bilesiklerin bulunmasidir.
Ancak, Heinonen ve ark. (1998) bitkisel ekstrelerde bulunan aktif bilesenlerin
kompozisyonu ve yapisinin dogal antioksidanlarin etkinligini belirlemede 6nemli
faktorler oldugunu, bu nedenle bir ekstrenin antioksidan etkisinin yalnizca fenolik
icerige dayanilarak aciklanamayacagini, ayn1 zamanda bu bilesiklerin yapilarmin ve

kimyasal 0zelliklerinin de belirlenmesi gerektigini bildirmistir

Bitkisel ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesini etkileyen en Onemli
faktorlerden, ikincisi ise, kullanilan ¢oziiciiniin polaritesidir. Dielektrik sabiti, ¢coziicti
polaritesini yaklasik olarak veren bir niceliktir ve ¢Oziiciiniin zit yiikleri birbirinden
ayirma yeteneginin bir Olciisiidiir (Jensen, 2009). Tez caligmasi kapsaminda
kullanilan bitkilerden ekstrelerin elde edilmesinde kullanilan c¢oziiciilerin dielektrik
sabitlerine bakildiginda etil asetat (6,0), metanol (32,6) ve suyun (80,0) polar
coOziiciiler oldugu; buna karsin dietil eter (4,191) ve petrol eterinin(2,22) ise; apolar
(polar olmayan) coziiciiler oldugu goriilmektedir. Etil asetat polar bir ¢oziicii
olmasina ragmen, etil asetatin polaritesi metanole, metanoliin polaritesi de suya gore
daha diisiiktiir. Bu ¢oziiciilerin normal kosullarda (25°C’de ve 1 atmosfer basingta)

polarite indeksleri etil asetat icin 4,4; metanol i¢in 5,1 ve su i¢in 10,2°dir. Dolayisiyla



metanol orta derecedeki polar bilesikleri ¢ozebilirken, su yiiksek seviyede polar
bilesikleri ¢ozebilmektedir. Coziicii ve ¢Oziinenin birbiri i¢inde homojen olarak
karigmasi ile ¢oziinme olayr gerceklesir. Coziinme, molekiiller arasindaki ¢ekim
kuvvetine dayanir. Bir ¢oziiciiniin bir maddeyi ¢ozebilmesi icin; ¢oziicii ile ¢oziinen
molekiilleri arasindaki ¢ekim kuvvetlerinin, ¢oziicii ve ¢oziinenin kendi molekiilleri
arasindaki ¢cekim kuvvetinden daha biiyiik olmasi gerekir. Genellikle ¢oziinme olay1,
¢cOziicii ile coziinenin benzer yapida olmalari ile gerceklesir. Bu durum benzer
benzeri ¢ozer seklinde ifade edilebilir. Dolayisiyla polar ¢oziiciiler polar maddeleri,
polar olmayan c¢oziiciiler de polar olmayan maddeleri daha iyi ¢ozer (Jensen, 2009).
Bu bilgiden yola ¢ikarak, denenen bitkilerden elde edilen dietil eter ve petrol eteri
ekstrelerinin apolar bilesikleri; etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerin ise polar
bilesikleri icerdigi disiiniilmektedir. Su, yiiksek kaynama noktasmna, yiiksek
dielektrik sabitine ve polariteye sahip olmasi nedeni ile 6zel bir ¢oziiciidiir. Suyun
normal kosullarda oldukca yiiksek olan dielektrik sabiti ve polaritesi, yiiksek sicaklik
ve basingta oldukca diismektedir ve ekstraksiyon isleminde etanol, aseton, metanol
gibi davranabilmektedir. Bu sayede su oda sicakliginda polaritesi yiiksek olan
bilesenleri c¢ozebilirken, sicaklik ve basing arttiginda orta polar-diisiik polar
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in organik coziiciiler yerine kullanilabilmektedir (Cam
ve Hisil, 2006). Denemede kullanilan bitkilerden sulu ekstrelerin iki farkl sekilde
elde edildigi goz Oniine alinirsa, inflizyon (demleme) yontemi ile elde edilen
ekstrelerin orta polar-diisiik polar bilesikleri icerdigi; buna karsin dekoksiyon
(kaynatma) yontemi ile elde edilen ekstrelerin hem yiiksek, hem de orta ve diisiik
polar bilesikleri icerdigi sOylenebilir. Bitkilerden farkli yontemlerle elde edilen
ekstrelerin ¢oziicii Ozelliklerine gore farkli bilesikler icermesi, ekstrelerin DPPH
izerinden serbest radikali siipiiriicii aktivitelerinin birbirinden farkli olmasina ve
polar coziiciiler kullamilarak elde edilen ekstrelerin, polar olmayan c¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen ekstrelerden cok daha yiiksek DPPH radikal siipiiriicii
aktivite gostermesine neden olabilmektedir (Miliauskas et al., 2004; Vundac¢ et al.,

2007).

Halk arasinda siitlegen olarak bilinen haricen sigillerin yok edilmesinde, egzama

hastaliklarinda bitkinin 6zsuyu kasinan yerlere siiriilerek ve romatizmal hastaliklarda



agr1 kesici olarak kullanilan (Baytop, 1999; Anonim, 2006) E. platyphyllos’dan tam
bitki kullanilarak elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dietil eter ve
petrol eteri ekstrelerinin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin rutine gore
oldukca diisiik oldugu, etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve dekoksiyon)
ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicli aktivitelerinin ise oldukc¢a yiiksek oldugu
ortaya cikmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.g). Ozellikle bazi ekstrelerin bazi
konsantrasyonlarinin (etil asetat, 10 ve 300 pg/ml hari¢; metanol, 25, 100, 150 ve
300 pg/ml ve infiizyon, 50 pg/ml) DPPH radikal siipiiriicii aktivitesinin standart
antioksidan olarak kullanilan rutinden (siras1 ile % 89,38 ve %89,90) bile yiiksek
oldugu bulunmustur Yapilan igerik analizleri sonucunda farkli Euphorbia tiirlerinin
quercetin, jatrophane diterpen, jatrophane polyester, tigliane diterpen, cycloartane-
tipi triterpen ve 13 adet triterpen icerdigi ortaya konmustur (Hohmann et al., 2003;
Haba et al., 2007; Chaabi et al., 2007; Lu et al.,2008). Denememizde kullanilan s6z
konusu ekstrelerin yiiksek seviyede DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite
gostermesi, bitkinin igcerdigi biyoaktif bilesikler, 6zellikle de terpenlerin olduk¢a
kuvvetli antioksidan aktivite goOstermesi nedeni ile ortaya ¢ikmig olabilir.
Sonuglarimiz  farkli  bitkilerin  ekstreleri  kullanilarak  yapilan antioksidan
caligmalarindan elde edilen sonuglara benzerlik gostermektedir (Tominaga et al.,

2005; Miliaouskas et al., 2004; Vundac¢ et al., 2007; Jayaprakasha et al., 2008).

E. platyphyllos’dan tam bitki kullanilarak elde edilen ekstrelerin 24 ve 72 saat siire
ile MCF-7 hiicreleri iizerine uygulandiginda ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik etki,
ekstrelerin kendi aralarnda ve kontrol gruplart ile Kkarsilastirildiginda; gerek
konsantrasyon gerekse uygulama siiresine baglh olarak sulu ekstrelerin (dekoksiyon
ve infiizyon) in vitro sitotoksik etkisinin, diger ekstrelere gore daha yiiksek oldugu
ortaya cikmustir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5.h). Bu bitkiden elde edilen ekstreler,
MCF-7 hiicreleri lizerinde gosterdikleri in vitro sitotoksik etki bakimimdan kendi
aralarinda karsilastirildiginda siralama; Dekoksiyon > Infiizyon > Etil Asetat >
Metanol > Petrol Eteri > Dietil Eter ekstresi seklinde olmustur. E. platyphyllos’dan
elde edilen ekstrelerin sitotoksik etkisinin, petrol eteri ekstresi haric, DPPH serbest
radikal siipiiriicii aktiviteleriyle paralellik gosterdigi goriilmektedir. Dietil eter

ekstresi uygulanan biitiin konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinin canliligin1 kontrol



gruplara gore azaltmis olsa da, bu etki, bitkiden elde edilen diger ekstrelere gore
oldukca diisiik olmustur (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.5). Bu durum, bitkiden elde edilen
dietil eter ekstresi icerisinde bulunan bilesiklerin serbest radikal siiptiriicii ve
sitotoksik etki bakimindan kayda deger bir etkinliginin bulunmadigini
gostermektedir. Bitkiden elde edilen petrol eteri ekstresi ise diisik DPPH serbest
radikal siipiiriicii aktivitesi gostermesine karsin, MCF-7 hiicreleri lizerinde oldukca
yiikksek sitotoksik etki gostermistir. Etil asetat, metanol ve sulu (inflizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin ise hem DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin hem
de konsantrasyon ve uygulama siiresi artisina bagh olarak MCF-7 hiicreleri
izerindeki in vitro sitotoksik etkisinin yiiksek seviyede oldugu ortaya cikmustir
(Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.5). Bu etkinin etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerin
iceriginde bulunan ve serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip polar yapidaki
fenolik bilesiklerin, ayn1 zamanda MCF-7 hiicreleri iizerinde de sitotoksik etkiye yol
acmast ile ortaya ¢iktig1 soylenebilir. Tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin i¢inde
bulunan fenolik bilesikler, bitkinin antioksidan aktivitesini biiyiikk 0Olciide
etkilemesine ragmen, fenolik bilesiklerin hepsi her zaman antioksidan aktivite
gostermeyebilirler (Djeridane et al., 2007). Bununla birlikte, flavonoidler gibi fenolik
bilesiklerin cesitli kanser hiicre dizinleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve
apoptozise yol actigr da bilinmektedir (Hadi er al., 2000; Mukhtar et al.,1988).
Euphorbia’nm farkl tiirleri ile daha Once yapilan ¢aligmalar, 6zellikle etanol ve sulu
ekstrelerin ¢esitli kanser hiicre dizinlerinde hiicre canliligin1 doza bagl olarak
azalttig1 (sitotoksik etki) fakat bu etkinin farkl tiirlerde farkli seviyelerde oldugu
(Whelan and Ryan, 2003) bildirilmistir. Ayrica, E. tirucalli L.’ nin kurutulmus
toprak iistii kismindan elde edilen etanol:su (9:1v/v) ekstresinin 125, 250 ve 500
mg/kg’lik konsantrasyonlarmin 5 giin siireyle Ehrlich ascites tiimorlii erkek Balb/c
farelerine gavaj yoluyla uygulanmasiin, tiimor biiyimesini azaltarak farelerin yasam
sliresini ekstre uygulamasi yapilmayan hasta farelere gore uzattigi ortaya konmustur
(Valadares et al., 2006). Madagaskar’da halk arasinda kronik bronsit, astim gibi
solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ve buraya 6zgii endemik bir tiir
olan E. stenoclada’dan elde edilen etanol ekstresinin insan brong diiz kas hiicreleri
(HASMC) liizerindeki anti-proliferatif etkisinin arastirildigi calisma sonucunda,

ekstrenin hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettigi ve bu etkinin ekstrenin iceriginde



bulunan quercetin nedeni ile ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Chaabi et al., 2007).
Baloch ve ark (2008) E. cornigera koklerinden izole ettikleri 9 adet yeni ve 2 adet
bilinen kimyasal bilesigin insan KB (insan nasofarinks karsinoma) hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitesini Trypan Blue Exclusion ve MTT assay kullanarak
arastirmislardir. Sonucta izole edilen bilesiklerin KB hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkiye sahip oldugunu ve sitotoksik etki derecesinin bilesigin yapis1 ve lipofilik
ozelligiyle iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. E. esula etanol ekstresinden izole
edilen 17 adet ingenane tiirevi diterpenoid ve 4 adet cycloartane triterpenoid bilesigin
insan HeLa servikal kanser hiicre dizini iizerindeki sitotoksik etkisinin MTT assay ile
arastirildigr calisma sonucunda, baslangictaki ham ekstre orta derecede sitotoksik
etkiye sahip olmasina karsin; bilesiklerden bazilar1 tek tek denendiginde sitotoksik

etkinin daha zayif oldugu ortaya konmustur (Lu ef al.,2008).

E. platyphyllos’dan tam bitki kullanilarak elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
tizerinde olusturdugu sitotoksik etkiden baska, bu bitkiden elde edilen biitiin
ekstrelerin MCF-7 hiicrelerine 72 saat siireyle uygulandiktan sonra hiicrelerde 6nemli
derecede DNA hasarina neden oldugunu da ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.9). Ozellikle
metanol ekstresi ve sulu (infiizyon ve dekoksiyon) ekstreler denenen biitiin
konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinde konsantrasyon artigina bagl olarak %
50’nin iizerinde DNA hasar1 olusturmuslardir. Hiicreler iizerindeki benzer etkiyi
dietil eter ekstresi 200 ve 300 pg/ml’de, petrol eteri ekstresi ise 150, 200 ve 300
ug/ml’lik konsantrasyonlarda yapmistir. Konsantrasyon artis1 ile birlikte hiicrelerin
biiyiik bir kismmin DNA’s1 olduk¢a hasar gormiis ve genel olarak bakildiginda DNA
hasar tipinin, Tip 4’de yogunluk kazandig1 ortaya ¢cikmustir. Etil asetat ekstresi ise 72
saatlik uygulamalarda 24 saatlik uygulamadan daha yiiksek seviyede sitotoksik etki
gostermesine ragmen, DNA hasar1 olusturucu etkisi (genotoksik etki) sitotoksik
etkisinden daha diisiik seviyede olmustur. Bitkiden elde edilen ekstrelerin MCF-7
hiicrelerinde DN A hasar1 olusturucu etkisi ile sitotoksik etkileri arasinda benzerlik de
bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.9). Ortaya c¢ikan bu durum, MCEF-7
hiicrelerine uygulanan ekstrelerin icinde bulunan terpenler, quercetin gibi biyoaktif
bilesikler gibi bilesiklerin bir kisminin hiicrelerde dogrudan DNA’y1 etkilemeden

farkli mekanizmalarla hiicrede sitotoksik etki gostermesi, ekstrelerde bulunan bazi



bilesiklerin ise dogrudan DNA’y1 etkileyen ajanlar olmasi ile aciklanabilir. Ancak
denememizde s6z konusu bitkiden elde edilen ham ekstreler kullamildigi ve
ekstrelerin kimyasal icerik analizi yapilamadigi i¢in MCF-7 hiicrelerinde meydana
gelen in vitro sitotoksik ve genotoksik etkiye yol acan etken madde veya maddelerin

hangisi olduguna dair kesin bir sey soylemek miimkiin degildir.

Halk arasinda hayit, besparmak otu gibi adlarla bilinen V. agnus-castus
tohumlarindan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin ICsg
degerleri de goz Oniine alinarak antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda, rutinin
serbest radikali siipiiriicii aktivitesine yakin bir etki gosteren ekstre olmadigi, dietil
eter, petrol eteri ve etil asetat ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii aktivitesinin
bulunmadigi, sadece metanol ekstresinin ortamdaki serbest radikali siipiiriicti
aktivitesinin denenen diger ekstrelere ve rutine gore daha yiiksek oldugu olmustur
(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2.g). V. agnus-castus ile yapilan icerik analizleri Vitex
tiirlerinde flavonoidler, iridoidler, agnusidler, aucubin, cineol, casticin, viticin (Li,
2002), ucucu yag ve rezin (Baytop, 1999) icerdigini ortaya koymustur. Hirobe ve
ark. (1997) da V.agnus-castus meyvelerinden elde ettikleri metanol ekstresinde sekiz
adet flavonoid bulundugunu bildirmislerdir. Dolayist ile V. agnus-castus’dan elde
edilen metanol ekstresinden elde edilen yiiksek DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitenin metanol ekstresi icerinde bulunan flavonoidlerden kaynaklanmis
olabilecegi soylenebilir. Flavonoidlerin biyolojik ve farmakolojik aktivitesi
antioksidan (AQO) ve prooksidan davranislarina baghdir (Auroma et al., 1993).
Flavonoidler serbest radikallere kars1 AO olarak davranirlar, ama bir gecis metali
varliginda prooksidan aktivite gosterirler. Bu flavonoidlerin antioksidan aktivitesi ve
bakirm indiikledigi prooksidan aktiviteleri kendi yapilarina baghdir (Cao et al., 1997,
Moran et al., 1997). Flavonoidler ve diger bitki fenolik bilesiklerin serbest radikal
temizleme ve antioksidan aktivitesi bulunmaktadir. Bu 6zellik serbest radikallerin
absorbe edilmesinde ve notrlenmesinde, tekil ve iiclii oksijenin yakalanmasida veya
peroksitlerin ayristirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Panovska et al., 2005). Yine
bu 6zellik sayesinde fenolik bilesikler; indirgeyici ajan, hidrojen verici, tekil oksijen
yakalayic1 ve metal selatorii olarak gorev yapmaktadirlar (Ivanova et al., 2005).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin nedeni, redoks 6zelligidir (Rice-Evans



et al,1997; Morel et al.,1994) ve bu 0Ozellik bilesiklerin kimyasal yapilariyla
iliskilidir. Ornegin; quercetin, myricetin ve kaemperol gibi aglikonlar ¢cok sayida —
OH grubu icerirler ve glikozidleri olan rutin, myricitin ve astragalinden daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptirler. Ozellikle polifenolik fitokimyasallarin antioksidan
kapasiteye sahip olduklar1 (Nagakawa and Yokozawa, 2002; Miliauskas et al., 2004;
Lee et al.,, 2004; Capecka et al., 2005; Steenkamp et al., 2005; Ljubuncic et al.,
2005; Chung et al., 2006; Ucar et al., 2006) gosterilmistir. Yine polifenollerin,
monofenollerden daha yiiksek serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (Sanchez-Moreno et al.,1998). Ancak denememizde s6z konusu
bitkinin tohumundan elde edilen ham ekstreler kullanildig1 ve ekstrelerin kimyasal
icerik analizi yapilamadigi i¢in bu antioksidan etkinin hangi etken madde veya

maddelerden kaynaklandigima dair kesin bir sey sdylemek miimkiin degildir.

V. agnus-castus tohumlaridan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
dietil eter, petrol eteri ve etil asetat ekstrelerinin DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi oldukc¢a diisik olmasma karsin; 24 ve 72 saatlik ekstre uygulamalari
sonucunda, ekstrelerin gerek konsantrasyon ve gerekse uygulama siiresine bagli
olarak MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi yiikksek olmustur (Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.6). Ekstrelerin MCF-7 hiicreleri lizerindeki in vitro sitotoksik etkisi kendi
aralarinda ve kontrol gruplar ile karsilastirildiginda; en etkili ekstrenin 24 saatlik
uygulamada etil asetat (Cizelge 4.6), 72 saatlik uygulamada ise dietil eter ekstresi
olmustur. Ortaya c¢ikan bu durum, bu ekstrelerde bulunan ve farkli mekanizmalarla
hiicrede sitotoksik etkiye yol acan bilesiklerden kaynaklanmis olabilir. Ancak
denememizde soz konusu bitkinin tohumundan elde edilen ham ekstreler kullanildigi
ve ekstrelerin kimyasal igerik analizi yapilamadigi icin bu ekstrelerin MCEF-7
hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkisinin hangi etken madde veya maddelerden
kaynaklandigma dair kesin bir sey soylemek miimkiin degildir. Daha once yapilan
calismalarda V. agnus-castus meyvelerinden elde edilen metanol ekstresinin sekiz
adet flavonoid icerdigini ve bunlarin yedi tanesinin fare lenfatik 16semi P338
hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu (Hirobe et al., 1997) bildirilmistir.
Ayrica, bu bitkinin meyvelerinden elde edilen etanol ekstresinin V-79 Cin Hamsteri

akciger karsinoma hiicre dizini {izerinde antitiimor aktivitesinin yiiksek oldugu
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(Hirobe et al., 1994) ve yine ayni ekstrenin farkli kanserli dokulardan kdken alan alt1
adet insan hiicre dizini iizerinde sitotoksik ve apoptotik etki gosterdigi ortaya
konmustur (Ohyama et al., 2003; 2005). V. trifolia’nin dal ve yapraklarindan elde
edilen hekzan ve diklorometan ekstrelerinin biyolojik aktivitelerinin arastirildig:
calisma sonucunda, ekstrelerin insan serviks karsinoma (SQC-1 UISO), ovaryum
kanseri (OVCAR-5), kolon karsinoma (HCT-15 COLADCAR) ve insan nasofarinks
karsinoma (KB) hiicreleri iizerinde yiiksek seviyede toksik etki gosterdigi
bildirilmistir (Herndndez et al., 1999). V. agnus-castus meyvelerinden elde edilen
metanol ve etanol ekstrelerinin HCF, MCF-7 ve SKOV-3 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisinin XTT-boya indirgeme testi ile arastirildigr c¢alisma sonucunda,
ekstrelerin 72 saat siireyle kanser hiicreleri iizerine uygulandiginda normal hiicrelere
gore kanser hiicreleri iizerinde ¢ok daha fazla sitotoksik etki gosterdigi ve sitotoksik
etkinin hiicrenin biiylime hizi ile iliskili oldugu ortaya konmustur (Hirobe and Kunio,
2000). Yine hayit meyvelerinden elde edilen etanol ekstresinin farkli kanserli
dokulardan koken alan alt1 adet insan hiicre dizini tizerinde (HCF, MCF-7, SKG-3a,
SKOV-3, KATO-III, COLO 201 ve Lu-134-A-H) sitotoksik etki gosterdigi; ekstre
uygulamasimin SKOV-3, KATO-III, COLO 201 ve Lu-134-A-H hiicrelerinde DNA
fragmentasyonuna neden oldugu ve bunun da hiicrelerin apoptozise ugrayarak
Oldiigiiniin bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Ohyama et al., 2003). S6z konusu
calismanin devaminda hayit meyve ekstresinin KATO-III hiicrelerinde neden oldugu
apoptozisin molekiiler mekanizmasi arastirilmis ve sonucta, ekstrenin neden oldugu
hiicre i¢i oksidatif stres ve mitokondriyal membran hasarinin KATO-III hiicrelerinde
apoptozise yol agtigi ortaya konmustur (Ohyama et al., 2005). Weisskopf ve ark.
(2005) hayit meyve ekstresinin ii¢ farkli prostat epitel hiicre dizininde (BPH-1,
LNCaP, PC-3) hiicre biiyiimesini inhibe ettigini ve apoptozise neden oldugunu
bildirmislerdir. Imai ve ark. (2009) V. agnus-castus etanol ekstresinde bulunan
flavonoidlerin insan kolon kanser (COLO 201) hiicrelerinde apoptozise yol acarak
sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymuslardir. Denememizden elde ettigimiz

bulgular da s6z konusu literatiir bilgilerine uygunluk gostermektedir.

V. agnus-castus’dan elde edilen biitiin ekstreler MCF-7 hiicreleri iizerinde

gosterdikleri sitotoksik etkiden baska, hiicreler iizerinde onemli derecede DNA
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hasarlarma da neden olmustur (Cizelge 4.10). MCF-7 hiicrelerinde meydana
getirdikleri DNA hasar1 bakimindan ekstreler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
ozellikle dietil eter ve petrol eteri ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde meydana
getirdigi DNA hasar1 seviyesinin etil asetat, infiizyon ve dekoksiyon ekstrelerine
gore cok daha yiiksek oldugu ortaya cikmistir. Metanol ekstresi de yine denenen
biitiin konsantrasyonlarda kontrol gruplarina goére 6nemli derecede DNA hasari
meydana getirmis, ancak MCF-7 hiicreleri iizerindeki genotoksik etkisi diger
ekstrelere gore daha diisiik olmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Bu bitkiden elde
edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri lizerindeki DNA hasar1 olusturucu etkisi; dietil
eter ekstresi hari¢ diger ekstrelerde sitotoksik etkiye gore biraz daha diisiik seviyede
olmustur (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.10). Ortaya c¢ikan bu durumun nedeni, bu
ekstrelerde bulunan fenolikler gibi antioksidan aktiviteye sahip olmayan fakat
sitotoksik etkiye sahip olan bilesiklerin DNA’y1 etkilemeden, farkli mekanizmalarla
hiicrede sitotoksik etki gostermis olmasi olabilir. Farkli fenolik bilesiklerin bitkilerin
metabolik aktivitelerinde hizlandirici veya diisiiriicti etki gosterdikleri (Aybeke ve
ark., 2000) bilinmektedir. Bitkilerde ¢ok sayida ve farkli siniflara ait bilesikler
bulunmakta ve heniiz ¢cok fazla aydinlatilmamis olsa da bunlarin her birinin kendine
0zgii etki mekanizmalar1 oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar sebze, meyve
ve tibbi bitkilerde yaygim olarak bulunan fenolik bilesiklerin baslangic, ilerleme ve
gelisme asamalarindaki molekiiler olaylar1 etkileyerek kanser olusumunu ve/veya
gelisimini engelleyebildigini ortaya koymustur (Cai et al., 2004). Bunun yan1 sira
fenolik bilesikler ve bunlarin tiirevleri de gerek insan ve hayvan, gerekse bitkilerde
sitotoksik ve genotoksik hasarlara sebep olmaktadirlar (De Marco et al., 1986;
Williams, 1989; Migliore et al., 1990). Fenolik bilesiklerin bu etkisinin kardes
kromatid degisiminde artisa neden olan DNA polimerazi inhibe ederek gosterdigi

diistiniilmektedir.

Calismamizda, ekstrelerin icerik analizleri yapilamadigi igin literatiir bilgisine
dayanilarak; sitotoksik ve genotoksik etkinin bitkiden elde edilen ekstrelerin
iceriginde bulunan flavonoidler nedeniyle ortaya ciktigi sdylenebilir. Flavonoidlerin
DNA molekiilii ile interkalasyon yaptig1 (Havsteen, 1983) ve bazi flavonoidlerin

prooksidan etkiye sahip oldugu i¢in mutajenik etkisi bulundugu gosterilmistir (De
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Carvalho et al., 2003). Her ne kadar flavonoidlerin yiiksek konsantrasyonlarda DNA
hasarma yol actig1 bilinse de, ham ekstrelerde bulunan bazi bagka bilesikler de DNA

hasarmi tetiklemis olabilir.

Halk arasinda kok yumrular1 ve yapraklari lapa halinde haricen hemoroide kars1 ve
cibanlarin tedavisinde kullanilan ve yilanyastigi, yilan bigagi gibi adlarla bilinen
Dracunculus vulgaris bitkisinin kokiiniin siit icinde bekletilmesi ile hazirlanan
icecegin akrep sokmalarma karst bir yil bagisiklik sagladigi da bilinmektedir
(Baytop, 1999; Anonim, 2006). D. vulgaris’dan elde edilebilen ve farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan etil asetat, metanol infiizyon ve dekoksiyon
ekstrelerinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicli aktivitesi kendi aralarinda ve
standart bir antioksidan olan rutin ile karsilastirildiginda; sadece dekoksiyon ekstresi
digerlerine gore serbest radikali siipiiriicti aktivite bakimindan diisiik de olsa
antioksidan aktiviteye sahip olmasima ragmen, denenen ekstrelerin hi¢birinin kayda
deger bir serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermedigi sdylenebilir (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.3.d). Denemelerde kullanilan diger iki bitkinin aksine, D. vulgaris’dan dietil
eter ve petrol eteri ekstreleri elde edilemedigi i¢in, bu ekstrelerin DPPH iizerinden
serbest radikal siipiiriicii  aktivitesi hesaplanamamustir. D. vulgaris kok
yumrularindan dietil eter ve petrol eteri ekstrelerin elde edilmesi icin kullanilan
coziiclilerin dielektrik sabitlerine bakildiginda; bu c¢oziiciilerin polar olmayan
(apolar) ¢oziiciiler (dietil eter 4,191; petrol eteri 2-2.2) oldugu dolayisi ile bu bitkiden
dietil eter ve petrol eteri ekstrelerinin elde edilememis olmasinin nedeninin bitkinin
kok yumrularinda dietil eter ve petrol eterinin ¢6zdiigii apolar bilesikleri igermemesi
oldugu diistiniilmektedir. Yapilan igerik analizleri sonucunda farkli Dracunculus
tiirlerinin yapraklarmin ve kok yumrularinin zamk, miisilaj, nisasta, saponin ve
konisin alkaloidi (Baytop, 1999), estragole, phelandrine, methyl cavicol, iodine,
rutin, tanin, flavonoid ve coumarin igerdigi (Li, 2002) bildirilmistir. Ancak,
denemede Dracunculus bitkisinin ham ekstreleri kullanildig: ve bitkiden elde edilen
ekstrelerin igerik analizleri yapilamadigi icin, bu bitkiden elde edilen ekstrelerin
hi¢birinin kayda deger bir serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermemesinin nedeni

hakkinda kesin bir yorumda bulunmak miimkiin olmamustir.
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Bu bitkiden elde edilen etil asetat, metanol ve sulu (infiizyon ve dekoksiyon)
ekstrelerin 24 ve 72 saat siireyle uygulamalarinin MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda ortaya cikan in vitro sitotoksik etkilere iligkin veriler incelendiginde;
denenen ekstrelerin hepsinin MCEF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin, serbest
radikal siipiiriicii aktivitesine nazaran yiiksek oldugu ve sitotoksik etkinin
konsantrasyon ve siire artisiyla birlikte arttifi ortaya c¢ikmustir (Cizelge 4.3 ve
Cizelge 4.7). D. vulgaris’den dietil eter ve petrol eteri ekstresinin sitotoksik etkisi

incelenememistir.

D. vulgaris’dan elde edilen biitiin ekstrelerin sitotoksik etkisinin yani sira MCF-7
hiicrelerine 72 saat siireyle uygulandiktan sonra hiicrelerde 6nemli derecede DNA
hasarma neden oldugu ve DNA hasarindaki bu artisin konsantrasyon artisiyla birlikte
arttigr goriilmiistiir (Cizelge 4.11). Bu bitkiden elde edilen ekstrelerin MCE-7
hiicrelerinde DNA hasar1 olusturucu etkisi; metanol ekstresi hari¢ diger ekstrelerde
sitotoksik etkiye paralelik gostermistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.11). Metanol
ekstresi ise MCF-7 hiicrelerinde neden oldugu yiiksek seviyede sitotoksik etkiye
nazaran daha diisiik seviyede DNA hasar1 olusturucu etki gostermistir. D.
vulgaris’dan dietil eter ve petrol eteri ekstreleri elde edilemedigi icin, bu ekstrelerin
MCF-7 hiicreleri tizerindeki genotoksik etkisi incelenememistir. Denemeden elde
edilen sonuclar D. vulgaris’dan elde edilen ekstrelerin iceriginde bulunan bilesiklerin
serbest radikal siipiiriicti aktiviteye sahip olmamasina ragmen, sitotoksik ve

genotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Denememizde soz konusu bitkinin kok yumrusundan elde edilen ham ekstreler
kullanildig1 ve ekstrelerin kimyasal icerik analizi yapilamadigr icin MCF-7
hiicrelerinde meydana gelen in vitro sitotoksik ve genotoksik etkiye yol acan etken
madde veya maddelerin hangisi olduguna dair kesin bir sey sdylemek miimkiin
degildir. Ancak daha once yapilan analizlerde bitkinin tohum yaginda basta palmitik
asit olmak iizere oleik asit, cis-vaccenic asit, stearik asit, arachidic asit gibi toplam 21
cesit yag asidi icerdigi belirlenmistir (Saglik et al., 2002). Wu ve ark. (2000),
palmitik asit, oleik asit, stearik asit gibi yag asitlerinin, plazma membranlarinda
hasara yol acarak fitoplanktonlar iizerinde sitotoksik etki gdsterdigini bildirmislerdir.

D. vulgaris Schott. ile ayn1 familyadan olan Arum palaestinum (Araceae) yaprak sulu
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ekstresinin n-biitanolde ¢6ziinen fraksiyonundan izole edilen aktif bir alkaloid olan
piperazirum’un A549 (biiyiik akciger kanseri), SKOV-3, SK-MEL-2 (melanoma) ve
HCT-15 (kolon kanseri) hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisi SRB (Sulforhodamine
B colorimetric) assay ile arastirilmis ve sonugta piperazirum’un biitiin kanser hiicre
dizinleri tizerinde onemli derecede sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur (El-
Desouky et al., 2007). Ayn bitki ile yapilan diger bir caligmada ise diklorometan ve
metanoliin esit oranda karistirilmasi (1:1 v/v) ile elde edilen ekstrenin fare
fibrosarcoma 1.929sA hiicreleri ile insan meme kanser hiicre dizinleri (MDA-MB231
ve MCF-7) iizerinde sitotoksik etkisinin bulunmadig1 bildirilmistir (Kaileh et al.,
2007). Bizim denememizden elde ettigimiz denenen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilere dair veriler, literatiir bilgilerine uygunluk

gosterir niteliktedir.

Halk arasinda kok yumrular1 kiayla karistirilarak hemoroid tedavisinde, kok 6zsuyu
burundan cekilerek burun kanamalarmin durdurulmasinda ve iltihaplh yaralar:
kurutmada kullanilan (Baytop, 1999; Anonim, 2006) ve ciris otu, hidirellez kamgis1
gibi adlarla bilinen A. aestivus bitkisinin kok yumrularindan elde edilebilen ve farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerinin DPPH iizerinden serbest radikal
slipiiriicii aktivitesi ekstrelerin kendi aralarinda ve standart bir antioksidan olan rutin
ile karsilastirildiginda; etil asetat ve dietil eter ekstresi digerlerine gore serbest
radikal siipiiriicii aktivite bakimindan biraz daha yiiksek etkiye sahip olmustur.
Ancak standart antioksidan olarak kullanilan rutin’in aktivitesi de dikkate alindiginda
denenen ekstrelerin kayda deger bir serbest radikal siipiiriicii aktivite gostermedigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4.f). Yine de uygulanan farkli ekstreler serbest
radikali siipiiriicii aktiviteleri bakimimdan kendi i¢inde siralandiginda siralama; Dietil
Eter > Etil asetat > Metanol > Infiizyon > Dekoksiyon ekstresi seklinde olmaktadur.
A. aestivus Brot. bitkisinin kok yumrularmdan petrol eteri ekstresi elde edilemedigi
icin, bu ekstrenin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivitesi
hesaplanamamustir. A. aestivus kok yumrularindan petrol eteri ekstresinin elde
edilmesi i¢in kullanilan ¢oziiciilerin dielektrik sabitlerine bakildiginda; bu ¢oziiciiniin
apolar ¢oziicli (petrol eteri 2-2.2) oldugu goriilmektedir. Dolayis1 ile bu bitkiden

petrol eteri ekstresinin elde edilememis olmasmin nedeninin, bitkinin kok
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yumrularinda petrol eterinin ¢ozdiigii apolar bilesikleri icermemesi oldugu
diisiiniilmektedir. Daha ©nce yapilan icerik analizleri ile de farkli Asphodelus
tiirlerinin miisilaj, glukoz ve fruktozdan olusan bir oligosakkarit icerdigini ortaya
konmustur (Baytop, 1999). Ancak denemede Asphodelus bitkisinin de ham ekstreleri
kullanildig1 ve bitkiden elde edilen ekstrelerin icerik analizleri yapilmadigi i¢in, bu
bitkiden elde edilen ekstrelerin hicbirinin kayda deger bir serbest radikal siipiiriicii
aktivite gostermemesinin nedeni hakkinda kesin bir yorumda bulunmak miimkiin

olmamugtir.

A. aestivus Brot.’dan kok yumrular1 kullanilarak elde edilen ekstrelerinin 24 ve 72
saat siire ile MCF-7 hiicreleri iizerine uygulandiginda ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik
etkilere iliskin veriler incelendiginde; dietil eter ve etil asetat ekstrelerinin MCF-7
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin 24 saatlik uygulamalarda diger ekstrelere
gore daha zayif oldugu; s6z konusu ekstrelerin 72 saatlik uygulamalarinda ise
sitotoksik etkinin, konsantrasyon artisiyla birlikte % 50’nin iizerine ¢iktig1
goriilmektedir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8.a-b). Sitotoksik etkisi denenen dietil eter ve
etil asetat ekstrelerinin DPPH siipiiriicii aktivitesi de sitotoksik etkiye benzer
olmustur (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4.a-b). Sitotoksik etkisi denenen metanol ve sulu
(infiizyon ve dekoksiyon) ekstreleri ise gosterdikleri diisitk DPPH radikal siipiiriicii
aktivitenin aksine hem 24 hem de 72 saatlik uygulamalarda MCF-7 hiicreleri
tizerinde konsantrasyon artisgina bagli olarak yiiksek bir sitotoksik etki

gostermislerdir (Cizelge 4.4. ve Cizelge 4.8.).

Asphodelus tiirleri ile daha ©Once yapilan caligmalar incelendiginde; c¢esitli
Asphodelus tiirlerinden elde edilen ekstrelerin farkli insan ve hayvan kanser hiicre
dizinleri iizerinde diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu (Bedoya et al., 2001;
Ljubuncic et al., 2005) ve cesitli bakteri ve maya suslari iizerinde ise antimikrobiyal
etkisinin oldugu goriilmektedir Oskay ve ark. (2007). Aralarinda A. ramosus’un da
yer aldigi 15 adet tibbi bitki tiirliniin etanol ve sulu ekstrelerinin Anti-HIV
aktivitesinin ve insan lenfatik MT-2 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin MTT
assay ile arastirildigi bir ¢alisma sonucunda; arastirilan bitkilerin hepsinden elde
edilen etanol ekstrelerinin insan lenfatik MT-2 hiicreleri iizerinde degisen oranlarda

sitotoksik etki gosterdigi, bitkilerin ¢cogundan elde edilen sulu ekstrelerin MT-2
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hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin bulunmadigi, A. ramosus’un ise hem etanol
hem de sulu ekstresinin lenfatik MT-2 hiicreleri iizerinde diger bitkilerle
karsilastirildiginda diisiik sayilabilecek seviyede sitotoksik etki gosterdigi ve anti-
HIV aktivitesinin de yok denecek kadar zayif oldugu bildirilmistir (Bedoya et al.,
2001). Giirbiiz ve ark.(2002) A. aestivus kok, Cichorium intybus kok, Equisetum
palustre tam bitki, Viscum album spp. Album tam bitki ve Laurus nobilis
meyvelerinden elde edilen dekoksiyon ve metanol ekstrelerinin in vivo mide
koruyucu aktivitesini Sprague-Dawley ratlarinin midelerinde etanolle olusturulmus
ilser modelinde arastirmiglar ve sonugta arastirilan biitiin bitkilerden elde edilen
ekstrelerin Onemli derecede mide koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya
koymuslardir. Israil’de Araplarin tibbi bitki olarak kullandiklar1 ve aralarinda A.
microcarpus Salzm. and Viv’in de bulundugu 8 adet bitkiden elde edilen sulu
ekstrelerin  antioksidan  aktivitesi ~ Sprague-Dawley  ratlarmin  karaciger
homojenatlarinda Fe**’nin  neden oldugu lipid peroksidasyonunu baskilama
kapasitesi Ol¢iilerek, sitotoksik etkisi ise rat pheochromocytoma PC12 (bobrek iistii
bezi medulla kromafin tiimor) ve HepG2 (insan hepatoblastoma) hiicrelerinde MTT
assay kullanilarak arastirilmistir. Sonugta, calisilan bitkilerden elde edilen sulu
ekstrelerin tamamimim Fe**’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu baskiladigi ve

hi¢birinin sitotoksik etki gostermedigi ortaya konmustur (Ljubuncic et al., 2005).

A. aestivus’dan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerinin yani smra hiicrelerin genetik materyali iizerinde de 72 saat siireyle
uygulandiktan sonra 6nemli derecede DNA hasarina neden olduklar1 ortaya ¢ikmistir
(Cizelge 4.12). A. aestivus’dan elde edilen ekstreler MCF-7 hiicrelerinde meydana
getirdikleri DNA hasar1 bakimindan kendi aralarinda karsilastirildiklarinda; 6zellikle
etil asetat, inflizyon ve dekoksiyon ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerinde meydana
getirdigi DNA hasar1 seviyesinin metanol ve dietil eter ekstrelerine gore ¢ok daha
yiikksek oldugu ortaya konmustur. Ayrica, bitkiden elde edilen ekstrelerin MCF-7
hiicrelerinde  DNA hasar1 olusturucu etkisi; dietil eter, metanol, infiizyon ve
dekoksiyon ekstrelerinde sitotoksik etkiye gore biraz diisiik, etil asetat ekstresi
uygulamasinda ise sitotoksik etkiye gore biraz yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5 ve

Cizelge 4.9). Ortaya ¢ikan bu durumun nedeni, etil asetat ekstresinde bulunan
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bilesiklerin bir kismmin sitotoksik etkiye neden olmaksizin dogrudan DNA’y1
etkilemesi diger ekstrelerde bulunan bilesiklerden bir kisminin DNA’y1 etkilemeden
farkli bir mekanizmayla hiicrelerde genotoksik etkiye neden olmasi olabilir.
A.aestivus’dan petrol eteri ekstresi elde edilemedigi i¢cin, bu ekstrenin MCEF-7

hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi de incelenememistir.

Hiicrelerde DNA hasar1 meydana gelmesi sonucta hiicre dongiisiiniin durmasina veya
hiicre 6liimii gibi durumlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Liao ve ark. (2009),
cogalan hiicrelerde meydana gelen DNA hasarinin, hiicre dongiisiiniin DNA tamirine
ya da apoptotik hiicre Oliimiine izin verecek sekilde gecikmesine yol acan
mekanizmay1 aktive ettigini bildirmistir. SOz konusu arastiricilar, yaptiklari
caligmada niikleosid analogu olan 5-aza-deoxycytidine (5-aza-CdR)’ nin A549 insan
akciger kanseri hiicrelerinde DNA hasar1 olusturarak hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigini ortaya koymuslardir. Bu bilgiler, sitotoksisite ile DNA hasar1 arasinda bir
iligki oldugunu dogrulamaktadir. DNA ile reaksiyona giren ajan ile DNA arasindaki
dogrudan etkilesim, primer DNA hasarma yol agabilen cesitli yolaklardan biridir.
Comet assay ile Olciilebilen DNA zincir kiriklar1 ve alkaliye duyarli bolgeler,
sitotoksisite gibi dolayli olaylar sonucunda da ortaya ¢ikabilmektedir (Galloway et
al., 1998; Galloway, 2000). Alkali comet yonteminde gd¢ eden DNA tek zincirlidir
ve bu nedenle tek zincirli kiriga doniisebilen herhangi bir lezyonun daha hassas
olarak olgiilebilmesini saglar. Comet yontemi hem dogrudan DNA hasarin1 hem de
DNA'’da tek zincir kirilmalarina neden olan siirecleri belirleme yetenegindedir. Diger
yontemlerde negatif sonu¢ veren bir¢cok Ornek bu yOntemde pozitif sonug
vermektedir. (Taylor ef al., 2003). Bunun nedeni alkali comet yonteminin hassasiyeti
olabilir. Diger taraftan artan DNA gocii, DNA nedenli olmayan veya apoptozis
sirasinda ortaya ¢ikan hiicre oliimiiyle de iligkilidir (Tice, 1995). Bu nedenle, comet
yonteminde DNA hasarma yol acarak pozitif sonuglar veren bitkisel ekstreler
genotoksik etkiyi yansitmaktadir diye bir kural yoktur (Verschaeve and Van Staden,
2008). Ayrica, kanser hiicrelerinde DNA hasarinin meydana gelmesi, kanserin yok
edilmesi i¢in kabul gérmiis bir tedavi stratejisidir (Liao et al., 2009) ve giiniimiizde
kanser tedavisinde kullanilan bircok ilag, ayn1 zamanda mutajendir (Verschaeve and

Van Staden, 2008).
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Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen ve
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin gosterdikleri antioksidan aktiviteye
gore bitkiler kendi aralarinda karsilastirildiginda; en yiiksek antioksidan aktivite E.
platyphyllos’dan elde edilen ekstreler ile ortaya cikarken, E. platyphyllos’u sirasi ile
V. agnus castus, A. aestivus ve D. vulgaris izlemistir. MCF-7 hiicrelerinde DNA
hasarina yol agmak suretiyle ortaya ¢ikan in vitro sitotoksik etki en fazla V. agnus
castus’dan elde edilen ekstreler ile elde edilirken V. agnus castus’u sirasi ile E.
platyphyllos, D. vulgaris ve A. aestivus takip etmistir. MCF-7 hiicrelerinin genetik
materyali lizerindeki genotoksik etki ise en fazla E. platyphyllos’dan elde edilen
ekstreler ile ortaya ¢ikarken, genotoksik etki bakimindan diger bitkiler siras: ile V.

agnus-castus, D. vulgaris ve A. aestivus olmustur.

Bu calismada bitkilerden elde edilen ham ekstreler kullanilmistir, ciinkii tibbi
bitkilerin halk arasindaki kullanimi genellikle bu sekildedir. Bununla birlikte, ham
ekstrelerle caligmak, ayni zamanda biyoaktif bilesiklerin kompleks karigsimlar: ile
calismak demektir. Bu tiir karisgimlardaki bilesiklerin bazilar1 sitotoksik ve/veya
genotoksik iken, digerleri hiicre koruyucu ve/veya antigenotoksik olabilir.
Bulgularimiz, c¢aligmada kullanilan ekstrelerin antioksidan aktivitenin yani sira

sitotoksik ve genotoksik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Tez kapsaminda kullanilan bitkilerin antioksidan aktiviteleri ve MCF-7 hiicreleri
tizerindeki in vitro sitotoksik etkisi ile hiicrelerin genetik materyali lizerindeki etkisi
ilk kez bu calisma kapsaminda ayrintili olarak arastirilmustir. Ozellikle denenen
bitkilerden E. platyphyllos ve V. agnus castus bitkilerinden elde edilen ekstrelerin
yiiksek sitotoksik etki gostermesi, 6zellikle kadinlar arasinda yaygin olarak goriilen
ve gittikce erkekleri de tehdit etmeye baslayan meme kanseri tedavisinde
kullanilabilecek yeni bitkisel kokenli bilesiklerin arastirilmasina 1s1k tutabilecek ve
anti-kanser Ozellik tasiyan bitkilerin belirlenebilmesine katkida bulunacak olmasi
nedeni ile onem tasimaktadir. Calismada bitkilerden elde edilen ham ekstreler
kullanildig: i¢in, ekstrelerin igeriginde bulunan etken madde ve bilesiklerin ayrintili
kimyasal icerik analizleri yapilarak, bu bilesiklerin etki mekanizmalarinin
belirlenebilmesi icin farkli testler ve sistemler kullanilarak daha ayrintili ¢aligmalar

yapilmalidir. Pek c¢ok alanda genotoksik etkiyi tanimlamada kullanilmaya baslamis
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olan tek hiicre jel elektroforez yontemi genotoksik etki yaninda antigenotoksik etkiyi
ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaya baslanmis ve bir mutajen ile DNA harabiyetine
ugratilan hiicreler dogal maddeler ile muamele edilerek koruyucu ozellikleri
arastirilabilmektedir. Ancak sonuclarin  yorumlanmasi bazi durumlarda gii¢
olmaktadir. Zira deneyde goriilen giiclii etkiler mutlaka genotoksik bir tehlikenin
varligina isaret etmemektedir. Bu nedenle elde edilen veriler bir baska deney ile
mutlaka karsilagtirilmalidir. Yapilan bu ¢caligmadan elde edilen sonuglar denenen dort
farkli bitkiden elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicrelerinde in vitro uygulamalarda
sitotoksik etki gosterdigini ayrica DNA’da zincir kiriklarima neden olduklarimi ve bu
nedenle de genotoksik etki gosterdiklerini ortaya koymustur. Daha ileri caligmalarla
bitkilerden elde edilen etkili ekstreler igerisinde bulunan etken madde/maddeler veya
bilesikler belirlenerek kanser hiicreleri icerisinde hangi mekanizmalarla ve hangi
diizeylerde etkinlik gosterdikleri ve etkinin organizma seviyesinde de olup
olmadiginin anlasilabilmesi icin cesitli canlilar kullanilarak in vivo arastirmalarin

yapilmas1 gerekmektedir.



20

KAYNAKLAR

Al-Dabbas, M.M., Al-Ismail, K., Kitahara, K.,Chishaki, N., Hashinaga, F.,
Suganuma, T. and Tadera, K. 2007. The effects of different inorganic salts, buffer
systems and desalting of Varthemia crude water extract on DPPH radical scavenging

activity. Food Chemistry, 104: 734-739.

Anonim, 2005. Sozlii goriisme, Aydin.

Anonim, 2006. Sozlii goriisme, Aydin.

Aslantiirk, O.S. 2003. Llikopenin kromozom hasarlarin1 degistirici etkilerinin
arastirilmasi, Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans

Tezi, Aydin.

Auroma, O.I. and Murcia, A. 1993. Evaluation of the antioxidant and prooxidant

actions of gallic acid and its derivates. J. Agric. Food Chem., 41:1880-8526

Avci, G., Kupeli, E., Eryavuz, A., Yesilada, E. and Kucukkurt, I. 2006.
Antihypercholesterolaemic and antioxidant activity assessment of some plants used

as remedy in Turkish folk medicine. Journal of Ethnopharmacology, 107: 418-423.

Aybeke, M., Olgun, G., Sidal, U., ve Kolankaya, D. 2000. Zeytinyag1 fabrikas1 atik
suyunun bugday (Triticum aestivum L.) kok ucu hiicrelerindeki mitoz boliinme ve

total protein miktari iizerine etkisi. Tiirk J. Biol., 24:127-140.



21

Bahgeci, Z. 1999. Molekiiler biyoloji. Ogrenci Kitabevi Yaymlari, Kirsehir.

Baloch, I.B,. Baloch, M.K. and Saqib, Q.N. 2008. Anti-tumor 12-deoxyphorbol
esters from Euphorbia ornigera. European Journal of Medicinal Chemistry, 43:

274-281.

Balunas, M.J. and Kinghorn, A.D. 2005. Drug discovery from medicinal plants. Life

Sciences, 78: 431-441.

Baser, K.H.C., 2002. Aromatic biodiversity among the flowering plant taxa of

Turkey. Pure Appl. Chem., 74(4): 527-545.

Baytop, T. 1999. Tiirkiye’de bitkiler ile tedavi (ge¢miste ve bugiin). Nobel Tip

Yaynevi, istanbul.

Bedoya, L.M., Sanchez-Palomino, S., Abad, M.J., Bermejo, P. and Alcami, J. 2001.
Anti-HIV activity of medicinal plant extracts. Journal of Ethnopharmacology, 77:

113-116.

Benli, M. ve Yigit, N. 2005. Ulkemizde yaygin kullanimi olan kekik (Thymus
vulgaris) bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi. Orlab On-Line Mikrobiyoloji

Dergisi, 3(7): 9-13. Erisim: [http://www.mikrobiyoloji.org/dergi.htm]

Betancur-Galvis, L.A., Morales, G.E., Forero, J.E. and Roldan, J. 2002. Cytotoxic
and antiviral activities of Colombian medicinal plant extracts of the Euphorbia

genus. Mem. Inst.Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 97(4): 541-546.



22

Bhattacharya, A., Kumar, M., Ghosal, S. and Bhattacharya, S.K. 2000. Effect of
bioactive tannoid principles of Emblica officinalis on ron-induced hepatic toxicity in

rats. Phytomedicine, 7: 173-175.

Bonet, B., Otero, P., Viana, M. and Herrera, E. 1996. Antioxidant and prooxidant
effects of vitamin C and flavonoids on LDL oxidation. Abstracts of papers, VIII
Biennial Meeting International Society for Free Radical Research, pp:75,

University of Barcelona, Spain.

Bors, W., Michel, C. and Stettmaier, K. 2001. Structure-activity relationships
governing antioxidant capacities of plant polyphenols. Methods in Enzymology,

335: 166-180.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E. and Berset, C. 1995. Use of free radical method

to evaluate antioxidant activity. Food Science and Technology, 28: 25-30.

Brian W.R. 2002. Isolation and structure elucidation of cytotoxic natural products
from Suriname and Madagascar. Master thesis, Virginia Polytechnic Institute and

State University. Erisim: [http://scholar.lib.vt.edu/theses/available/etd-11182002-

213441 /unrestricted/Chapter].pdf]

Burdall, S.E., Hnby, A.M., Lansdown, M.R.J. and Speirs, V. 2003. Breast cancer cell

lines: friend or foe? Breast Cancer Research, 5: 89-95.



23

Cai,Y., Luo,Q., Sun,M. and Corke, H. 2004. Antioxidant activity and phenolic
compounds of 112 traditional Chinese medicinal plants associated with anticancer.

Life Sciences, 74: 2157-2184.

Cao, G., Sofic, E. and Prior, R.L. 1997. Antioxidant and prooxidant behavior of
flavonoids: structure- activity relationships. Free Radical Biology and Medicine,

22(5):749-60.

Capecka, E., Mareczek, A. and Leja, M. 2005. Antioxidant activity of fresh and dry

herbs of some Lamiaceae species. Food Chemistry, 93: 223-226.

Chaabi, M., Freund-Michel, V., Frossard, N., Randriantsoa, A., Andriantsitohaina, R.
and Lobstein, A. 2007. Anti-proliferative effect of Euphorbia stenoclada in human

airway smooth muscle cells in culture. Journal of Ethnopharmacology, 109: 134-

139.

Cheng, Y.L., Lee, S.C., Lin, S.Z., Chang, W.L., Chen, Y.L., Tsai, N.M., Liu, Y.C,,
Tzao, C., Yu, D.S. and Harn, H.J. 2004. Anti-proliferative activity of Bupleurum
scrozonerifolium in A549 human lung cancer cells in vitro and in vivo. Cancer

Letters, 222: 183-193.

Chicca, A., Adinolfi, B., Martinotti, E., Fogli, S., Breschi, M.C., Pellati, F.,
Benvenuti, S. and Nieri, P. 2007. Cytotoxic effects of Echinacea root hexanic

extracts on human cancer cell lines. Journal of Ethnopharmacology, 110: 148-153.



24

Chung, K.T., Lu, Z. and Chou, M.W. 1998. Mechanism of inhibition of tannic acid
and related compounds on the growth of intestinal bacteria. Food and Chemical

Toxicology, 36: 1053-160.

Chung,Y.C., Chien,C.T., Teng, K.Y. and Chou, S.T. 2006. Antioxidative and
mutagenic properties of Zanthoxylum ailanthoides Sieb and zucc. Food Chemistry,

97: 418-425.

Collins, A.R., Ai-guo, M. and Duthie, S.J. 1995. The kinetics of repair of
oxidative DNA damage (strand breaks and oxidised pyrimidines) in human cells.

Mutat Res 336: 69-77.

Collins A.R., Dobson V.L., Duinska. M., Kennedy. G. and Stétina, R. 1997. The
comet assay: what can it really tell us?. Mutation Research Fundamental and

Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 375 (2), 183-193.

Collins, A. and Horvathova. E. 2001. Oxidative DNA damage, antioxidants and

DNA repair: Applications of the comet assay. Biochem. Soc. Trans., 29 (2):337-41.

Cordell, G.A. 1995. Changing strategies in natural products chemistry.

Phytochemistry, 40: 1585-1612.

Couladis, M., Tzakou, O., Verykokidou, E. and Harvala, C. 2003. Screening of some

Grek aromatic plants for antioxidant activity. Phytotherapy Research, 17: 194-195.

Cragg, G.M., Boyd, M.R., Cardellina, II. H.J., Newman, D.J., Snader, K.M. and

McCloud, T.G. 1994. Ethnobotany and drug discovery: the experience of the US



25

National Cancer Institute. In Ethnobotany and the Search for New Drugs. Ciba
Foundation Symphosium, (eds. Chadwick, DJ, Marsh, J) pp 178-196.Chichester,

UK: Wiley and Sons.

Cragg, G.M., Newman, D.J. and Snader, K.M. 1997. Natural products in drug

discovery and development. J. Nat. Prod., 60: 52-60.

Cam, M. ve Hisil, Y. 2006. Basinghi solvent ekstraksiyonu ve uygulamalari. Gida
Teknolojileri Elektronik Dergisi, 3: 79-86.

Erisim: [www.teknolojikarastirmalar.org]

Celik, E. ve Celik, G.Y. 2007. Bitki ugucu yaglarinin antimikrobiyal 6zellikleri.

Orlab Online Mikrobiyoloji Dergisi, 5(2): 1-6.

Erisim: [http://www.mikrobiyoloji.org/dergi.htm]

Cirak, C. ve Kevseroglu, K. 2004. Kantaron bitkisinin eski caglardan giiniimiize
kullanim sekilleri ile modern tiptaki yeri ve 6nemi. OMU Ziraat Fakiiltesi Dergisi,

19: 74-84.

Cimen, M.B.Y. 1999. Flavonoidler ve antioksidan 6zellikleri. T Klin Tip Bilimleri,

19: 296-304.

Dahanukar, S.A., Kulkarni, R.A. and Rege,N.N. 2000. Pharmacology of medicinal

plants and natural products. Indian Journal of Pharmacology, 32: 81-118.



26

De Carvalho, M.C., Barca, F.N., Agnez-Lima, L.F. and de Medeiros, S.R. 2003.
Evaluation of mutagenic activity in an extract of Pepper tree stem bark (Schinus

terebinthfolius Raddi). Environmental and Molecular Mutagenesis, 42: 185-191.

De Marco, A., Romanelli, M., Stazzi, M.A., and Vitagliano, E. 1986. Induction of
micronucleated cells in Vicia faba and Allium cepa root tips treated with NTA.

Mutat. Res., 171:145-148.

De Oliveira, A., Ribeiro-Pinto, L.F. and Paumgartten, F.J.R. 1997. In vitro inhibition
CYP2B1 monooxygenase by [-myrecene and other monoterpenoid compounds.

Toxicology Letters, 92(1):39-46.

Djeridane, A., Yousfi, M., Nadjemi, B., Vidal, N., Lesgards, J.F. and Stocker, P.
2006. Screening of some Algerian medicinal plants fort he phenolic compounds and

their antioxidant activity. Eur. Food Res. Technol., 224: 801-809.

Di Gianni, L.M., Garber, J.E. and Winer, E.P. 2002. Complementary and alternative
medicine use among women with breast cancer. Journal of Clinical Oncology,

20(18): 34-38.

Dogan, H. ve Zaman, H. 1997. Serbest oksijen radikalleri (Bitirme 6devi). Firat

Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii.

Draper, L. 2006. Breast cancer: trends, risks, treatments, and effects. AAOHN J., 54:

452-453.



27

Eisenbrand, G., Pool-Zobel, B., Baker, V., Balls, M., Blaauboer, B.J., Boobis, A.,
Carere, A., Kevekordes, S., Lhuguenot, J.C., Pieters, R. and Kleiner, J. 2002.

Methods on in vitro toxicology. Food. Chem. Toxicol., 40: 193-236.

El-Desouky, S.K., Ryu, S.Y. and Kim,Y.K. 2007. Piperazirum, a novel bioactive

alkaloid from Arum palaestinum Boiss. Tetrahedron Letters, 48: 4015-4017.

Erbas, M. 2006. Yeni Bir Gida Grubu Olarak Fonksiyonel Gidalar. Tiirkiye 9. Gida

Kongresi Bildirileri, (24-26 Mayis 2006), 791-794s, Bolu.

Exarchou, V., Nenadis, N., Tsimidou, M., Gerothanassis, I.P., Troganis, A. and
Boskou, D. 2002. Antioxidant activities and phenolic composition of extracts from
Greek oregano, Greek sage and summer savory. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 46: 4107-4112.

Evandri, M.G., Battinelli, L., Daniele, C., Mastrangelo, S., Bolle, P. and Mazzanti,
G., 2005. The antimutagenic activity of Lavandula angustifolia (lavender) essential

oil in the bacterial reverse mutation assay. Food Chem. Toxicol., 43(9):1381-1387.

Fornelli, F., Minervini, F. And Logrieco, A. 2004. Cytotoxicity of fungal metabolites
to lepidopteran (Spodoptera frugiperda) cell line (SF-9). Journal of Invertebrate

Pathology, 85: 74-79.

Gali-Muhtasib, H.U., Younes, I.H., Karchesy, J.J. and El-Sabban, M.E. 2001. Plant
tannins inhibit the mduction of aberrant crypt foci and colonic tumors by 1,2-

dimethylhydrazine in mice. Nutrition Cancer, 39: 108-116.



28

Galloway, S.M., Miller, J.E., Armstrong, M.J., Bean, C.L.,Skopek, T.R. and Nichols,
W.W. 1998. DNA synthesis inhibition as an indirect mechanism of chromosome
aberrations: comparison of DNA-reactive and non-DNA-reactive clastogens.

Mutation Research, 400: 169-186.

Galloway, S.M. 2000. Cytotoxicity and chromosome aberrations in vitro: Experience
in industry and the case for an upper limit of toxicity in the aberration assay.

Environmental and Molecular Mutagenesis, 35: 191-201.

Goffin, E., Proenca da Cunha, A., Ziemons, E., Tits, M., Angenoti L. and Frederich,
M. 2003. Quantification of tagitinin C in Tithonia diversifolia by reversed-phase

high-performance liquid chromatography. Phytochemical Analysis, 14: 378-380.

Gomes-Carneiro, M.R., Viana, M.E., Felzenszwalb, I., and Paumgartten, F.J. 2005.
Evaluation of beta-myrecene, alpha-terpinene and (+)- and (-)-alpha-pinene in the

Salmonella/microsome assay. Food and Chem. Toxicol., 43(2):247-52.

Giiney, O., Canbilen, A., Konak, A. and Acar, O. 2003. The effects of folic acid in
the prevention of neural tube development defects caused by phenytoin in early

chick embryos. Spine, 28(5): 442-445.

Giirbiiz, I., Ustiin, O., Yesilada, E., Sezik, E. and Akyiirek, N. 2002. In vivo
gastroprotective effects of five Turkish folk remedies against ethanol-induced

lesions. Journal of Ethnopharmacology, 83: 241-244.



29

Giirdol, F. 2002. Kimyasal Karsinojenez. Klinik Biyokimya ve Kanser

Sempozyumu Bildiri Kitabi, pp. 32-33.

Haba, H., Lavaud, C., Harkat, H., Magid, A.A., Marcourt, L. and Benkhaled, M.
2007. Diterpenoids and triterpenoids from Euphorbia guyoniana. Phytochemistry,

68: 1255-1260.

Hadi,S.M., Asad,S.F., Singh,S. and Ahmad,A. 2000. Putative mechanism for anti-
cancer and apoptosis-inducing properties of plant derived polyphenolic compounds.

IUBMB Life, 50: 167-171.

Hartwell, J.L. 1982. Plants used against cancer. Lawrence, MA: Quarterman, pp,

438.

Havsteen, B., 1983. Commentary: flavonoids, a class of natural proucts of high

pharmacological potency. Biochemical Pharmacology, 32: 1141-1148.

Henderson, J.W. and Donatelle, R.J. 2004. Complementary and alternative medicine
use by women after completion of allopathic treatment for breast cancer. Alternative

Therapies in Health And Medicine, 10(1):52-7.

Heinonen, M., Lehtonen, P.J. and Hopla, A. 1998. Antioxidant activity of berry and

fruit wines and liquor. Journal of Agricultural Food Chemistry, 48: 25-31.

Herndndez, M.M., Heraso, C., Villareal, M.L., Vargas-Arispuro,l. and Aranda, E.
1999. Biological activities of crude plant extracts from Vitex trifolia L.

(Verbenaceae). Journal of Ethnopharmacology, 67: 37-44.



30

Hirobe, C., Palevitch, D., Takeya, K. and Itokawa, H. 1994. Screening test for
antitumor activity of crude drugs (IV) studies on cytotoxic activity of Israeli

medicinal plants. Natural Medicines, 48: 168-170.

Hirobe, C., Qiao, Z.S., Takeya, K. and Itokawa, H. 1997. Cytotoxic flavonoids from

Vitex agnus-castus. Phytochemistry, 46: 521-524.

Hirobe, C. and Kunio, O. 2000. Cytotoxic effect of Vitex agnus-castus extract on
human cultured uterine cervical fibroblasts and breast and ovarian cancer cells. Acta

Obstetrica et Gynaecologica Japonica, 52(10): 1449-1456.

Hobbs, C. 1996. Vitex: The woman’s herbs (2nd ed). CA: Botanica Press.

Hohmann, J., Forgo, P., Csupor, D. and Schlosser, G. 2003. Isolation and structure
determination of new jatrophane diterpenoids from FEuphorbia platyphyllos L.

Helvetica Chimica Acta, 86: 3386-3392.

Hsieh, T., Wu, P., Park, S. and Wu, J.M. 2006. Induction of cell cycle changes and
modulation of apoptogenic/anti-apoptotic and extracellular signaling regulatory
protein expression by water extracts of I'm-Yunity™ (PSP). BMC Complementary

and Alternative Medicine, 6: 30.

Imai, M., Kikuchi, H., Denda, T., Ohyama, K., Hirobe, C. and Toyoda, H. 2009.
Cytotoxic effects of flavonoids against a human colon cancer derived cell line,

COLO 201: a potential natural anti-cancer substance. Cancer Letters, 276: 74-80.



31

Itharat,A., Houghton, P.J., Eno-Amooquaye, E., Burke, P.J., Sampson, J.H. and
Roman, A. 2004. in vitro cytotoxic activity of Thai medicinal plants used

traditionally to treat cancer. Journal of Ethnopharmacology, 90: 33-38.

Ivanova, D., Gerova, D., Chervenkov,T. and Yankova,T. 2005. Polyphenols and
antioxidant ~ capacity = of  Bulgarian medicinal plants.  Journal of

Ethnopharmacology, 96: 145-150.

Ipek, E., Zeytinoglu, H., Okay, S., Tiiylii, B.A., Kiirkciioglu, M., and Baser, K.H.C.
2005. Genotoxicity and antigenotoxicity of Origanum oil and carvacrol evaluated by

Ames Salmonella/microsomal test. Food Chemistry, 93:551-556.

Jain, A., Katewa, S.S., Galav, P.K. and Nag, A. 2007. Unrecorded ethnomedical uses
of biodiversity from Tadgarh-Raoli wildlife sanctuary, Rajasthan, India. Acta

Botanica Yunnanica, 29 (3): 337-344.

Jayaprakasha, G.K., Girennavar, B. and Patil, B.S. 2008. Radical scavenging
activities of Rio red grapefruits and sour orange fruit extracts in different in vitro

model systems. Bioresource Technology, 99: 4484-4494.

Jensen, W.B.J. 2009. The origin of the “Delta” symbol for fractional charges. Chem.

Educ., pp. 86, 545.

Kaileh, M., Berghe, W.V., Bone, E., Essawi, T. and Haegeman, G. 2007. Screening
of indigenous Palestinian medicinal plants for potential anti-inflammatory and

cytotoxic activity. Journal of Ethnopharmacology, 113: 510-516.



32

Kirbag, S. 1999. Hypericum perforatum L. un degisik ekstraktlarinin antimikrobiyal

aktivitesi. Journal of Qafqaz University, 2(1): 102-108.

Kim, R.S., Zaborniak,C.L.F., Begleiter,A. and La Bella, F. 1992. Antiproliferative
properties of aminosteroid antioxidants on cultured cancer cells. Cancer Letters,

64(1): 61-66.

Klaude M., Eriksson. S., Nygren. J. and Ahnstrom. G. 1996. The comet assay:
mechanisms and technical considerations. Mutation Research/DNA Repair, 363

(2), 89-96.

Lacroix,M., Toillon, R.A. and Leclerq, G. 2006. p53 and breast cancer, an update.

Endocrine Related Cancer, 13: 293-325.

Lambertini, E., Piva, R., Khan, M.T.H., Lampronti, I., Bianchi, N., Borgatti, M. and
Gambari, R. 2004. Effects of extracts from Bangladeshi medicinal plants on in vitro
proliferation of human breast cell lines and expression of estrogen receptor gene.

International Journal of Oncology, 24: 419-423.

Lee, J.Y., Hwank, W.I. and Lim, S.T. 2004. Antioxidant and anticancer activities of
organic extracts from Platycodon grandiflorum A. De Candolle roots. Journal of

Ethnopharmacology, 93: 409-415.

Lee, J.C., Lee,K.Y., Son,Y.O., Choi, K.C., Kim,J., Truong,T.T. and Jang,Y.S. 2005.
Plant-originated glycoprotein, G-120, inhibits the growth of MCF-7 cells and induces

their apoptosis. Food and Chemical Toxicology, 43(6): 961-968.



33

Levenson, A.S. and Jordan, V.C. 1997. MCEF-7: the first hormone-responsive breast

cancer cell line. Cancer Research, 57: 3071-3078.

Li, T.S.C. 2002. Medicinal Plants. Culture, Utilization and Phytopharmacology.

CRC Press LLC. Boca Raton, pp. 8-50, Florida, USA.

Liao, W., McNutt, M.A. and Zhu, W.G. 2009. The comet assay: A sensitive method

for detecting DNA damage in individual cells. Methods, 48: 46-53.

Lin, C.C., Hsu, Y.F.,, Lin, T.C. and Hsu, H.Y. 2001. Antioxidant and
hepatoprotective effects of punicalagin and punicalin on acetaminophen-induced

liver damage in rats. Phytotherapy Research, 15: 206-121.

Ljubuncic, P., Azaizeh, H., Portnaya, 1., Cogan, U., Said, O., Saleh, K.A. and
Bomzon, A. 2005. Antioxidant activity and cytotoxicity of eight plants used in

traditional Arab medicine in Israel. Journal of Ethnopharmacology, 99: 43-47.

Lu, Z.Q., Yang, M., Zhang, J.Q., Chen, G.T., Huang, H.L., Guan, S.H., Ma, C., Liu,
X. and Guo, D.A. 2008. Ingenane diterpenoids from Eyphorbia esula.

Phytochemistry, 69: 812-819.

Matthew, R. and White, E. 2006. FLIPping the balance between apoptosis and

proliferation in thyroid cancer. Clinical Cancer Research, 12: 3648-3651.

Michaelis, F., Tiligada, E., Skaltska, H., Lazari, D., Skaltsounis, A.L. and Delitheos,

A., 2002. Effect of the flavonoid pilloin 1solated from marrubium cylleneum on



34

mitogen-induced lymphocyte transformation. Pharmaceutical Biology, 40(4): 245-

248.

Migliore, L., Baraler, B.E. and Giorgelli F. 1990. Minnunni M., Scarpato R. and
Loprieno N.: Genotoxicity of emthyglyoxal: cytogenetic damage in human

lymhocytes in vitro and intestinal cells of mice. Carcin., 11(9):1503-1507).

Miliauskas, G., Venskutonis, P.R. and van Beek, T.A. 2004. Screening of radical
scavenging activity of somemedicinal and aromatic plant extracts. Food Chemistry,

85:231-237.

Moran, J.F., Klucas, R.V., Grayer, R.J., Abiyan, J. and Becana, M. 1997. Complexes
of iron with phenolic compounds from soybean nodules and other legume tissues:
Prooxidant and antioxidant properties. Free Radical Biology and Medicine,

22(5):861-70.

Morel, 1., Lescoat, G., Cillard, P. and Cillard, J. 1994. Role of flavonoids and iron

chelation in antioxidant action. Methods Enzymol., 234: 437-443.

Mosaddik, M.A. 2003. in vitro cytotoxicity of tanshinones isolated from Salvia
miltiorrhiza Bunge against P388 lymphocytic leukemia cells. Phytomedicine, 10:

682-685.

Mukhtar, H., Das, M., Khan, W.A. and Bik, D.P. 1988. Exceptional activity of tannic

acid among naturally occurring plant phenols in protecting against 7,12-



35

dimethybenz(a)anthracene-, benzo(a)pyrene-, 3-methylcholanthrene-, and N-methyl-

N-nitrosourea-induced skin tumorigenesis in mice. Cancer Res, 48: 2361-2365

Nabholtz, J.M., Reese, D.M., Lindsay, M.A. and Riva, A. 2002. Docetaxel in the

treatment of breast cancer: an update on recent studies. Semin. Oncol, 29: 28-34.

Nagakawa, T. and Yokozawa, T., 2002. Direct scavenging of nitric oxide and

superoxide by green tea. Food and Chemical Toxicology, 40: 1745-1750.

Navo, M.A., Phan, J., Vaughan, C., Palmer, J.L., Michaud, L., Jones, K.L., Bodurka,
D.C., Engquist, K.B., Hortobagyi, G.N., Kavanagh, J.J. and Smith, J.A. 2004. An
assessment of the utilization of complementary and alternative medication in women
with gynecologic or breast malignancies. Journal of Clinical Oncology, 22(4): 671-

677.

Newman, D.J., Cragg, G.M. and Snader, K.M. 2000. The influence of natural

products upon drug discovery. Natural Products Reports, 17: 215-234.

Odenthal., K.P. 1998. Vitex agnus-castus L., traditional drug and actual indications.

Phytotherapy Research, 12: 160-161.

Ohyama, K., Akaike, T., Hirobe, C. and Yamakawa, T. 2003. Cytotoxicity and
apoptotic inducibility of Vitex agnus-castus fruit extract in cultured human normal

and cancer cells and effect on growth. Biol. Pharm. Bull., 26(1): 10-18.

Ohyama, K., Akaike, T., Imai, M., Toyoda, H., Hirobe, C. and Bessho, T. 2005.

Human gastric ring carcinoma (KATO-III) cell apoptosis induced by Vitex agnus-



36

castus fruit extract through intracellular oxidative stres. The International Journal

of Biochemistry and Cell Biology, 37: 1496-1510.

Okwu, D.E. 2005. Phytochemicals, vitamins and mineral contents of two Nigerian
medicinal plants. International Journal of Molecular Medicine and Advance

Sciences, 1(4): 375-381.

Osborne, C.K., Hobbs, K. and Trent, J.M. 1987. Biological differences among MCF-
7 human breast cancer cell lines from different laboratories. Breast Cancer

Research and Treatment, 9: 111-121.

Oskay, M., Aktas, K. sar1, D. ve Azer,C. 2007. Asphodelus aestivus (Liliaceae) un
antimikrobiyal etkisinin cukur ve disk difiizyon yontemiyle karsilastrmali olarak

belirlenmesi. Ekoloji, 16(62): 62-65.

Panovska, T.K., Kulevanova, S. and Stefova, M. 2005. In vitro activity of some

Teucrium species (Lamiaceae). Acta Pharm., 55: 207-214.

Pillai, G.R., Srivastava, A.R., Hassanein, T.I., Chauan, D.P. and Carrier, E. 2004.
Induction of apoptosis in human lung cancer cells by curcumin. Cancer Letters,

208, 163-170.

Pitarque, M., Creus, A., Marcos, R., Hughes, J.LA and Anderson, D. 1999.
Examination of various biomarkers measuring genotoxic endpoints from Barcelona

airport personel. Mutat. Res., 440: 195-204



37

Pourmorad, F., Hosseinimehr, S.J. and Shahabimajd, N. 2006. Antioxidant activity,

phenol and flavonoid contents of some selected Iranian medicinal plants. African

Journal of Biotechnology, 5 (11): 1142-1145.

Rates, S.M.K. 2001. Plants as source of drugs. Toxication, 39: 603-613.

Rice-Evans, C.A., Miller, N.J. and Paganga, G. 1996. Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radic. Biol. Med., 20(7): 933-

956.

Roscetti, G., Franzese, O., Comandini, A. and Bonmassar, E. 2004. Cytotoxic
activity of Hypericum perforatum L. on K562 erythroleukemic cells: Differential
effects between methanolic extract and hypericin. Phytotherapy Research, 18: 66-

72.

Russo, A., Cardile, V., Lombardo, L., Vanella, L., Vanella, A. and Garbarino, J.A.
2005. Antioxidant activity and antiproliferative action of methanolic extract of Geum

quellyon sweet roots in human tumor cell lines. Journal of Ethnopharmacology,

100: 323-332.

Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Daire Baskanligi,

http://www.kanser.gov.tr/index.php?cat=11

Saglik, S., Alpmnar, K. and Imre, S. 2002. Fatty acid composition of Dracunculus
vulgaris Schott.(Araceae) seed oil from Turkey. J. Pharm. Pharmaceut. Sci., 5(3):

231-233.



38

Sénchez-Moreno, C., Larrauri, J.A. and Saura-Calixto, F. 1998. A procedure to

measure the antiradical efficiency of polyphenols. J. Sci. Agric., 76: 270-276.

Sasaki, Y.F., Kawaguchi, S., Kamaya, A., Ohshita, M., Kabasawa, K., Iwama, K.,
Taniguchi, K. and Tsuda, S. 2002. The comet assay with 8 mouse organs: results

with 39 currently used food additives. Mutat Res., 519 (1-2): 103-119.

Se¢men, O., Gemici, Y., Gork, G., Bekat, L. ve Leblebici, E. 1998. Tohumlu

Bitkiler Sistematigi, Ege Univ. Fen. Fak. Kitaplar Serisi, No: 116, {zmir.

Simstein, R., Burow, M., Parker, A., Weldon, C. and Beckman, B. 2003. Apoptosis,
chemoresistance and breast cancer: Insights from the MCF-7 cell model system.

Exp. Biol. Med., 228: 99501003.

Singh, N.P., McCoy, M.T., Tice,R.R. and Schneider,E.L. 1988. A simple technique
for quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Exp. Cell Res.,

175:184-191.

Son, Y.O., Kim, J., Kim, J.C., Chung, Y., Chung, G.H. and Lee, J.C. 2003. Ripe
fruits of Solanim nigrum L. inhibits cell growth and induces apoptosis in MCF-7

cells. Food and Chemical Toxicology, 41: 1421-1428

Steenkamp, V., Grime, H., Semano, M. and Gulumian, M., 2005. Antioxidant and
genotoxic properties of South African herbal extracts. Mutation Research, 581: 35-

42.



39

Simsek, I., Aytekin, F., Yesilada,E. ve Yildirimli, S. 2002. Anadolu’da halk arasinda
bitkilerin kullanihis amaclar1 iizerinde etnobotanik bir calisma. 14. Bitkisel Ilac

Hammaddeleri Toplantis1 Bildirileri, (29-31 Mayis 2002), 434-457, Eskisehir.

Taylor, J.L.S., Elgorashi, E.E., Maes, A., Van Gorp, U., De Kimpe, N., Van
Puyvelde, L., Van Staden, J. and Verschaeve, L. 2003. Investigating the safety of
plants used in South African traditional medicine-testing for genotoxicity in the

micronucleus and alkaline Comet assays. Environmental and Molecular

Mutagenesis, 42: 144-154.

Tice, R.R. 1995. The single cell gel/Comet assay: a microgel electrophoretic
technique fort he detection of DNA damage and repair in individual cells. In: Philips,
D.H. and Venitt, S. (Eds.), Environmental Mutagenesis, Bios. Scientific

Publications, Oxford, UK, pp. 315-339.

Tice, R.R., Agurell, E., Anderson, D., Burlinson, B., Hartmann, A., Kobayashi, H.,
Miyamae, Y., Rojas, E., Ryu, J.C. and Sasaki, Y.F.2000. Single cell gel/Comet
Assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environ. Mol.

Mutagen., 35: 206-221.

Tominaga, H., Kobayashi,Y., Goto, T., Kasemura, K. and Nomura, M. 2005. DPPH
radical-scavenging effect of several phenylpropanoid compounds and their glycoside

derivatives. Yakugaku Zasshi, 125(4): 371-375

TUBITAK-Taksonomik tiir veritabani. http://bioces.tubitak.gov.tr/




40

Ucar, E.O., Karagoz, A. and Arda, N. 2006. Antioxidant activity of Viscum album

ssp. album. Fitoterapia, 77: 556-560.

Valadares, M.C., Carrucha,S.G., Accorsi, W. And Queiroz, M.L.S. 2006. Euphorbia
tirucalli L. modulates myelopoesis and enhances the resistance of tumour-bearing

mice. International Immunopharmacology, 6: 294-299.

Velioglu,Y.S., Mazza, G., Gao, L. and Oomah, B.D. 1998. Antioxidant activity and
total phenolics in selected fruits, vegetables and grain products. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 46(10): 4113-4117.

Verschaeve, L., Kestens,V., Taylor, J.L..S., Elgorashi, E.E., Maes, A., Van Puyvelde,
L., De Kimpe, N. and Van Staden, J. 2004. Investigation of antiMutagenic effects of

selected South African medicinal plant extracts. Toxicology in Vitro, 18:29-35.

Verschaeve, L. and Van Staden, J. 2008. Mutagenic and antimutagenic properties of
extracts from South African traditional medicinal plants. Journal of

Ethnopharmacology, 119: 575-587.

Visioli, F., Borsani, L. and Gali, C. 2000. Diet and prevention of coronary heart

disease: the potential role of phytochemicals. Cardiovasc. Res., 47: 149-425.

Vogelstein, B and Kinzler, K.W. 2002. The genetic basis of human cancer. Mc-

Graw-Hill Companies, pp: 1-566, USA.



41

Vunda¢, V.B., Brantner A.H. and Plazibat, M. 2007. Content of polyphenolic
constituents and antioxidant activity of some Stachys taxa, Food Chemistry, 104:

1277-128]1.

Weisskopf, M., Schaffner, W., Jundt, G., Sulser, T., Wyler, S. and Tullberg-Reinert,
H. 2005. A Vitex agnus-castus fruit extract inhibits cell growth and induces apoptosis

in prostate epithelial cell lines. Planta Medica, 1: 910-916.

Weston, A. and Haris, C.C. 2003. Cancer medicine. BC Dercker Inc., Hamilton,
London. Elektronik Kitap.

Erisim: [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=cmed6.section.4997]

Whelan, L.C. and Ryan, ML.F. 2003. Ethanolic extracts of Euphorbia and other
ethnobotanical species as inhibitors of human tumour cell growth. Phytomedicine,

10: 53-58.

Williams, G.M. 1989. Methods for evaluating chemical genotoxicity. Ann. Rev.

Pharmocol. Toxicol., 29:189-211.

Wu, J.T., Chiang, Y.R., Huang , W.Y. and Jane, W.N. 2006. Cytotoxic effects of free
fatty acids on phytoplankton algae and cyanobacteria. Aquatic Toxicology, 80: 338-

345.

Yen, G.C., Chen, H.Y. and Peng, H.H. 1997. Antioxidant and pro-oxidant effects of

various tea extracts. J. Agric. Food Chem. 45:30-34.



42

Yue, Z. and Shu, U. 1998. Recent natural products based drug development: a

pharmaceutical industry perspective. Journal of Natural Product, 61: 1053-1071

http://www.roche.com (Erisim Tarihi: 21.02.2005)



43

OZ GECMI$S

KIiSISEL BiLGILER

Ad1 Soyadi : Ozlem Sultan ASLANTURK

Dogum Yeri ve Tarihi : Aydin—-02.01.1977

EGITiM DURUMU

Lisans Ogrenimi : Hacettepe Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Ogretmenligi, 1995-2000

Yiiksek Lisans Ogrenimi : Adnan Menderes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali, 2000-2003

Bildigi Yabanci Diller : Almanca ve Ingilizce

BILIMSEL FAALIYETLERI

a) Yaymlar
- SCI

Askm Celik, T ve O.S. Aslantiirk, “Investigation of Cytotoxic Genotoxic effects of
Ecballium elaterium juice based on allium test,” Methods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacology, 31(9), 591-596 (2009).

Aslantiirk, O.S ve T.Askin Celik, “Capparis spinosa L. Aqueous Extract: Genotoxic
and Antimutagenic Effects on the Allium cepa L. Root Tip Meristem Cells”,
Caryologia, 62(2), 114-123 (2009).

Askin Celik,T ve O.S. Aslantiirk, “Cytotoxic and genotoxic effects of Lavandula
stoechas aqueous extracts,” Biologia, 62(3), 292-296 (2007).

Aslantiirk, O.S ve T.Askin Celik, “Protective Effect of Lycopene on Ethyl Methane
Sulfonate induced Chromosome Aberrations in Allium cepa,” Caryologia, 59(3),
220-225 (2006).

Askm Celik,T ve O.S.Aslantiirk, “Anti-mitotic and Anti-mutagenic Effects of
Plantago lanceolata Aqueous Extract on Allium cepa Root Tip Meristem Cells,”
Biologia, 61(6), 693-697 (2006).

- Diger
Aslantiirk, O.S ve T. Askin Celik, “Preventive Effect of Lycopene on Chromosome

Aberrations in Allium cepa,” Pak. Journal of Biological Sciences, 8(3),482-486
(2005).



44

b) Bildiriler

- Uluslar arasi

Askin Celik T., O.S. Aslantiirk , D.A. Uygun, “Determination of Total Phenolic
Content and Antioxidant Activity of Strawberry Trees, 'Arbutus unedo Fruits” ,
International Symposium on Food, Nutrition and Cancer, Izmir, 17/04/2008 (poster
bildiri).

Askin Celik T., 0.S. Aslantiirk ,“Investigation of Antioxidant Activity in The
Leaves of Some Edible Plants”, International Symposium on Food, Nutrition and
Cancer, [zmir, 17/04/2008. (poster bildiri)

Askin Celik T ve O.S. Aslantiirk, “Cytotoxic and Genotoxic Effects of Ecballium
elaterium Fruit Juice on Onion (Allium Cepa L) Root-Tip Cells,” 6" AFMC
International Medicinal Chemistry Symposium, Drugs of the Future, Vol.32,
Suppl.A. 59-60. Istanbul, 2007. (poster bildiri)

- Ulusal

Askin Celik T., O.S. Aslantiirk., “Lambda-Cyhalothrin ve Dimethoate Karisimmin
Insan Periferal Kan Lenfositleri Uzerindeki Sitotoksik ve Genotoksik Etkisinin
Arastirilmas1” IX. Ulusal Ekoloji ve Cevre Kongresi Bildiri Ozetleri Kitab, S: 344,
Nevsehir, 9/10/2009 (poster bildiri).

Aslantiirk O.S., Askin Celik T., “Baz1 Pestisid Karisimlarinin Insan Periferal Kan
Lenfositleri Uzerinde Olusturdugu Sitotoksik ve Genotoksik Etkiye Kars1 Likopenin
Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi” IX. Ulusal Ekoloji ve Cevre Kongresi Bildiri
Ozetleri Kitabu, S: 299, Nevsehir, 9/10/2009 (poster bildiri).

Aslantiirk O.S., Askin Celik T., “Vitex Agnus-Castus Tohumlarmin MCF-7 Meme
Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Trypan Blue Exclusion ve Comet

Assay Yontemleri ile Arastirilmasi”, 7. Uluslararasi Katilimli Tiirk Toksikoloji
Dernegi Kongresi, 30/05/2009 (sozlii bildiri).

Aslantiirk O.S.,ve Askin Celik T., “Biberiye (Rosmarinus officinalis L) ve Elma
Sirkesinin Sa¢ Boyamasinda Oksidasyon Islemi I¢in Kullanilan Hidrojen Peroksit’i
Siiptiriicti Aktivitelerinin Belirlenmesi”,VIII. Ulusal Ekoloji ve Cevre Kongresi,
21/10/2008 (poster bildiri).

Askm Celik T., ve O.S. Aslantiirk, “Lavanta (Lavandula angustifolia L) Sulu
Ekstraktinin Hidrojen Peroksit’i Siipiiriicii Aktivitesinin Belirlenmesi”, VIII. Ulusal
Ekoloji ve Cevre Kongresi, 21/10/2008. (poster bildiri).

Askmn Celik T., ve O.S. Aslantiirk , ”Inula viscosa (L.) Aiton Yaprak Ekstraktinin
Antioksidan Aktivitesinin ve Allium cepa Kok Ucu Hiicreleri Uzerindeki Genotoksik



45

ve Sitotoksik Aktivitesinin Arastirilmasi”,19.Ulusal Biyoloji Kongresi, 26/06/2008.
(poster bildiri).

Aslantiirk,0.S. ve T. Askin Celik, “Kebere (Capparis spinosa)’nin Antimitotik ve
Antimutagenik Aktivitesinin  Allium Test ile Belirlenmesi,” 18.Ulusal Biyoloji
Kongresi, Bildiri Ozeti Kitabi, S:256, Kusadasi, 26/06/2006. (poster bildiri).

Askm Celik, T. ve 0.S. Aslantiirk, “Karabas Otu (Lavandula stochas L.)’n1.1.n in
vitro Sitotoksik ve Genotoksik Aktivitesi,” 18.Ulusal Biyoloji Kongresi, Bildiri Ozeti
Kitabi, S:257, Kusadasi, 26/06/2006. (poster bildiri).

Aslantiirk,0.S. ve T.Askin Celik, “Likopenin Kromozom Hasarim Onleyici
Etkisinin Arastirilmasi,” XVII. Ulusal Biyoloji Kongresi, Bildiri Ozeti Kitaba,
S:35,Adana, 24/06/2004. (sozlii bildiri).

Aslantiirk, 0O.S. ve T. Askin Celik, “Serbest Radikaller, Antioksidanlar ve Kanser

Arasindaki {liski,” Klinik Biyokimya ve Kanser Sempozyumu, Bildiri Ozeti Kitabu,
S:112-113, Bursa, 26/09/2002. (poster bildiri).

a) Projeler

- Likopenin Kromozom Hasarlarin1 Degistirici Etkisinin Arastiriimas1 (FEF-02011)
(Arastirici)

- Aydin Yoresi’'nde Kullanilan Bazi Tibbi Bitkilerin Antioksidant ve Sitotoksik
Etkilerinin Arastirilmast (FEF-07011) (Arastiric1)-Devam ediyor.

- Baz1 Tibbi Bitki Ekstraktlarinin insan Kromozomlar1 Uzerindeki in vitro Etkisinin
Arastirilmast (FEF-07014). (Arastirict)

IS DENEYIMIi

Calistigi Kurumlar ve Y1l : Adnan Menderes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Arastirma Gorevlisi 2001-

ILETISIM

E-posta Adresi : osaslanturk @adu.edu.tr, ozlemaslanturk @hotmail.com

Tarih



