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OZET

KLOROJENIK ASIDIN INSAN SERVIKAL KANSER HUCRELERI
(HeLa) UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKISININ ARASTIRILMASI

Bur¢ak YAVUZ

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK
2016, 105 sayfa

Bu ¢alismada klorojenik asidin (KA) farkli konsantrasyonlarinin (100 pg/mL, 150
ug/mL, 300 ug/mL ve 500 pg/mL) tek basina ve Tekamen (40 pg/mL) ile birlikte
farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saat) insan servikal kanser (HeLa) hiicre hatt1 ve
insan periferal lenfositleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi MTT ve WST-8
canlilik testleri ile belirlenmistir. Calismada negatif kontrol olarak sadece besiyeri
iceren HeLa hiicreleri, ¢oziicli kontrol olarak KA’ nin ¢oziiciisii %0.1°1ik DMSO
ve pozitif kontrol olarak da Tekamen kullanilmistir. KA muamelesinin HelLa
hiicreleri iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi ortaya cikmustir.
KA+Tekamen karisiminin, HeLa hiicreleri iizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin
KA’nin gosterdigi sitotoksik etkiden daha fazla oldugu goriilmistiir.
KA-+Tekamen karigiminin sitotoksik etkisi kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda
aradaki fark istatistiki a¢idan anlamli bulunmustur (p<0.05). KA ile muamele
edilen periferal lenfositlerde, KA’nin énemli bir sitotoksik etkisinin olmadigi,
KA+Tekamen karigiminin ise, KA’nin tek bagma gosterdigi sitotoksik etkiden
daha fazla etkiye sahip oldugu gorilmistir. KA ve KA+TE karigiminin
uygulanmasi sonucunda HeLa hiicreleri {izerinde meydana gelen % sitotoksisitesi;
MTT canlilik testi ile elde edilen veriler WST-8 canlilik testinden elde edilen
verilerden daha yiiksek oldugunu goriilmiistiir. Benzer sekilde tek basina KA ve
KA+Tekamen karigiminin uygulanmasinda, periferal lenfositlerde MTT ve WST-8
canlilik testi sonucunda birbirinden farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir.

Anahtar Kelimeler: Canlilik testleri, HelLa hiicresi, insan servikal kanseri,
klorojenik asit, sitotoksik etki, Tekamen






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECT ON HUMAN
CERVICAL CANCER CELLS (HeLa) OF CHLOROGENIC ACID

Bur¢ak YAVUZ

M. Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tiilay ASKIN CELIK
2016, 105 pages

In this study, chlorogenic acid (KA) different concentrations (100 pg/mL, 150
pug/mL, 300 pg/mL ve 500 pg/mL) alone and Tekamen (40 pg/mL) with different
times (24, 48 and 72 hours) human cervical cancer (HeLa) cell line and human
peripheral lymphocytes vitro cytotoxic effects MTT and WST-8 was determined
with their viability tests. In this work HeLa that contain just medium has been as a
negative control and KA solution used as a control solvent containing %0.1 of
DMSO and Tekamen been used for positive control According to the result
obtained in both experiments the reactins of chlorogenic acid in HeLa cell did not
shows important cytotoxic effects. KA+Tekamen reaction has more cytotoxic
effect in HeLa cell than its effects when used alone. Comparing the cytotoxic
effects of KA+Tekamen in negative, positive and solvent control the statistical
differencies were found significant. (p<0.05). KA alone does not have important
cytotoxic effects in peripheral lymphocytes treatment, KA+Tekamen reactions
shows more cytotoxic effects than when used alone. Comparing the reaction
KA+Tekamen treatment with negative control, positive control and solvent control
the differencies has been statistically significant (p<0.05). The result of KA either
or KA+Tekamen mixture reaction, shows that the % cytotoxic in HeLa cells
including datas has been higher than the datas obtained in viability test of MTT
and the result obtained in WST-8 viability test. In the same way KA alone and
mixture of KA+Tekamen reactions the result of viability tests in peripheral
lymphocytes MTT and WST-8 appliyed to different periods has given different
results.

Key Words: Viability test, human cervical cancer, HeLa cell, chlorogenic acid,
cytotoxic effect, Tekamen
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler hastaliklarin Onlenmesi, sagligin siirdiiriilmesi ve
hastaliklarin  iyilestirilmesi igin ilag olarak geleneksel ve modern tipta
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda besin takviyeleri, bitkisel cay, tat, ¢esni olarak
beslenmede de genis bir kullanim alani bulmaktadir. Bu bitkilerin drog denilen
kurutulmus, belirli dl¢iide hazirlanmis bitki kisimlarindan (kok, kék-sap, yumru,
govde veya odunsu yapi, kabuk, yaprak, cicek, meyve, tohum ve herba)
yararlanilmaktadir. Bir c¢ok kullanim alani olan tibbi ve aromatik bitkiler
biyolojik, kiiltirel ve endiistriyel kaynaklardir. Bu kaynaklara olan talep son
yillarda olduk¢a artmis ve artmaya devam etmektedir. Bu bitkilerin degeri tip ve
saglik alaninda sentetik yolla elde edilen etkin maddelerine gore ¢ok yonlii etkiye
sahip olmalar1 ve yan etkilerinin bulunmamas1 gibi nedenlerle artmaktadir. Giiglii
ve tutarli epidemiyolojik kanitlar, bitkilerin kanser sikliginin azaltilmasinda ve
kanser kaynakli oliimlerin 6nlenmesinde kullanilan ilaglarin elde edilmesinde
birincil kaynaklar oldugunu dogrulamaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan
ilaglarin kanser hiicrelerinin yam sira saglikli hiicrelere de zarar verebilmesi
nedeni ile, basta bitkiler olmak {izere dogal kaynaklardan elde edilen, yan etkisi
olmayan alternatif ilaglarin arastirilmasi giderek 6nem kazanmaktadir.

Bitkiler topraktan aldiklari su, mineral ve bazi 6geleri kendi metabolizmalarinda
insan viicudunun 6ziimleyebilecegi bilesiklere doniistirmektedirler. Bunlar bitki
metabolizmasinda olusan agirlikli olarak kullanilan etken maddeler olarak bilinen
Ornegin; eterik yaglar (ugucu yaglar, esanslar), alkaloidler, tanenler ve aci
maddelerdir. Bitkilerin tirettigi dogal iirtinler olan primer ve sekonder metabolitler
dogrudan ve dolayli olarak endiistrinin en temel iirtinleridir. Bu etken maddeler
viicudun savunma giiclinii artirir, organlarin iglevlerini destekler ve/veya
iyilesmeyi hizlandirirlar. Bylece organizmadaki belirli dokularin ve organlarin

islevlerine olumlu etki yaparlar (Faydaoglu ve Stiriicioglu, 2011).

Bitki ekstrelerinden elde edilen dogal ilaglar, gogunlukla ¢ok énemli bir yan etkiye
sahip olmamakla birlikte, olumlu birden fazla etkiyi biinyelerinde tasimaktadirlar
ve bu durum onlar1 sentetik ilaglara gore daha cazip hale getirmektedir. Ozellikle
1990’11 yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin
bulunmasi, dogal iirlinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her
gecen giin arttirmaktadir (Bayram vd., 2010).



20. yilizyihin baglarinda teknolojik gelismelerin getirdigi yenilikler, sosyal ve
politik degisimler bitkilerin ila¢ olarak kullaniminin hizla azalmasina neden
olmustur. Ayni1 zamanda ilag sanayinde sentetik ilaglarmn tiretilmesi de bunda etkili
olmustur (Bayram vd., 2010). Gelismis {ilkeler ozellikle tedavide bitkisel
kaynaklara yonelmis durumdadirlar. Tedavide kullanilan ilaglarin 6nemli bir
kismini dogal kaynakli ilaglar olugturmaktadir. Dogal kaynakli ilaglarin kullanim
orani geligmis iilkelerde %60, gelismekte olan iilkelerde ise %4 civarindadir
(Anonim, Tibbi ve Aromatik Bitkiler Sektor Raporu, 2012). Diinya niifusunun
yaklagik %80’1 sagligina kavusmak icin geleneksel tibbi ve tibbi bitkileri
kullanmaktadir (Toksoy vd., 2010). Bugiin diinyada kullanilan tibbi ve aromatik
bitkilerin sayis1 Diinya Saglik Orgiitii’ne gére 20.000 civarindadir. Bunlardan
4.000 drog yaygin bir sekilde kullanilirken halen diinyada 2.000, Bat1 Avrupa’da
ise 500 kadar tibbi bitkinin ticareti yapilmaktadir.

Gilinlimiizde tibbi bitkiler piyasasinin yillik yaklagik 60 milyar dolarlik bir rakama
sahip oldugu tahmin edilmektedir (Kumar, 2009; Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011)
ve yillardir tibbi etkiye sahip bitkisel ilag¢ arastirmalar1 oldukga ilgi duyulan bir
arastirma alani haline gelmistir (Diken, 2009). Cogu bitki sentetik ila¢ yapiminda
biyoaktif ajan kaynagi olarak farmasétik endiistride ilaglarin 6nemli bir kaynagini
olusturmaktadir (Aboaba vd., 2006). Diinya Saglik Orgiiti (WHO), diinyada
yaklasik 4 milyar insanin (diinya niifusunun yaklasik %80°1) saglik sorunlarini ilk
etapta bitkisel droglarla gidermeye ¢aligtiklarini  bildirmektedir. Geligmis
iilkelerdeki regeteli ilaglarin yaklagik %25’ini bitkisel kokenli etken maddeler
(vimblastin, rezerpin, kinin, aspirin vb) olusturmaktadir (Farnsworth vd., 1985).
Ancak, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin gogunun biyolojik etkileri ve etki
mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala yetersizdir. Piyasada kanser
tedavisine yonelik bir¢ok ila¢ olmasina ragmen yeni, etkin ve dogal kaynaklardan
elde edilmis, genotoksisite ve apoptozis gibi mekanizmalar tizerindeki etkisi tespit
edilmis ilaglara halen biiytik ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1. Bitkilerde Bulunan Sekonder Bilesikler

Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikarak depolanan,
sadece besin olarak tiiketildikleri zaman insan sagligi i¢in yararll etkilerde
bulunan biyoaktif bilesiklere "bitki kimyasallari" (fitokimyasallar) denilmektedir
(Visioli vd., 2000). Fitokimyasallar bitkilerin kendilerine 6zgii renk, koku ve
tatlarinin olugmasinda etkili bir role sahiptir. Fitokimyasallar sahip olduklar



antioksidan aktiviteleri sayesinde birgok hastaliga kars1 koruyucu ve iyilestirici bir
etkiye sahiptirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallar saglik iizerindeki olumlu
etkilerini; biyokimyasal reaksiyonlarda substrat, enzimatik reaksiyonlarda ko-
faktor, bazi enzimatik reaksiyonlarin inhibitorli, bagirsaklarda zararli ve
istenmeyen maddeleri baglayip uzaklastiran absorban/sekestran, hiicre membrani
ve hiicre i¢inde bulunan reseptdrleri agonize veya antagonize eden ligandlar
olarak, reaktif toksik ajanlar1 yakalayarak, esansiyel besin dgelerinin absorbsiyon
ve stabilitesini artirarak, yararli gastro-intestinal bakterilerin ¢ogalmasini
arttirarak, yararli oral, gastrik ve intestinal bakteriler i¢in substratlar1 fermente
ederek ve zararli mikroorganizmalar1 inhibe ederek gostermektedirler (Anonim,
Fitokimyasallar.  http://www.kimyaevi.org/TR/Genel/Belge,  Erisim tarihi:
03.09.2014).

Fitokimyasallar; alkaloidler, glikozidler, tanenler, flavonoidler, saponinler gibi pek
cok gruba ayrilmaktadir (Liu, 2004) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi (Liu, 2004' ten diizenlenerek)




1.1.1. Alkaloidler

Sekonder kimyasal bitki icerikleri arasinda en genis grubu olan alkaloidlerin ¢ogu
oksijen iceren, peptid halkasinda radikallerle yer degistirebilen bir ya da daha fazla
hidrojen atomu bulunduran nitrojen bazli bilesiklerdir. Bu bilesiklerin en temel
ozelligi, alkali olmalart ve mavi turnusol kagidini kirmiziya c¢evirmeleridir.
Gunlimiizde fitokimyasal aragtirmalarla tanimlanan ve farmakolojik agidan 6nemli
olan 12000’in iizerinde alkaloid bulunmaktadir ve bunlara her giin yeni bir
alkaloid eklenmektedir. Alkaloidlerin bitkileri herbivor ve patojenlere karsi
koruma ve ayrica farmasétik, stimulant, anestezik, narkotik gibi etkileri
bulunmaktadir. Alkaloidler analjezik (morfin ve kodein), kas gevsetici
(tubokurarin), antibiyotik (sanguinafin ve berberin), antikanser ajani (vinblastin),
antiaritmik (ajmalin) ve sedatif (skopolamine) gibi etkileri nedeniyle klinikte
kullanilmaktadirlar. Bitki kokenli dnemli alkaloidlere 6rnek olarak kafein, nikotin,
kodein, atropin, morfin, ergotamin, kokain ve efedrin verilebilir (Doughari, 2012).

1.1.2. Glikozidler

Ik glikozid, 1830 yilinda Fransiz eczaci Leroux tarafindan sogiit kabugunda
kesfedilmis ve salicine ismi verilmistir (Baytop, 1999). Glikozidler bitki 6z
suyunda bulunan renksiz, kristal karbon, hidrojen ve oksijen igeren (bazen nitrojen
ve silfir de icerebilmektedirler) ve suda c¢ozilinebilen bitkisel igeriklerdir.
Kimyasal olarak glikozidler bir karbohidrat (glukoz) ve bir de karbohidrat
olmayan (aglikon ya da genin) iki kisimdan olugsmaktadirlar Glikozidler
reaksiyonlarda notral davranarak, ferment ya da mineral asitlerle bilesik
olusturarak hidroliz olabilmektedirler. Kimyasal olarak diterpen lakton ve triterpen
lakton gruplarint igerebilmektedirler. Aci esanslilar olarak da adlandirilan
glikozidlerin tiroksin ve metabolizmay1 azaltic1 (tannik asit), kalp tizerinde etki
edici (kardiyak glikozidler), cilt rahatsizliklarinda etkin (antrasen glikozidler),
antikaser (salkon glikozidler) gibi 6zellikleri vardir. Ayni zamanda siyanojenik bir
glikozid olan amigdalin antikanser etkisiyle kanser tedavisinde kullanilabilirken,
uygun dozda kullanilmadiginda oldiiriicii  etkisinin  oldugu bilinmektedir
(Doughari, 2012).



1.1.3. Saponinler

Saponin terimi, icinde bol miktarda saponin bulunduran ve eskiden sabun olarak
kullanilan Quillaja saponaria bitkisinden tiiremistir. Bu bilesiklerin en 6nemli
etkisi, suda sabun 6zelligi gostermeleridir. Hidroliziyle bir aglikon olan sapogenin
meydana gelmektedir. Bu sapogeninlerin steroidal ve terpenoidal olmak iizere iki
tipi bulunmaktadir. Saponinler, triterpenler ve steroid aglikonlar ile birlikte seker
yapistyla birlesmis biiyiilk yapili bilesiklerdir. Steroid saponinler ve triterpen
saponinler olmak tiizere iki bilyiikk gruba ayrilmaktadirlar. Bu bilesikler suda
coziinebilirken, eterde ¢oziinememekte ve glikozidlerde oldugu gibi hidrolizleri
sonucunda ortama aglikonlar1 vermektedirler. Yiiksek seviyede zehirli olduklari,
kan1 hemoliz ettikleri ve biiylikbas hayvanlarda zehirlenmelere sebep olduklari
bilinmektedir. Aci-eksi tadlart olup, miikoz membranda irritasyona neden
olmaktadirlar. Saponinlerin hipolipidemik ve antikanser aktivite gibi Onemli
terapotik etkileri de bulunmaktadir (Doughari, 2012).

1.1.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 06zgli buruk tadim1 ve
renklerini verirler. Bazi fenolik bilesikler ise aci tadin olugmasinda da rol
almaktadirlar. Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig
agisindan iglevleri, tat ve koku olusumundaki etkileri, renk olusumu ve
degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gostermeleri,
enzim inhibisyonuna neden olmalar, degisik gidalarda saflik kontrol
kriteri olmalar1 gibi birgok agidan Onem tasimaktadirlar. Fenolik bilesikler
iizerindeki arastirmalar, gidalarin tat olusumunda aldiklar1 6nemli rol, meyve
sularinda bulaniklik ve tortu olusturmalari, bazi meyve ve sebzelerin renklerinin
olugmasinda veya renk degisimlerinin ortaya ¢ikmasinda aldiklari roller (Davidek
vd., 1990), 6zellikle meyve sularinda saflik kriteri olarak rol oynamalari (Simon
vd., 1992), insan saghg: iizerindeki etkileri (Corner vd., 2006) ve ilag bilimi
acgisindan 6nem tasimalar1 nedeni ile oldukga fazladir (Pierson ve Reddy, 1982).
Meyvelerdeki fenolik bilesik kompozisyonlart; biiylime, olgunlasma ve
depolamadaki ¢evresel sartlar, olgunlagma derecesi, ¢esit ve tiiriin bir fonksiyonu
olarak nitelik ve miktar bakimindan 6nemli farklilik gostermektedirler (Simon vd.,
1992). Fenolikler baslica; benzoik asitin (C-C) hidroksilli tiirevleri olan fenolik
asitler, sinamik asitlerden tiireyen fenolik asitler ve glikozidik fenilpropanoid
esterleri olarak siniflandirilmaktadirlar.  Ancak daha yaygin olarak yapilan



simiflandirilmaya gore gidalardaki fenolik bilesikler; fenolik asitler (fenolik
karbonik asitler) ve flavonoidler (flavan tiirevleri) olarak siniflandirilmaktadir
(Karadeniz ve Eksi, 2001). Ayn bir siniflandirmaya gore de; fenolik bilesikler,
fenolik asitler, flavonoidler, tanenler, kumarinler ve stilbenler olarak
smiflandirilmaktir (Huang vd., 2009). Kafeik asit bilinen en yaygin fenolik
bilesiklerden bir tanesidir. Dogal antioksidanlarin kaynaklar1 olan fenolikler
nutrasotik (temel besleyici 6zelligine ilave olarak saglik yararlart saglayan gida
maddeleri) olarak kullanilmaktadirlar. Elma, yesil cay ve kirmizi sarap gibi bircok
besinde bulunabilen bu bilesikler, kalp rahatsizliklari, antienflamatuar etki ve hatta

kanser tedavisinde kullanilabilmektedir.

1.1.4.1. Tanenler

Tanenler polifenolik bilesikler olup, kolza, bakla, ¢cay ve sorgum gibi bitkilerden
elde edilen, acgik sari-kahverengi toz, pul ya da silingersi bir kiitle halindeki
bicimsiz (amorf) maddelerdir. Tanenler genellikle bitkilerin kok, odun, kabuk,
yaprak ve meyvelerinde bulunur. Tanenler kimyasal agidan, hidroliz olabilen
tanenler ve kondanse tanenler olmak {izere iki ana grupta incelenir. Birinci grupta
yer alan tanenler bir asit ya da enzim esliginde hidroliz olarak gallik asit,
pirokatesik asit ve seker gibi, suda ¢oziinebilen bilesikler verirler. Reaksiyona
girdiklerinde asidik Ozellik gostermelerinin nedeni fenoliklerin ve karboksilik
gruplarin varligindan kaynaklanmaktadir (Doughari, 2012). Suda az, alkol ve
asetonda iyi c¢Ozinmekte ve tanen Ozelliklerinden dolayr bilesikleri
baglayabilmektedirler. Protein, karbohidrat, jelatin ve alkaloidlerle kompleks
formlar olusturmaktadirlar. Baglica kullanim alani olan dericilik ve boyacilik
disinda tanenler sarap ve biranin berraklastirilmasinda, petrol kuyularindaki sondaj
camurunun akigskanliginin artirlmasinda ve buhar kazanlarimin c¢eperlerinde
birikinti olusumunun engellenmesinde kullanilir. Tipta damarlar1 ve mukozay1
biiziicii etkilerinden &tiirii bademcik, farenjit, basur ve bazi deri hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ilaglarinin bilesimine girer. Tanenler antiseptik olarak da
kullanilmaktadirlar ve bu  aktiviteleri igerdikleri fenolik  gruplardan
kaynaklanmaktadir. Sentetik tannik asitler egzama tedavisi kapsaminda gesitli
preparatlar iginde bulunurlar (Anonim, Tanen. http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen,
Erisim tarihi, 24.10.2014).



1.1.4.2. Flavonoidler

Flavonoidler polifenollerin 6nemli gruplarindan birisidir. Yapisinda birden fazla
benzen halkast bulunduran ve birgok kaynakta antioksidan ya da serbest radikal
stiptiriicii olarak kullanilan bilesiklerdir. Bu bilesikler flavan olarak bilinen ana
bilesenlerden meydana gelmektedirler. 4000'in {izerinde flavonoidin oldugu ve
bunlardan bazilarinin yiiksek bitkilerde pigment olarak bulundugu bilinmektedir.
Kuersetin, kaemferol ve kuersitrin bitkilerin %70'inde bulunan yaygin
flavonoidlerdir. Flavonoidlerin bilinen diger gruplari, flavonlar, dihidroflavonlar,
flavanlar, flavonoller, antosiyanidinler, proantosiyandinler, kalsonlar, katesinler ve
lokoantosiyanidinlerdir (Doughari, 2012). Dogadaki flavonoidler genellikler bir
OH grubu baglanmis bir seker pargasi ile glikositleri serbest yada konjuge formda
bulunurlar. En 6énemli gida kaynaklar1 maydanoz, kekik, Kiraz, zeytin, domates,
cilek, elma, kimyon ve bugday gibi besinlerde bulunurlar. Flavonoidler ve sinamik
asitler en dnemli antioksidan ve serbest radikal tutucu ve zincir kiricilar olarak
bilinmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995). Biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
propil gallat ve tert-biitilhidrokinon (TBHQ), besin maddelerinde oksidatif
acillasmaya kars1 kullanilmaktadir. Flavonoidlerin en 6nemli biyolojik 6zelligi,
antioksidatif etkiye sahip olmalar1 gosterilmektedir. Flavonoidlerin giiglii
antioksidan ozelligi yaninda bazi kronik hastaliklarin riskini de azalttig
bilinmektedir (Huang, vd., 2009). Oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun,
kalp damar hastaliklari, kanser ve kronik iltihaplanma gibi hastaliklarin en 6nemli
etkenleri oldugu, flavonoidlerin bir ¢ogunun lipid peroksidasyonunu baslatan
radikallerin ve lipid peroksi radikallerinin olusumunu engelledigi, yapisindaki bazi
gruplarin flavanoid radikallerinin stabilitesini ve bdylece antioksidan kapasitesini
artirabildigi, flavonoidlerin bunlarin disinda metal iyonlarin1 baglayarak lipidlerin
oksidasyonunu Onleyebildigi ve radikallerin olusumunda gorev yapan enzim
sistemlerini inhibe edebildigi belirlenmistir (Karakaya ve EI, 1997). Fenolik
maddelerin saglikla iliskisinde toplam fenolik miktar1 veya flavonol, flavon gibi
alt gruplarin miktarindan ¢ok bu maddelerin tiirevleri ve her birinin miktarinin
onemli oldugu belirtilmistir (Cemeroglu ve Cemeroglu, 1998). Fenolik maddelerin
biiyiik olasilikla hiicre metabolizmasinda rol alan regiilasyon faktorleri oldugu
belirtilmektedir (Schobinger, 1988). Bazi g¢alismalar da flavonoidlerin mutajen
(Fieschi vd., 1989) ve kanserojen oldugu belirtilmekle birlikte bir ¢ok galigmada

elde edilen bulgular flavonoidlerin antimutajen ve antikanserojen oldugunu



desteklemektedir (Hertog vd., 1992, Shahidi ve Naczk, 1995, Cemeroglu ve
Cemeroglu, 1998, Wanasundara ve Shahidi, 1998).

1.1.4.3. Fenolik Asitler

Fenolik asitler sinamik asitler (Hidroksinnamik asitler) ve benzoik asitler
(hidroksibenzoik asitler) olmak tizere iki gruptan olugsmaktadir. Fenolik asitler,
genel olarak serbest halde bulunmamaktadir. Karboksil gruplar1 karbonhidratlar,
glikozidler, aminoasitler veya proteinlerle reaksiyona girebilmekte ve alkollerle
fenol esterleri, amino bilesikleri ile de amidleri olusturmaktadirlar. Fenolik
asitlerin, fenolik hidroksil gruplarn da ¢ok aktif olup, sekerlerle bileserek
glikozitleri olusturmaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2001).

Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilpropan yapisina sahip ve renksiz bilesiklerdir
(Cemeroglu vd., 2001). Benzoik asit tiirevleri sinnamik asit tiirevlerine gére ¢ok
daha az miktarda bulunmaktadirlar veya hi¢ bulunmazlar. Hidroksibenzoik asitler
bagli durumda bulunurlar. Bunlar, lignin ve hidrolize edilebilir tanen gibi
karmasik yapilarin bilesenidirler. Hidroksibenzoik asitler ayrica organik asit ya da
seker tiirevi halinde de bulunabilirler (Schuster ve Herrman, 1985).

Hidroksinnamik Asitler

Hidroksinnamik asitler C6-C3 fenilpropan yapisinda bilesiklerdir ve fenilpropan
halkasina baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli 6zellik
gostermektedir. Meyve ve sebzelerde en yaygin bulunan hidroksisinnamik asitler;
klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asittir
(Cemeroglu vd., 2001). Bir¢ok meyvede kafeik asit en baskin hidroksisinnamik
asittir ve erik, elma, kayisi, yaban mersini ve domateste bulunan toplam
hidroksisinnamik asitin %75’ini olusturmaktadir. Sitrus meyveleri ve ananasta ise
baskin hidroksisinnamik asit, p-kumarik asittir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Hidroksisinnamik asitler genelde bagli halde nadiren serbest formda bulunurlar.
Hidroksisinnamik asitler hiicre duvari polimerlerine bagl olabilecekleri gibi,
cogunlukla bitkilerde kuinik asit ve karboksilli asitlerle ester halde veya sekerlerle
seker tiirevleri halinde de bulunabilmektedir. Ancak fenolik hidroksil gruplartyla
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glikolise olmazlar. Sebze ve meyvelerin dondurulma sterilizasyon sarap
iretiminde fermentasyon islemleri bu firiinlerde serbest hidroksisinnamik asit
olusumuna katkida bulunmaktadir. Ozellikle Hidroksinnamik asitin esterleri cok
yaygindir (Belitz ve Grosch, 1999; Koksal, 2008).

Quinik asitin kafeik asit esteri olan klorojenik asit meyvelerde yaygin hatta tek
baskin fenolik bilesik olabilen 6nemli bir hidroksisinnamik asit tiirevi bilesiktir.
TUPAC tarafindan belirlenen sisteme gore 3-kafeoil-kuinik asit, noeklorojenik asit;
5-kafeoil-kuinik asit, klorojenik asit; 4-kafeoil- kuinik asit, kriptoklorojenik asit
olarak adlandirilmistir. Hidroksisinnamik asitlerin en 6nemli grubunu klorojenik
asit olugturmaktadir (Belitz ve Grosch, 1999; Koksal, 2008).

Klorojenik Asit

Kahve, kokboyasigiller (Rubiaceae) familyasinin Coffea cinsinde yer alan bir agag
olup, cicekleri beyaz ve hos kokulu, kirazi andiran kirmizi meyvesinin i¢inde iki
¢ekirdek bulunan, dikildikten yaklasik 3 yil sonra meyve vermeye baslayan ve 30-
40 y1l boyunca araliksiz meyve veren bir agagtir. Dogal haline birakildiginda 8-10
metreye kadar uzayan agag, meyvelerin kolay toplanabilmesi icin siirekli
budanarak 4-5 metre uzunlugunda bir ¢ali boyutunda tutulur. Bol yagis alan,
ortalama sicakligin 18-24°C arasinda bulundugu ve don olaymin goriilmedigi,
ekvatorun 25° Kuzey'i - 30° Giiney'i arasindaki kusakta yetisir. Sogukta aga¢ oliir,
ayrica ani 1s1 degisiklikleri de agaca zarar verir. Dogada pek cok yetisen tiirii
olmasina ragmen sadece Coffea arabica ve Coffea robusta’nin tarimi
yapilmaktadir (Anonim, Kahve. http://tr.wikipedia.org/wiki/Kahve, Erigim tarihi:
10.05.2015) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Kahve agac1 (Coffea arabica)
(http://mww.travelcostarica.nu/images/stories/I T/smallplants/plantscoffeetree01.JP
G, Erisim tarihi: 27.10.2015)

Yaban mersini, {iziim, elma, marul, brokoli, 1spanak, kiraz, kivi, enginar, erik gibi
meyve ve sebzelerde ayrica kepek ve yumurta gibi gidalarda ve son yillarda tiitiin
yapraginda ve kahvenin i¢inde de bulunan ana bilesik olan klorojenik asit [1,3,4,5-
tetrahydroxycyclohexanecarboxylic acid  3-(3,4-dihydroxycinnamate)], hem
alifatik hem de aromatik gruplari icermektedir (Sekil 1.3). Kahve igerisindeki
temel polifenolik bilesen olan klorojenik asitler; kafeoil kinik asit (yaklagik
%86’s1) ve daha az olarak feruloil kinik asit ve dikafeoil kinik asittir. Klorojenik
asit, sinamik asit olarak bilinen fenolik bilesikler ve quinic asit arasinda olusan
esterler sinifina girer. Hidroksisinnamik asitlerin meyve ve sebzelerdeki miktar
diisiiktiir ve genellikle serbest formda bulunmaktadir ve ¢ogunlukla diger
bilesiklerle ester olusturmus formdadir (Spanos ve Wrolstad 1992). Bunlardan
kafeik asidin quinik asitle olusturdugu esterler 6zellikle dnemlidir.

Sekil 1.3. Klorojenik asidin a¢ik formiilii
(https://en.wikipedia.org/wiki/Chlorogenic_acid. Erisim Tarihi:04.11.2015)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0162013414000646#gr1
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Avrabica tipi kahve (Coffea arabica)’nin bir fincaninda, hazirlama yéntemine gore
degismekle beraber, 70-200 mg klorojenik asit bulunmaktadir. Kahve
tohumlarmin kavrulmasi ile klorojenik asit miktarinin ve bilesiminin degistigi
bilinmektedir. Yesil kahve ve kavrulmus kahveden hazirlanan igeceklerde
klorojenik asit icerigi bakimindan degisiklikler ortaya c¢iktig1 gozlenmistir. Bunun
nedenin yesil kahvenin kavrulmasi esnasinda 1s1 ile olusan reaksiyon oldugu
bildirilmistir (Iwai vd., 2004). Yesil kahve ¢ekirdeklerinin 1 graminda 34,4 — 41,6
mg klorojenik asit bulunurken, kavrulmus kahvenin 1 gramda 2-7 mg klorojenik
asit bulunmaktadir. 230 derecede 12 dakika boyunca kavrulan kahvede klorojenik
asidin hemen hemen yaris1 kayba ugrarken, 250 derecede 21 dakika kavrulan
kahvede klorojenik asit neredeyse tamamen tikenmektedir (Anonim, Kahve.

http://www.dunyagida.com.tr, Erisim Tarihi: 04.06.2014).

Normal sinirlarda bir kahve tiiketicisinin giinde 0,5-1 gram civarinda klorojenik
asit aldigi, fazla kahve tiilketmeyenlerde ise bu miktarin 100 miligram civarinda
oldugu hesaplanmigtir (Anonim, Kahve.http://www.pharmetic.org/fitoterapi/yesil-
kahve-tohumu-zayiflatirmi.html, Erisim Tarihi:13.11.2015). Klorojenik asit'in
viicuttaki emilimi farkli metabolik yollarla gerceklesir. ilki mide de pasif
emilimdir. Midenin asidik ortaminda pasif difiizyon ile iyonik olmadan absorbe
edilir. pH' nin 7 oldugu ince bagirsakta ise pasif difiizyon olarak emilimi
gerceklesmez. Bu yiizden ince bagirsakta aktif tasima ile absorbe edilir. In vitro
calismalarda ince bagirsakta klorojenik asidin emilimi Na® bagl transport
mekanizmasiyla agiklanmistir. Klorojenik asit, ince bagirsakta glikoz emilimini ve
karacigerden dolasima glikoz salinimint engeller. Bu da kandaki glikoz
seviyesinin azalmasma ve viicudun enerji i¢in karbonhidratlarin yerine yag
hiicrelerini kullanmasina yol agar ve sonug olarak viicutta yag kaybi saglanir. Her
iki metabolizma da klorojenik asidin emiliminde énemli rol oynamaktadir (Olthof
vd., 2001).

Yapilan ¢aligmalar, klorojenik asidin sitotoksik 6zelliginden dolay1 meme, prostat,
kolon ve 16semi gibi  kanser tiirlerinde, kanserli hiicrelerin biiylimesini
engelleyerek antikanser 6zellige sahip oldugunu da gostermektedir (Naso vd.,
2014). Yapilan baz1 c¢alismalar ile klorojenik asit’in, kardiyovaskiiler
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rahatsizliklarin, Tip II diyabetin, Alzheimer’in, iltihabi rahatsizliklarin olusum
riskini azalttig1 belirlenmigtir.

1.2. Yesil Kahve

Yesil kahve, normal kahve gibi kavrulmadig i¢in de dogal etkilerini koruyan bir
kahve gesididir (Sekil 1.4). Yesil kahve, klorojenik asit, kinik asit ve kafeik asit
gibi bilesiklerin ana kaynagidir. Ayrica Cin tibbinda kullanilan Lonicera
japonica Thunb’un ¢igekleri ve tomurcuklart, Eucommia ulmodies’in yapraklari
klorojenik asit bakimindan zengindir. (Upadhyay vd., 2012).

Sekil 1.4. Yesil kahve (http://puregreencoffee.com/articles/green-coffee-extract/,
Erisim tarihi 27.10.2015)

Yesil kahve ¢ekirdekleri klorojenik asit agisindan son derece zengindir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. Yesil kahve ¢ekirdekleri (http://www.dunyagida.com.tr, Erisim Tarihi:
06.06.2014)


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCIfqjdLjlMkCFYpbGgodUN4Ovw&url=http://www.yesilkahvecekirdegi.gen.tr/&bvm=bv.107467506,d.bGg&psig=AFQjCNH3ET147P3DV9PMWOGLM0uVesSXEA&ust=1447757634637548
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Kahvenin kavrulmasi ile birlikte kahve cekirdeklerindeki klorojenik asit miktari
azalir. Yesil kahve kavrulmadigi igin yiiksek antioksidan ozellik gdsteren
klorojenik asit miktar1 yiksektir. Klorojenik asitlerin kuvvetli antioksidan
ozellikleri bulundugu, deney hayvanlari iizerinde yiiriitillen caligmalarda saglikli
ve obez hayvanlarda lipit ve glikoz metabolizmasini diizenledigi, spontan
hipertensif siganlarda kan basincini diigiirdiigii gézlemlenmistir. Kan basincindaki
benzer etkilerin hafif hipertansif deneklerde zengin polifenol igerikli kahve 6ziitii
verilmesiyle de saglanabildigi bildirilmistir. Son zamanlarda klorojenik asidin
lipojenezi saglayan enzimler {izerinde etkili olarak normal dokularda yag
birikimini azaltabilecegi yoniinde bazi deneysel bulgular dikkati ¢cekmektedir.
Yapilan caligmalarda klorojenik asitin, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin, Tip II
diyabetin, Alzheimer’in, iltihabi rahatsizliklarin olusum riskini azalttigi ayrica
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi da engelledigi bilinmektedir. Yine yesil kahve
titketimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar, yesil kahvenin insan ve hayvanlarda, yliksek
tansiyonu diisiirdiigiinii, viicutta yag birikmesini ve kilo alimin1 engelledigini ve
glikoz metabolizmasint diizenledigini gostermistir. Diyabet hastalarinda yesil
kahvenin kan sekerini diisiiriicii etkisi nedeni ile diyabet ila¢ dozlar1 bu durum goz
oOniine almarak ayarlanmalidir. Huzursuz bagirsak sendromunda kafein bu hastalig
tetikledigi icin fazla miktarda yesil kahve tiiketimi de bu rahatsizligin gelisimine
ve diyareye yol agabilen bir faktor olabilmektedir. Osteoporoz (kemik erimesi)
durumunda da kafeinin olumsuz etkisi bulunmakta olup, viicuttan kalsiyumun
atilimini arttirmasi sebebiyle asirt miktarda yesil kahve tiiketiminin osteoporozu
arttirabilecegi  belirtilmektedir (Farah vd., 2008, Anonim, Yesil kahve.
http://www.saglikafiyet.com/Yesil-Kahvenin-Faydalari,223.html, Erisim tarihi:
15.02.2015).

Giiniimiizde gerek diinyada ve gerekse iilkemizde kanserin artis gostermesi,
kansere kars1 kullanilabilecek sentez yoluyla ya da tibbi bitkilerden izole edilmek
suretiyle elde edilecek yeni molekiillere olan ihtiyact arttirmaktadir. Tibbi
bitkilerden elde edilen ekstrelerin ve bu ekstrelerden elde edilen molekiillerin
antikanser aktivitelerinin arastirilmasi glinlimiizde oldukca fazla 6nem kazanmistir
(Smith vd, 2001, Sreenivasan vd., 2003, Hostanska vd., 2004, Sharma vd., 2004,
Afag vd., 2004, Sreenivasan vd., 2006, Stagos vd., 2012, Ziech vd., 2012;
Ozenoglu vd., 2013).
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1.3. Kanser

Kanser giiniimiizde ciddi bir saglik problemdir. Kanserin tanilanmasi, engelleme
cabalar1 ve tedavideki modern ilerlemelere ragmen, bu hastalik, diinya ¢apinda
milyonlarca insan1 etkileyerek hastalarin yasam kalitesini diigiirmekte ve dliimlere
neden olmaktadir. Her yil diinyada yaklagik 11 milyon kisi kansere
yakalanmaktadir. Halen diinyada yaklagik 25 milyon kanser hastasi oldugu
bilinmektedir. Diinya’daki 6lim nedenlerinin %12.5’i kanserden kaynaklandigi
bilinmektedir. Diinya’da oldugu gibi Tirkiye’de de kalp hastaliklarindan sonra
ikinci 6limciil nedenidir (Tirkiye’de 6liim sebebi olarak kalp rahatsizliklarmin
oran1 %42 iken, kanser goriilme sikligi %12.9°dir) (Bilir, 2008). Saglik
Bakanligi’nin yayimladigi 2014 yili resmi verilerine gore, iilkemizde her yil
yaklagik 97 bin erkek, 62 bin kadin ve toplamda 159 bin kisi kansere
yakalanmaktadir ~ (Anonim, Kanser istatistigi.  http://kanser.gov.tr/daire-
faaliyetleri/kanser-istatistikleri/1672-2012-2013-2014-kanser-istatistikleri.html,

Erisim Tarihi: 17.02.2015) (Cizelge 1). Diinyada en sik goriilen kanser tiirleri
siklik sirasina gore; mide, akciger, meme, kolon ve rektum, serviks ve orofarenks
kanserleri iken (Kelle, 2007); tilkemizde en sik goriilen kanser ¢esitleri; erkeklerde
akciger, prostat, kalin barsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda meme,
akciger, kalin barsak, rektum, serviks, yumurtalik, mide ve pankreas kanseri’dir.

Cizelge 1.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan
2012 verilerine gore Tiirkiye’nin durumu (Deri diginda kalan kanserlerin
yasa gore standardize edilmis hizlar1) (Anonim, http://www.iacr.com.fr/,
Erigim Tarih: 16.11.2015)

ERKEK* KADIN*
Diinya 205,4 165,3
IARC'a iiye 24 iilke 236,4 192,5
AB (28 iilke) 314,9 243,2
ABD 347,0 2974
Tiirkiye** 23,4 150,9

*Yasa gore standardize edilmis hiz 100.000 kiside ** Tiirkiye Birlesik Veri Taban1

Epidemiyolojik verilere gore kanserin goriilme siklig1 ¢evreden (kirlilik, kimyasal
maddeler, X ve UV 1sinlart gibi), yasama bi¢iminden (sigara ve alkol aligkanlig
gibi) ve beslenme seklinden (antioksidan faktorlerin, vitaminlerin, lifli veya yagh



16

yiyeceklerin varlig1 veya yoklugu gibi) etkilenmektedir (Bahgeci, 1999). Ayrica
kanseri tetikleyen baska faktorler de bulunmaktadir. Bunlar arasinda;

1. X-iginlar, gama i1smlari, ultraviyole ismlarinin etkisi altinda kalan doku
hiicrelerinde olusan iyonlar yiiksek derecede reaktif olduklarindan, DNA zincirini
kopararak bir¢ok mutasyonun olugsmasina sebep olmaktadir.

2. Anilin boyalar1 ve tiirevleri gibi belli tipteki kimyasal maddelerin mutasyon
olusturma etkisi oldukga fazladir.

3. Fiziksel olarak tahris edici maddeler kansere neden olmaktadir. Tahris edici
maddeye temas sonucu dokuda olusan harabiyet, hizli bir mitotik ¢ogalma ile
zamanla kanserli doku olusturabilmektedir.

4. Birgok ailede kansere yakalanmaya karsi kalitsal egilim vardir. Ozellikle
kansere yatkin olan ailelerin kalitsal genomlarinda bir veya daha fazla mutasyona
ugramis gen bulunmaktadir. Bu yiizden bdyle bireylerde kanser biiyliimeye
baslamadan once, ¢ok daha az sayida ilave mutasyon olmasi kanseri baslatmak
icin yeterlidir (Sekil 1.6).

DNA mutasyonlari Virtisler Cevre

Radyasyon
Biyokimyasal faktérler

Genetik Stres

Sentetik kimyasallar

Mekaniksel 6zelliklerin
degismesi Yumuji\na)) \
Baglanma 2
Serfmes Tumér geligimi
2 CACHER ()

Sekil 1.6. Kansere neden olan faktorler
(http://mvww.che.utexas.edu/2012/01/25/researchers-suggest-a-proximate-cause-of-
cancer/’den diizenlenerek. Erigim tarihi: 26.10.2015)
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5. Laboratuvar hayvanlarinda l6semi dahil bazi kanser tiplerinin olusmasina belli
tipte viriislerin neden oldugu gdsterilmistir. Bu durumu iki yoldan agiklamak
mimkindir: DNA virtslerinde, viriise ait olan DNA zinciri direkt olarak
kromozomlardan birine yerlesmekte ve mutasyona sebep olarak, kanseri
olusturmaktadir. RNA viriislerinde ise, bu viriislerin bazilar1 ters transkriptaz
enzimi tagirlar. Bu enzim DNA’nmin RNA’dan kopyalama yapmasim
saglamaktadir.Bu sekilde kopyalanan gen, hayvan hiicre genomuna kendini
yerlestirerek kanserin olugsmasina yol ag¢maktadir (Guyton ve Hall, 2001;
Ozenoglu vd., 2013).

Kanser hiicreleri asir1 ve zamansiz bir sekilde ¢ogalirlar ve sonugta uzaktaki
dokular1 bile istila ederler (Merlo vd., 2006; Ozenoglu vd., 2013). Bir¢ok kanser
sadece bir hiicreden ya da az sayida hiicreden ortaya ¢ikmaktadir (Nowell, 1976;
Ozenoglu vd., 2013) . Kanser, hiicrenin biiyiimesi ve hiicre mitozunu kontrol eden
genlerinin mutasyona ugramasi veya anormal aktivasyonu sonucunda ortaya
¢ikmaktadir (Guyton ve Hall, 2001; Ozenoglu vd., 2013). Kanser, DNA dizisinde
mutasyon sonucunda ortaya cikan kiigiik bir degisiklik meydana geldigi zaman
baslayabilmektedir (Herceg ve Hainaut, 2007; Ozenoglu vd., 2013). Kanser
tiplerinin bazi formlarmin hiicre dongiisiinde diizenlenemeyen 6zellikte
olmasindan dolayi, gen mutasyonlar1 hiicre dongiisiinii etkileyerek kanser
gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre dongiisii kontrolii kaybinin
siklikla gozlendigi yerlerden biri, restriksiyon noktasidir. Restriksiyon noktasi,
hiicre dongiisiiniin G1 fazinin sonlarinda bulunan anahtar bir kontrol noktasidir ve
hiicre boliinmeden 6nce DNA replikasyonunun yonlendirildigi yerdir. Bu kontrol
noktasindaki hatalar &nemli sonuglar dogurmaktadir. Ilk olarak, bu kontrol
noktasinin kontroliiniin kaybi hiicreyi anormal replikasyona yonlendirir. Bu
kontrol noktasi ayni zamanda kanser sekillenmesinde onemli olan iki yolagin
baglant1 noktasidir. pRb yolagi adin1 pRb tiimor baskilayici proteinden almaktadir.
pRb normalde hiicrede fosforile degildir ve aktiftir. Aktif durumdaki pRb, hiicre
boliinmesini onlemektedir. pRb proteini fosforlandiginda (pRb) inaktif hale gelir
ve hiicre boliinmesine izin verir. pRb olusumunu etkileyen mutasyonlar pRb
inaktivasyonunu etkiler. Bu mutasyonu tasiyan hiicreler, fonksiyonel G1
restriksiyon noktasina sahip degillerdir. G1’de kalmak ya da G0’a girmek i¢in
yetersizdirler, devamli ve yetersiz replikasyon yaparlar. Diger bir yolagi, c-Myc
yolagidir ve adin1 c-Myc proto-onkogeninden almaktadir. c-Myc yolag1 hiicre bir
mitojen ile uyarildiginda aktiftir. c¢-Myc geninin iirlinli bir transkripsiyon
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faktoriidiir ve bu protein diger genlerin ifade edilmesi i¢in bir sinyal olarak islev
gormektedir. c-Myc, proto-onkogen olarak adlandirilmaktadir. Ciinkii mutasyonlar
Cc-Myc aktivitesini arttirarak hiicre boliinmesinde artisga ve kansere neden
olmaktadir (Anonim, 2013; Ozenoglu vd., 2013). Kanserin hedefledigi genetik
programlar insan genomuna dagilmis genlerde yazili halde bulunmaktadir. Insan
DNA’s1 23000 kadar gen igermektedir. Bu genlerin birka¢ bin kadar1 (3000-5000)
kanserde regiilasyonu bozulan genetik programlarda rol alan proteinleri
kodlamaktadir. Islevini kaybeden bir gen, anormal bir proteinin iiretimine (islev
kazanmis yada kaybetmis), kritik bir proteinin anormal diizeylerde {iretimine (¢ok
az yada ¢ok fazla), veya bir proteinin hi¢ {liretilememesine neden olabilmektedir.
Ornegin, KRAS geninde meydana gelen bir mutasyon, hiicre zarinin hemen icinde
bulunan kii¢iik bir proteinin, hiicre biiylimesinin sinyalini artiran bir protein halini
almasma neden olmaktadir. Bu protein normalde hiicre yiizeyindeki biiylime
faktorlerinin reseptorleri ile hiicre ¢ekirdegine hiicre boliinmesini baglatmak igin
biiylime sinyalleri gonderen molekiiler sistemler arasinda bir ara sinyal maddesi
olarak caligmaktadir. KRAS geni mutasyon gegirdiginde, buna karsilik gelen
protein “acik” pozisyonuna kilitlenmis bir salter gibi davranarak, siirekli bir hiicre
boliinmesi sinyali vermektedir. KRAS mutasyonlarinin Kolorektal kanserinde
(vakalarin %30-40’1inda) ya da akciger adenokarsinomalarinda (vakalarin % 20-
30’unda) gibi bir¢ok kanser tiirlinde yaygin oldugu bilinmektedir. Bu sekilde
etkinlesmig bir gen, hiicre ¢ogalmasini hizlandirmaktadir. Tersine TP53 gibi bazi
genler ise, etkin olmadiklarinda kanser gelisimine katkida bulunmaktadir. Bu gen
yanlis hiicre boliinmesini engellemek i¢in dogal bir “acil fren” olarak
caligmaktadir. Bu gendeki bir mutasyon, proteini bozar ve proteinde gerektiginde
hiicrelerin ¢ogalmasini durduramaz. TP53 mutasyonlari hemen hemen her kanser
cesidinde bulunmaktadir. Islevini kaybetmesi nedeniyle kanser gelisimine katkida
bulunan boyle bir gen, tiimor baskilayici olarak adlandirilir, ¢linkii normal
kosullarda etkin tirtinleri kanser geligsimini baskilayan bir fren olarak ¢aligmaktadir
(Olivier vd., 2008). Mutasyonlar (erken gelisme safhalarinda viicut ve esey hatlari
ayrildiktan sonra) somatik bir hiicre hattinda sonradan ortaya ¢ikar. Zaman iginde
cok sayida somatik bir mutasyon viicut hiicrelerinde birikir, ¢ok sayida genin
fonksiyonunu degistirir veya durdurur, sonunda kanserli bir hiicre {iretilir. Bu
hiicrenin yavru hiicreleri, kanserli bir hiicre klonuna doniistir (Sekil 1.7).
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genetik degisiklik

®— @@@%

Normal Kanser

hiicre Hiicresi Cogalma Malign tiimér

Sekil 1.7. Kanserin gelisimi (http://www.cancer.ca/en/cancer-information/cancer-
101/what-is-cancer/cancer-cell-development/?region=on’den
diizenlenerek. Erigim tarihi 26.10.2015)

Tiim kanser hiicreleri iki ortak 6zelligi paylasirlar;
1. Anormal hiicre biiyiimesi ve bolinmesi (hiicre cogalmasi)

2. Hiicrelerin viicudun diger boliimlerine yayilmasi ve istilasi (metastaz) (Klug ve
Cummings, 2011; Ozenoglu vd. 2013).

Normal hiicre ile kanser hiicresi arasinda biiytik farkliliklar bulunmaktadir. Kanser
hiicresi, hiicrenin normal bilylime sinirina uymaz. Bunun nedeni tahminen normal
hiicrelerin  bliylimesi i¢in gerekli biliyime faktorlerine bu hiicrelerin
gereksinimlerinin  olmamasidir. Normal hiicrelere gore kanser hiicreleri
birbirlerine ¢ok daha az tutunurlar. Bu yiizden bu hiicrelerin dokular arasinda
dolasmaya egilimleri vardir. Kan dolasimina girerek biitiin viicuda dagilirlar,
say1siz yeni kanser odaklar1 olustururlar (Sekil 1.8).
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Kanserli Hiicre Normal Hiicre

Sekil 1.8. Insan servikal kanseri hiicresi ve normal hiicre epitelinde taramali
elektron mikroskobu goriintiisii a: Kanserli ve normal hiicrelerin
ylzeyindeki mikrovilluslar, b: zarda bulunan bosluklarin kenarindaki
mikrovilluslar c: hiicre kenarindan ince kesitlerde mikrovilluslarin yapisi
(http://www.clarkson.edu/camp/reports_publications/june09/page3.html.
Erisim tarihi 26.10.2015)

Bazi kanser hiicreleri, ¢ok sayida damarlarin olugmasina neden olacak anjiyogenik
faktorleri iretirler ve boylelikle kanserin biiyiimesi i¢in ihtiyag duyulan besin
maddelerini saglarlar (Guyton ve Hall, 2001; Ozenoglu vd., 2013). Baz1 kanser
tiirleri, oksijen merkezli serbest radikallerden ve diger reaktif oksijen tiirevlerinden
kaynaklanmaktadir, ¢iinkii bu tiir serbest radikallerin normalden fazla
sentezlenmesi, lipitler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillerde oksidatif
hasarlara neden olmaktadir. Genetik materyalde olusan hasarlar tamir
edilemediginde, DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlar1 ile
sonuglanabilen tek veya birden fazla niikleotid degisikliklerine yol agmakta ve
bunlarin sonucu olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma ve

kanser olusabilmektedir. DNA molekiiliindeki piirin ve pirimidin bazlar1 ve seker
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molekiilleri ile reaksiyona giren veya kromozomlarin yapisinda bulunan
proteinlerle ¢arpraz baglar olusturan karsinojen ajanlar, DNA molekiiliindeki baz
delesyonlari, zincir kiriklari, inversiyon gibi yapisal degisikliklere yol agmaktadir.
Mutasyonlarla meydana gelen degisiklikler sonucunda DNA’nin replikasyonu,
genlerin transkripsiyonu ve translokasyonu veya aktivasyonunda degisiklikler
olusmaktadir. Yap1 ve fonksiyonundaki degisiklikler sonucu ekspresyonlarindaki
ya da aktivitelerindeki diizenlemenin bozulmasiyla kanser olusumunu
kolaylastiran bu genlere "onkogen" adi verilmektedir. Onkogenler genellikle
mutasyon ya da baska nedenlerle yeni bir iglev veya aktivite kazanarak otozomal
dominant etki gostermektedir (Herceg ve Hainaut, 2007).

Kanser hiicrelerini tehlikeli yapan, denetlenemeyen hiicre ¢ogalmasi ve metastatik
yayllmanin kombinasyonudur (Sekil 1.9). Kiiltiir ortaminda normal hiicreler
komsu hiicrelere yapisarak iligkilerini devam ettirirler. Bu yapisma (adhezyon)
noktalarinda hiicrelerde elektronca yogun bir plak olusur. Bununla birlikte,
hiicrelerin ameboid uzantilarinda yavaslama ve durma goriiliir (kontakt
inhibisyon). Bu sekilde, hiicre boliinmesi kontrol edilir. Deneysel olarak, normal
hiicreler bir kiiltiir ortaminda kendilerine saglanan ortam sartlar1 ne kadar iyi
olursa olsun kontak inhibisyon nedeniyle tek tabaka olusturduktan sonra sinirli
sayida boliinme oldugu igin, daha fazla ¢ogalmazlar. Fakat, kanser hiicreleri
stirekli ¢ogalarak birkag¢ tabakali diizensiz kitleler olustururlar (Anonim, Kanser.
http://www.genetikbilimi.com, Erigsim Tarihi: 13.11.2015).

Normal Hiicre

Kanserle sonuclanacal

Normal hiicre bdliinmesi  mutasyon , Kanserli dokunun timér

seklinde biliylimesi

A\
s T A
]
r__

Tumdr olusumu ve viicutta yayilmasi

Sekil 1.9. Kanserin bilyiimesi ve yayilmasi
(ttps://honchemistry.wikispaces.com/How+Chemotherapy+Kills+Cancerous+Cell
s+-+Kenda’dan diizenlenerek. Erisim tarihi: 26.10.2015)
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Bir hiicre, hiicre biiylimesi tizerindeki genetik kontroliinii kaybederse ¢ok hiicreli
bir y1gin iyi huylu timor (benign tiimor) olugmaktadir. Bu tiir timorler ameliyatla
alinabilmektedir. Buna ragmen, eger timdrdeki hiicreler bu yapidan kurtulabilme,
kan dolasimina girebilme, diger dokulari istila edebilme ve ikinci tliimorleri
bicimlendirebilme yetisine sahip olmuslarsa, 0 zaman ko6t huylu timoér
(malignant timor) ortaya ¢ikmaktadir (Klug ve Cummings, 2011). Orijin doku,
kansere ayirict karakterler vermektedir. Kanserlerin yaklagik %85’1 epitel
hiicrelerinden kaynaklanir ve ‘karsinoma” olarak siniflandirilir. Mezoderm
hiicrelerinden (kemik, kas gibi) kaynaklanan kanserler sarkoma, bezsel dokulardan
kaynaklanan kanserler (meme gibi) ise adenokarsinoma olarak adlandiriimaktadir.

1.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Glinliimiizde karsilastigimiz en 6nemli saglik problemlerinden biri olan kanser
tedavisinde ideal yaklagim, tiimor hiicrelerinin segici olarak ¢evredeki normal
hiicrelere zarar vermeden yok edilmesi, bulundugu kosullar igerisindeki hastanin

yasam siiresini ve yasam kalitesini artirmaktir.

Kanser tedavisi kanserin tipine, yerlesimine, evresine, kisinin genel saglik
durumuna ve diger faktorlere bagh olarak degisiklikler gosterir. Kanserde hastanin
kigisel durumuna ve ihtiyaclarina gore bigimlendirilmis farkli tedavi planlari
uygulanir. Kanser tedavisinde siklikla kullanilan ii¢ yontem bulunmaktadir.
Bunlar; cerrahi, kemoterapi (ila¢ tedavisi) ve radyasyon tedavisidir (radyoterapi,
151n tedavisi). Bu tedavilerin birisi ya da birkac1 kombine edilerek uygulanir.

Cerrahi miidahale, uzun zamandan beri kanser tedavisinin temelini olusturmustur.
Cerrahi miidahalenin hedefleri degisiktir. Cerrahi miidahale kanserin 6liimciil olup
olmadigmin belirlenmesi, kanserli bir kitlenin viicuttan alinmasi veya kétii huylu
hiicrelerin viicudun diger taraflarina yayilip yayilmadiginin S6grenilmesi igin
yapilabilir. Bazen de cerrahi miidahale, kanserli tiimor kitlesinin hepsinin alinmasi
miimkiin degilse, doktorun kemoterapi veya radyasyon tedavisini daha etkili hale
getirmek i¢in bu kitlenin miimkiin oldugunca fazla boliimiiniin alinmasi seklinde
yapilir. Kanser yayilmamis ise cerrahi miidahale daha basarili olurken, ¢ok fazla
yayilmigsa cerrahi miidahale tedavide etkisiz olabilir (Anonim, Kanserde cerrahi
miidahale. http://www.hekimce.com, Erisim Tarihi: 13.11.2015).
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Radyoterapi olarak da adlandirilan radyasyon tedavisi, iyi ve koétii huylu tlimorleri
tedavi etmek icin yiiksek dozda iyonize radyasyonunun kullanilmasidir.
Radyasyon tedavisi, cerrahi miidahaleden sonra kalan kanser hiicrelerini 6ldiirmek
veya cerrahi miidahale ile uzaklastirilamayan tiimér hiicrelerini yok etmek igin
kullanilir (Kahraman, 2004).

Kemoterapi kanserli hiicreleri 6ldiirmek ic¢in kullanilan ilag tedavi yontemidir.
Kemoterapinin amaci "antikanser" ilaglart olarak adlandirilan 6zel ilaglar
kullanilarak birincil tiimdr hiicrelerini kii¢iiltmek, tiimér hiicrelerinin biiylimesini
yavaglatmak ve metastaz yapabilecek kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve hastanin
yasam niteligini ylikseltebilmek i¢in agr1 ve benzeri belirtileri ortadan kaldirmak
ya da hafifletmektir. Kemoterap6tik ajanlar mekanizmalarina gore, hiicrenin
gekirdegindeki DNA'ya direkt zarar verenler, DNA habercilerinin sentezini
durduranlar ve mitotik igleri bozan veya sentezlerini etkileyenler olmak iizere ii¢
ana kategoriye ayrilirlar. Kemoterapide tek bir ila¢ veya iki yada daha ¢ok ilacin
kombinasyonlar1 kullanilir. ilaglar genellikle, agizdan veya kan damarlarina veya
kasa enjekte edilerek alimir. Kemoterapi genellikle tedavi periyodundan sonra
iyilesme periyodu ve daha sonra tekrar tedavi periyodu seklinde doniigiimlii olarak
yapilir.

Piyasada kullanilmakta olan ilaglarin ¢ogu spesifik hedefleyici degildir ve birgok
yan etkiye neden olmaktadir (Piskin vd., 2002). Giiniimiizdeki arastirmalar,
antikanser ilaglarinin kanserli hiicreyi hedeflenmesini saglayacak o6zelliklerin
aragtirllmasi lizerinde toplanmaktadir. Ancak kanser ilaglarinin kullanimim
kisitlayan 6nemli iki nokta bulunmaktadir. Bunlardan biri, kemoterapétik ilaglarin
saglikli hiicreler iizerindeki olumsuz etkisi, digeri ise; kanser hiicrelerinin zaman
icerisinde diren¢ kazanmasidir. Kanser hiicreleri, zamanla ilaglar1 etkisiz hale
getiren ya da hiicre disina atan mekanizmalar gelistirmektedir. Kemoterapotik
ilaglarin  etkiledigi bazi molekiiller sekil degistirerek zararli etkiden
korunabilmektedir. Yani kanser hiicreleri bir bakima ilagtan kacabilme
yetenegindedir. Bu tiir ila¢ direnclerinin gelismesini dnlemek i¢in, tedaviye erken
baslamak olduk¢a 6nemlidir. Kemoterapinin en uygun dozda verilmesi, kiirlerin
miimkiin oldugunca kisa araliklarla verilmesi, ilaglarin olumsuz, yani toksik yan
etkilerini en diisiik diizeyde tutarken tedavinin etkinligini de arttirmaktadir.
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Coklu ilag tedavisi de siklikla kullanilan yontemlerden birisidir. Kanser hiicrelerini
degisik mekanizmalarla 6ldiiren ilaglar birlikte kullanildiginda birbirinin etkisini
artirmaktadirlar.

Kemoterapide uygulanan antikanser etkili ilaglarin etki mekanizmalar1 kesin
olarak bilinmemekte ancak gilicli antiproliferatif etkiye sahip olduklar
belirtilmektedir (Borovskaya vd., 2006, Mork vd., 2007; Ozenoglu vd., 2013).
Kullanilan bu ilaglar kanser hiicresi tizerine toksik etki gosterirken, ayni zamanda
saglikli hiicreler tizerine de toksik etki gdstermekte ve etkilenen saglikli hiicrelerin
bulundugu organlarin tahrip olmasina neden olmaktadir. Antikanser ilaglarin
istenmeyen bu yan etkileri 6liim ile sonuglanabilmektedir. Bunun yam sira,
yapilan ¢alismalarda kanser kemoterapisi uygulanan hastalarda tedavide kullanilan
antikanser ilaglara karsi direng olustugu da belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada
kemoterapi kanserli hastalarin % 80’de 1iyilesme goriilirken, ancak % 20’lik
boliimdeki hastalarin kanser hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara karsi direng
gelistirdigi ya da 6liimciil toksisite olusturdugu tespit edilmistir (Korkmaz, 2002;
Ozenoglu vd., 2013). Bu nedenlerden dolay: giiniimiizde kanser tedavisinde
uygulanan temel yontemler ve kullanilan ilaglarin  yetersiz  oldugu
diistiniilmektedir. Son yillarda, kanser tedavisinde yeni ydntemler de
gelistirilmektedir. Kanserlerin lazerle tedavisi, proton bombardimaniyla yok
edilmesi, bagisiklik sistemini gii¢lendiren "immiinoterapi" ve "gen tedavisi" en

yeni tedavi yontemlerindendir.

1.4.1. Trinotekan (Tekamen, Tekamensar, Campto)

Kemoterapide kullanilan ilaglarin bir kismi, tiimor hiicrelerini yok etmeye yonelik
(sitotoksik), bir kismi timoriin biyolojisine etki ederek tiimoriin gelisimini,
cogalmasint Onleyen (sitostatik), digerleri hormonlar ve bagisiklik yan etkilerini
azaltmak veya yok etmek amaciyla kullanilir. Bu tiir ilaglardan biri olan irinotekan
(Camptosar), DNA topoizomeraz 1’in spesifik inhibitorii olup, metastatik ve
tekrarlayan kolorektal kanserlerde ¢ok sik kullanilan antineoplastik ve
immunosupresif ilaglardan bir tanesidir. Kamptotesinler spesifik olarak
topoizomeraz 1 enzimi ile etkilesir ve bu da DNA da geri doniistimlii tek zincir
kiriklarini indiikleyerek torsiyonel gerilimi azaltir. Irinotekan uygulamasi, kanser
bulunan farelerde ve ¢esitli histolojik tiplerdeki insan karsinoma ksenogreflerinde
antitimor etkinlik gostermistir. Irinotekan CE (karboksilesteraz) enzim ile hidroliz
sonucunda aktif metaboliti olan SN-38’¢ donlismekte ve SN-38 topoizomeraz
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(TiP1) enzimini inhibe ederek DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu
engellemektedir. DNA topoizomeraz I’in inhibisyonu ile, tek zincirli DNA
lezyonlar1 meydana gelir ve DNA replikasyon sarmali bloke olur. Bu durum
hiicrelerde sitotoksisiteye neden olmaktadir. Olusan bu sitotoksik aktivite, zamana
bagimli ve S fazina spesifiktir (Innocenti vd., 2004).

Irinotekan

Sekil 1.10. Irinotekan ag¢ik formiilii (http://www.kanser.org/ Erisim Tarihi:
10.06.2014).

In vitro sitotoksisite ¢aligmalarinda SN-38’in sitotoksik etkisinin irinotekana bagh
olarak 2 ila 2000 kat arasinda degisebildigi goriilmiistiir. Irinotekan, in vivo olarak
miirin timor modelleri (PO3 pankreatik duktal adenokarsinom, MA16/C meme
adenokarsinomu, C38 ve C51 kolon adenokarsinomu) ve insan ksenogreftleri (Co-
4 Kkolon adenokarsinomu, Mx-1 meme adenokarsinomu, ST-15 ve SC-16 gastrik
adenokarsinomu) Tlizerinde de genis bir antitimor aktivite gostermektedir.
[rinotekan ayrica P-glikoprotein MDR (vinkristin ve doksorubisine direngli P388
l6semi) gosteren tiimorler iizerinde de etkili olup, antitimér aktivite
gostermektedir. Tekamen’nin antitimdr aktivitesinin yani sira irinotekanin en
onemli farmakolojik etkisi, kolinesteraz enzim inhibisyonudur (Anonim, Kanser
Tedavisinde kullanilan ilaglar. http://www.kansertedavileri.com/kemoterapi2.jsp,
Erigim Tarihi: 17.11.2015)

1.5. insan Serviks (Rahim Agz1) Kanseri

Serviks kanseri, servikal kanser ya da halk arasinda rahim agzi kanseri olarak
bilinen rahim agzi alt bolgesinin (servikal alanin) habis kanseridir (Sekil 1.11).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kanser
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Serviks
Kanser

Sekil 1.11. Serviks kanseri (http://www.cancer.gov/types/cervical/patient/cervical-
treatment-pdg#link/stoc_h2 1’den degistirilerek. Erisim tarihi:
26.10.2015)

Serviks kanseri, diinya tizerinde her 2 dakikada bir kadinin 6liimiine neden olan ve
degisik tilkelerde yapilan ¢alismalarda kadinlarda meme kanserinden sonra en sik
goriilen ikinci kanserdir (Ceyhan, 2007). Avrupa'da her yil 50 bin, diinyada ise 500
bin kadina serviks kanseri tanist konmakta, Avrupa'da yilda 25 bin, diinyada da
250 bin kadin bu nedenle 6lmektedir (Bilir, 2007). Gelismis iilkelerde kadin
kanserlerinin %3.6'sin1,  gelismemis  iilkelerde kadin kanserlerinin %15'ini
olusturur (Ceyhan, 2007). Tarama programlari, serviks kanserinin azalmasinda
onemli bir etkiye sahip olmasina ragmen hala kadinlar serviks kanseri nedeniyle
Olmektedir. Serviks kanseri Tiirkiye'de en sik goriilen sekinci kanser tiiriidiir.
Ortalama goriilme yas1 52°dir, ancak 35-39 ve 60-64 yas araliginda goriilme
sikliginda belirgin bir artis bulunmaktadir (Goékge vd., 2011). Serviks kanserinin
erken evrelerinde tipik olarak belirti yoktur. En erken bulgu muhtemelen rutin
jinekolojik muayene esnasinda saptanan anormal Pap smear sonucu olacaktir.
Serviks kanseri olduk¢a yavas gelisir, boylece belirtisiz donem yillar siirebilir.
Serviks kanseri gelistikce kadinlarda ortaya c¢ikan belirtiler, adet arasi kanama,
cinsel iligski sonras1 kanama ya da menopoz sonrasi kanama gibi anormal vajinal
kanama, sulu, pembe, soluk ve devamli olan vajinal akinti, normalden daha fazla


https://tr.wikipedia.org/wiki/Meme_kanseri
https://tr.wikipedia.org/wiki/Avrupa
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kanama olan ve daha uzun siiren adet donemleri’dir. Mesane, barsaklar, akcigerler
ya da karacigere yayilmig ¢ok ileri diizeydeki serviks kanseri vakalarinda ise; sirt
agrisi, kemik agrist ve kiriklar, yorgunluk, bitkinlik, vajinadan idrar ve digki
kacagi, bacak agrisi, istah kaybi, pelvik agri, sismis ayaklar ve kilo kaybi gibi
belirtiler ~ de  gozlenmektedir  (Anonim, Insan  serviks  kanseri.
http://www.trsgo.org/menu/152/rahim-agzi-serviks-kanseri, Erisim tarihi:
16.11.2015).

1.6. insan Serviks (Rahim Agz1) Kanseri Hiicreleri (HeLa)

Insan kanser hiicreleri, ilk kez 1951 yilinda servikal karsinomali (rahim kanali
kanseri) bir hastadan alinarak hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilmis ve HeLa hiicre
serisi olarak adlandirilmigtir. Hiicrelerin ait oldugu Henrietta Lacks isimli hasta
1951 yilinda 6lmesine ragmen, hastaya ait olan bu hiicrelerinin Sliimsiiz oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen bu HeLa hiicre serisi giiniimiizde hala kanser
caligmalari i¢in siklikla tercih edilen ve yayginlikla kullanilan kiiltiirii yapilmis en
eski insan hiicreleridir (Sekil 1.12) (Akgali, 2010).

Scale Bar = 100um

Sekil 1.12. Insan serviks kanseri hiicreleri (HeLa) (www.atcc.org. Erisim tarihi:
26.10.2015)
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1.7. Sitotoksisite ve Sitotoksisite Belirleme Yontemleri

Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu ¢esitli makromolekiilerin sentezlenmesinin
engellenmesi ve buna bagl olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin
hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir (Aldridge, 1993, Murray vd, 2007,
Tuncer ve Demirci, 2011). Sitotoksisite testlerinde hiicre kiilttirleri kullanilarak
olas1 toksikolojik reaksiyonlar in vitro olarak degerlendirilmektedir. Sitotoksisite
testleri, test malzemesinin, hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiyiime oran1 ve hiicrelerin
morfolojik  ozellikleri {izerine etkisinin  kontrol gruplart  kullanilarak
degerlendirildigi yontemdir (International Standard 7405, 1997, International
Standard 10993, 1999). Sitotoksite testleri; hiicre canliligi ve o6liimii, hiicre
membrani, hiicre organelleri, protein veya DNA sentezi ve hiicre béliinmesi ile
ilgili detayl bilgiler verir. Test edilecek materyalin fiziksel 6zelligi ve hiicreler ile
temas yontemi Onemlidir. Hiicre ile materyalin temas1 direkt, indirekt veya
ekstrakt yolu ile gergeklesebilir (ISO 7405, 2009; Tuncer ve Demirci, 2011).

In vitro testler, organizmanin disinda yapilan testlerdir (Wataha, 2001). Bu tiir
testler, test tiipleri, hiicre kiiltiir kaplar, flask veya diger tasiyici kaplarda
yapilabilmektedir. Memeli hiicreleri, organeller, dokular, bakteri veya baz1 enzim
tiirleri, biyolojik sistem olarak kullanilabilmektedir. Test edilecek materyal veya
bu materyalden elde edilen 0ziit, biyolojik sistemle temas edecek sekilde test
kabina yerlestirilir (Wataha, 2001; Wataha, 2003). Biyolojik sistemle materyal
arasindaki temas, direkt veya indirekt olabilmektedir. Direkt temasta biyolojik
sistem, materyal veya oOziit ile dogrudan temas halinde iken indirekt temasta
biyolojik sistemle materyal veya 6ziit arasindaki etkilesim agar, filtre membranlar
veya dentin gibi bariyer sistemleri sayesinde olmaktadir (International Standard
10993, 1999, Wataha, 2001,Wataha, 2003, Saw vd., 2005).

Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort baslik altinda incelenebilir. Bunlar:

1. Canlilik (viability) degerlendiren testler: Kisa donemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkilerinin incelenmesi,

2. Yasam (survival) degerlendiren testler: Uzun donemde olusan toksik
reaksiyonlarin etkilerinin incelenmesi,

3. Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testleri
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4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleridir (Freshney, 2005)
in vitro sitotoksisite testlerinin avantajlar

1. Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasinda spesifik bir

fonksiyonun degerlendirilmesi,

2. Cok sayida 6rnegin kisa zamanda ve ekonomik olarak degerlendirilebilmesi,
3. Kantitatif ve karsilagtirilabilir sonuglara ulasilabilmesi,

4. Test yontemlerinin standardize edilebilmesi,

5. Kullanim testlerine oranla toksik maddenin daha hassas degerlendirilebilmesi,

6. Hassasiyetlerinden dolayi, toksik materyalin hayvan deneylerine ge¢meden
elimine edilmesine imkéan tanimalari,

7. Hayvan ve insan denemelerine goére daha genis kullanim alanmna sahip

olmalaridir.

in vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajlar

1. Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi,

2. Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi,

3. in vitro ortamin organizmada bulunan immiin sistem, inflematuar sistem ve
dolagim sistemi gibi karmasik koordinasyon mekanizmalarina sahip olamamasi
(Browne, 1988, Ekwall vd., 1993, Schmalz, 1997, Wataha, 2001; Wataha, 2003)

Birgok in vitro sistemde tek tiir hiicre kullanilmasi bu tiir etkilesimlerin olugsmasini
engellemektedir. Bu durum, in vitro test sonuglarinin in vivo sartlarla
uyumlulugunu tartigmali hale getirmektedir. Biitiin sitotoksisite testlerinin, toksik
olmayan bir ortamda, steril ve tekrarlanabilir olmasi 6nemlidir (Uzun ve Bayindir,
2011).
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1.8. Hiicre Canlilik Testleri

Hiicre kiiltliriin hiicrelerin canliligini belirlemesinde kullanilan canlilik testleri
toksik etki sonucu kiiltiirde canli kalan hiicre oraninin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Canlilik testleri membran biitiinliigli bozulmus hiicre igerisine
alinan tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyah1 gibi boya ile veya membran
biitiinliigii bozulmamig canli saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil florasan ya
da notral kirmiz1 gibi boyalarin kullanilmasi ile yapilmaktadir (Tuncer ve Demirci,
2011). Denemelerde siklikla kullanilan hiicre canlilik testleri baslica; MTT, WST-
1, WST-8, XTT, TTC, MTS, Tripan blue, BrdU Testidir.

1.8.1. MTT Hiicre Canhlik Testi:

MTT testi Mossman (1983) tarafindan hizli, kolorimetrik ve kantitatif bir
yontem olarak tanimlanmistir. Kiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam
eden canli hiicrelerin kantitasyonunu saglar. En sik kullanim alanlari; sitokinlerin,
bliyiime faktorlerinin ortam komponentlerinin hiicreler iizerine etkilerinin
aragtirilmasi ve sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir (Mosman, 1983).
MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl
blue) suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medium
veya tuz sollisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur.
Tetrazolium halkasmin dehidrogenaz enzimlerince par¢alanmast sonucu MTT mor
renkli formazana doniigiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileri aracilig ile
olur. Olusan bu formazan izopropanol veya baska bir ¢oziici yardimi ile
¢ozilinebilir, olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir
(Mosman, 1983; Moharamzadeh, 2009). Olusan kristaller MTT solubilization
¢ozeltisinde (HCl/izopropanol) ¢oziindiiriilerek olusan mor renkli ¢ozeltinin
multiplak spektrofotometre kullanilarak 570 nm test, 690 nm referans dalga
boylarinda absorbans Olglimii yapilmaktadir. MTT ancak canli hiicrelerin
mitokondrilerindeki aktif enzimler ile pargalanacagindan elde edilen absorbans
degerleri canli hiicre oranlariyla ilgili bilgi vermektedir (Li vd., 2012) (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. MTT canlilik testi: a: MTT indirgenmesinin baslangi¢c asamasi, b:
MTT  indirgenmesinin tamamlanma asamasi (www.iivs.org’den
degistirilerek, Erigim tarihi: 25.10.2015)

1.8.2. WST-8 Hiicre Canlhihik Testi

Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan WST-8 testi (2-
(2-metoksi-4-nitrofenil) -3 (4-nitrofenil) -5 (2,4-disulfofenil) 2H-tetrazolyum),
canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarinin ayristirilmasina dayanan non-radyoaktif,
spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir (Tominaga vd, 1998). Tetrazolium
tuzlar1 hiicresel enzimler tarafindan formazan tuzlarina doniistiiriilmektedir. Canli
hiicre sayisindaki artiy Orneklerdeki mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde
artmaya yol agmaktadir. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince
pargalanmasi sonucu WST-8 turuncu renkli formazana doniisiir. Enzim
aktivitesinin giiclenmesiyle birlikte kiiltiirdeki hiicrelerde metabolik olarak aktif
halde bulunan hiicrelerin miktar1 ile dogru orantili olarak formazan ile boyanan
hiicre formunda artis olmaktadir. Formazan boya metabolik olarak aktif olan
hiicreler tarafindan iiretilmekte olup, spektrofotometre ile belirtilen dalga boyunda
boyanan hiicrelerin absorbansi 450 nm spektrofotometrede Olciilmektedir (Doyle
ve Griffiths, 1998). WST-8 testinin MTT testinden farki; WST-8 testi ile daha
hizli sonuglara ulasilmasidir (Tominaga vd., 1998) (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14. WST-8 canlilik testi: a: WST-8 indirgenmesinin baslangi¢ asamasi, b:
WST-8 indirgenmesinin tamamlanma agamast
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2. KAYNAK OZETLERI

Glinlimiizde kanser heniiz ¢ézlimlenememis 6nemli bir saglik problemidir. Son
yillarda kanser tedavisinde karsilasilan sorunlar nedeniyle alternatif tedavi
yontemleri aranmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda son zamanlarda yapilan
caligmalarda ¢esitli kanser tiplerine karsi sentetik, bitkisel ve fungus kaynakli
ilaglarin antikanser etkileri arastirllmaya baslanmistir. Yapilan bu aragtirmalar
sonucunda tibbi bitki ekstrelerinin ve bu ekstrelerden elde edilen ve sekonder
metabolitlerinin antioksidan, serbest radikal siipiiriicii ve antikanser aktivitelerinin
arastirllmasi konusunda giiniimiizde pek c¢ok calisma yapilmaktadir (Hsu vd.,
2006, Granado-Serrano vd., 2007, Marinova vd., 2009, Vizotto vd., 2014) ve bu
sekonder sekonder metabolitlerinin de kanser tedavisinde ¢6zliim olabilmesi i¢in
alternatif bir yontem olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

Pekgok sebze ve meyvede bulunan klorojenik asit (KA) ile yapilan calismalar,
anti-HIV aktivitesi (McDougall vd., 1998) antioksidan aktivitesi (Yoshino ve
Murakami, 1998, Kono vd., 1998, Paganga vd., 1999), P450-bagli enzim
sitokromu diizenleyici aktivitesi (Teel ve Huynh, 1998, Baer-Dubowska vd.,
1998) ve antiallerjik aktivitesi (Ito vd., 1998) gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye
sahip oldugunu, ayrica sitotoksik 6zelliginden dolayr meme, prostat, kolon ve
losemi gibi  kanser tiirlerinde, kanserli hiicrelerin biiyiimesini engelleyerek
antikanser Oaktiviteye de sahip oldugunu gostermektedir (Tanaka vd., 1990, Stich,
1992, Morishita vd., 1997, Naso vd., 2014). Ancak giinimiizde halen KA’nin

antitiimor aktivitesi hakkinda ¢ok fazla ayrintili ¢alisma bulunmamaktadir.

Jiang vd. (2000), insan oral skuamoz hiicre karsinomu (HSC-2) ve tikiiriik bezi
tiimorii (HSG) hiicre dizilerilerine karst KA’ nin selektif sitotoksik etki gosterip
gostermedigini, insan normal diseti fibroblastlar1 (HGF) ile karsilastirarak
aragtirmiglardir. Arastiricilar, KA’nin milimolar konsantrasyonlarda HSC-2 ve
HSG hiicreleri iizerinde oldukga yiiksek oranda sitotoksik aktivite gosterdigini,
KA’nin sitotoksik aktivitesi nedeni ile katalaz veya CoCl, nin 6nemli derecede
azaldigini, fakat FeClz veya CuCl,’iin etkilenmedigini belirtmislerdir. Calisma
sonucunda yiiksek konsantrasyonlardaki KA’ nin alkali kosullar altinda radikaller
olusturdugunu, diisiik konsantrasyonlardaki KA’nin ise, superoksit ve hidroksi
radikallerini siipiiriicii etkiye sahip oldugunu gostermistir. KA'nin biiylik DNA
fragmentlerinin olugmasina neden oldugu ve tiimor hiicrelerinde interniikleozomal

DNA ayrilmas1 olmaksizin ¢ekirdek kondensasyonu olusturdugu da belirtilmistir.
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Hiicrelerin kaspaz3 ile 6n muamelesinin KA’nin sitotoksik aktivitesini kismen
engelledigi, KA’ ni sitotoksik aktivitesinin engellenmesi i¢in de en az alt1 saate
ihtiya¢ oldugunu da arastirmanin bir bagka sonucu olarak ifade edilmistir.

Matris metalloproteinaz enzimleri, fizyolojik ve patolojik doku yikiminda énemli
rol oynayan ekstraselliiler proteazlardir. Anti-metalloproteinaz-9 (Anti-MMP-9),
timor hiicrelerinin yayilmasini ve metastaz yapmasini engellemekten sorumlu
olan ve Euanymus alatus bitkisinin gévde kabuklarinin metanol ekstresinden elde
edilen fenolik bir bilesiktir. Inhibitér metalloproteinaz-9, Euanymus alatus
bitkisinde bulunan yeni bir fenolik bilesik olan 5-caffeoylquinic asit (klorojenik
asit, KA) NMR ve FAB-MS yontemi ile izole edilmistir. KA’nin, bir matris
metalloproteinaz olan (MMP)-9’in zimografi yontemi ile konsantrasyona bagli
olarak gii¢lii engelleyici etkisi oldugu ortaya konulmustur. Ayrica KA’nin, insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre hattinda (Hep3B), hiicresel proliferasyonu
engellemedigi ve sitotoksik etki gostermedigi belirtilmistir. KA’nin farkli dozlar
(0, 10, 20, 50, 100, 200, 300 pg/mL) ile muamele edilen Hep3B hiicrelerinde
KAmin 0-100 pg/mL arasindaki dozlarda, canlilikta azalma gozlenmezken; 200
ug/mL’lik KA konsantrasyonunda elde edilen canliik orani, kontrolle
karsilastirildiginda %12 oraninda azalma oldugu ortaya ¢ikmistir. KA, doza bagh
olarak MMP-9 enzim aktivitesini inhibe etmesi nedeni ile, klorojenik asidin
kanserli hastalarda metastazi ve kanserin yayilmasini engelleyebilecegi yoniinde
etkisi olabilecegi rapor edilmistir (Jin vd., 2005).

Feng vd. (2005) KA’nin antioksidan kapasitesini belirleyebilmek i¢in Randox
belirtecini kullanmiglar ve sonugta KA’ ’nin giiglii bir antioksidan kaynagi oldugunu
belirlemislerdir. Yine insan akciger kanseri hiicre hattinda (A549) KA’ni hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkisini ECIS yontemi ile arastirmislar ve klorojenik
asidin 80 pg’lik konsantrasyonda A459 hiicre hatti {izerinde giiglii bir
proliferasyon engelleyici etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Caligmada ilging
olan nokta ise, ayni konsantrasyondaki KA’ nin JB6 (si¢an epidermal hiicre hatt1)
hiicrelerinde oldukga diisiik aktivite gostermesidir. Bu sonug, KA’ nin tiimér hiicre

biiylimesi {izerinde engelleyici etkisi oldugunu gostermistir.

Saf polifenollerin (kuersetin, KA ve (-)epikate¢in) ve dogal meyvelerden (¢ilek ve
erik) elde edilen meyve ekstrelerinin insan karaciger kanseri hiicre hatti (HepG2)
iizerindeki canlilik ve apoptosiz lizerine olan etkilerini arastirildigi bir ¢alismada
(Ramos vd., 2005), hiicre canliligi Tripan blue boyama yontemi ile, hiicre
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proliferasyonu Propoidium Iyodiir boyama yéntemi ve DNA elektoforez ve Flow
Cytometry yontemi ile arastirilmistir. 18 saat siireyle kuersetin ve meyve ekstreleri
ile muamele edilen hiicrelerde, hiicre canliliginin doza bagl olarak azaldigi buna
karsin KA (250, 500, 750 ve 1000 uM) ve (-) epikategin (100, 250, 500, 750 ve
1000 pM)’in hiicre canlilifi ve hiicre Oliimii iizerinde etkisi olmadigini
bulmuslardir. Ayrica, kuersetinin ve meyve ekstrelerinin HepG2 hiicrelerini hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda tuttuklarini ve apoptozise girmelerini engelledigini de
belirtmiglerdir. Kuersetin (50, 75, 100, 200 ve 300 uM), ¢ilek (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 ve
0.8 uM) ve erik (0.5, 0.75, 1, 1.25 ve 1.5 uM) ekstreleri HepG2 hiicrelerini
apoptozise yonlendirerek, HepG2 hiicrelerinin canlilik oranini azaltmada etkili

olmuslardir.

DNA metilasyonu, omurgalilarda tipik olarak CpG (C; sitozin-P; fosfat-G;
Guanin) bdlgelerine DNA metiltransferaz enzimi ile bir metil grubunun
baglanmasi neticesinde gergeklesir. Metil grubu DNA’nin sitozin bazinin
pirimidin halkasiin 5 numarali karbonuna eklenmektedir. Neticede 5 metil sitozin
olusur ve burada metil vericisi olarak yine S-Adenozil Metiyonin (SAM) gorev
yapar. Omurgali genomunda CpG boélgeleri olarak adlandirilan alanlar 6zellikle
gen promotdr bolgelerinde, yani genin baslangicinda normalden daha fazla
bulunurlar. Genin baslangic1 CpG adaciklar1 tarafindan isaretlenmistir ve buraya
baglanacak molekiiller i¢in bir taninma bolgesi olusturmaktadir. Metilasyon bazi
sinyal yolaklarin1 denetler ve denetlemede olusacak bir hata, kanser olusumuna
etki eder (Baylin vd., 1998, Bird, 2003; izmirli vd., 2012). DNA metilasyonu gen
ifadesinin epigenetik kontrol ve genom biitiinliigiinii korumak i¢in 6nemli bir
mekanizmadir. Lee ve Zhu (2006) yapmis olduklari ¢alismada, kaffeik asit ve
KA’nin DNA metilasyonu {izerindeki etkisini aragtirmislardir. Bu ¢aligmada KA
ve kaffeik asitin (genel kahve polifenolleri) farkli konsantrasyonlar1 (0.1, 5, 20 ve
50 uM) ile muamele edilen Gstrojene bagimli meme kanseri hiicre hattt (MCF-7)
ve Ostrojene bagimsiz meme kanseri hiicre hattinda (MDA-MB-231) sentetik DNA
substratlarinin metilasyonu ve represantive bir genin metilasyon durumu
tizerindeki diizenleyici etkisi arastirilmigtir. Uygun kosullar altinda DNA’nin in
vitro enzimatik DNA metilasyonu ve beslenmedeki catechol’ler iizerinde DNA
metilasyonunun kaffeik asit ve klorojenik asidin doza bagl olarak prokaryotik
M.Sssl tarafindan katalizlendigi gozlenmistir. Kaffeik asit ve klorojenik asidin
varliginda DNA metilasyonunun inhibe edildigi ve bu inhibisyonun biiyiik dl¢lide
S-adenosyl-homocystein (SAH)’in artist nedeni ile catechol-0-methyl-transferase-
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(COMT)-mediatedO-metilasyonun olugmasi ile ortaya c¢iktigi belirlenmistir.
Kiltire edilmis MCF-7, MAD-MB-231 hiicreleri kaffeik asit veya KA ile
muamele edildiginde RARP geninin promoter bolgesinin kismen inhibe edildigi

gosterilmistir.

Giindelik hayatta genel olarak tiiketilen sebze ve meyvelerin kanseri énlemedeki
rolii bilinmektedir. Meyve ve sebzelerden elde edilen on farkli saf bilesigin (p-
kumarik asit, KA, ferulik asit, kaffeik asit, linalool, aukubin, vanilik asit, luteolin,
baicalin, baicalein) sekiz farkli organa (serviks, mide, deri, akciger, kemik,
mesane, bobrek, agiz) ait dokuz fakli kanser tiirii (HeLa, AGS, BCC-1, H520 ve
H661, U-20S, J82, RTCC-1, OSCC-1 hiicre hatlar) iizerindeki antiproliferatif
etkisinin arastirildigi bir caligma sonucunda; bir monoterpen olan linalool ve
baicalein ile luteolin (flavonoid) giiglii anti-proliferatif etki gosterdigi, buna karsin
aukubin, kaffeik asit, KA, p-kumarik asit ve vanilik asidin dokuz ayri1 kanser hiicre
hatt1 iizerinde anti-proliferatif etki gostermedigi ortaya cikmigstir (Cherng vd.,
2007).

Thurow ve Lee (2012), KA ve neoklorojenik asit’in insan kolon kanseri (Caco-2)
iizerindeki antikanserojenik etkisini arastirmislardir. KA ve neoklorojenik asidin
farkli konsantrasyonlar1 (150, 300, 500 pumol) ile 0, 24, 48, 72 saatlik muamele
edilen Caco-2 hiicrelerinin canlilik oraninda kontrole gore, nispeten azalma oldugu
gbzlenmistir. Muamele edilen hiicrelerde, hiicrelerin yiizeyinde &zellikle hiicre
ylizeyinin piriizli hale gelmesi, diizensiz hiicre sekilleri gibi morfolojik
degisiklikler de meydana gelirken, muamele edilmeyen hiicrelerde bu tarz
morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmamustir. Bu bulgular, hem klorojenik asidin
hem de neoklorojenik asidin hiicre proliferasyonu iizerindeki engelleyici
etkilerinden dolayi, kolon kanserinde baskilayici bir bilesik olarak
kullanilabileceklerini ortaya koymaktadir.

5-Flurourasil (5-Fu) kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ilagtir. 5-
flurourasil diger kanser ilaglar1 ile birlikte kullanildiginda, kanserli hastalarin
tedavisinde yetersiz kalmakta ve cerrahi miidahalelerden sonra hastalarda sag
kalim oranini azaltmaktadir (Machover, 1997). 5-fluourasil meyve ve sebzelerden
elde edilen nispeten toksik olmayan fitokimyasallar ile birlikte kullanildiginda ise,
kemoterapiden etkilenen normal hiicrelerdeki toksisiteyi azaltmaktadir. Sekiz
farkli fenilpropanoidin (6jenol, ferulik asit, sinamik asit, kaffeik asit, KA, p-
kumarik asit, 3,4-dimetoksisinnamik asit ve 2,4,5-trimetoksisinamik asit) farkli
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konsantrasyonlar1 (0.002, 0.004, 0.007, 0.015, 0.03, 0.06, 0.13, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0
mM) ile 5-Fu kombinasyonu birlikte 24 saat siireyle insan serviks kanser hiicre
hattina (HeLa) uygulanmis ve bu karisgimlarin hiicre canlilig1 ve apoptozis {izerine
etkileri arastirilmistir (Hemaiswarya ve Doble, 2013). Ojenol, ferulik asit ve
kaffeik asit ilaglarla sinergik etki meydana getirmis ve daha sonralari
miktarlarinda azalmalar olmustur. Calismanin sonuglari, fenilpropanoidlerin doza
bagli olarak DMSO ile muamele edilen hiicrelere gore hiicre biiylimesini inhibe
ettiklerini gostermistir. HeLa hiicreleri en fazla 6jenol’e karst hassas davranmais,
bunun da ilaglar ve fenilpropanoidler arasindaki inteaksiyondan kaynaklanmig
olabilecegini belirtmislerdir. Farkli fenilpropanoidlerin HeLa hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi, 6jenol> ferulik> sinamik> kaffeik> klorojenik> p-kumarik> 3,4
dimetoksisinamik> 2,4,5-trimethoksisinamik asit seklinde olmustur. Ayrica HeLa
hiicrelerinde go6zlenen apoptozis Ojenol+5-Fu kombinasyonu ile artmis, HelLa
hiicrelerinde gozlenen morfolojik degisiklikler, hiicrelerde ve ¢ekirdekte biiziilme,
florosans yogunlugunun artisi, hilal benzeri ¢ekirdek¢ik goriiniimii ve apoptotik
cisimcikler olmustur. Nekrotik hiicre sayisinda ise onemli bir degisiklik ortaya
cikmamugtir. Kontrolle karsilastirildiginda, apoptotik hiicrelerin orani kombine
muamelelerde daha fazla olmustur.

Artemisia annua Cin tibbinda kullanilan 6nemli bir bitkidir. Artemisia sicak su
infiizyonunun MCF-7 meme kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi ve
metabolik profili aragtirilmis ve artemisinin aktivitesi tek basina ve KA ile birlikte
kullanildiginda ve ekstrede bulunan farkli bir co-metabolitin (3-caffeoylquinic asit,
3CA) etkileri karsilagtirilmistir (Sebure vd., 2014). Ayrica klorojenik asit ile
antikanser ila¢ olan cisplatin birlikte kullanilarak karsilagtirma analizi ve
Artemisia ¢ay ekstresinin olasi etkilesimleri de arastirilmistir. Calisma sonucunda
artemisinin MCF-7 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi oldugu, artemisinin farkli
yolaklar ile bu etkiyi gosterdigi, cisplatinin olduk¢a yiiksek oranda sitotoksik
etkiye sahip oldugu, 3-caffeoylquinic asit’in MCF-7 hiicreleri {izerinde yiiksek
sitotoksik etki gosterdigi, Artemisa ¢aymin 200 puM fizerindeki dozlarda etki
gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Kombine ¢aligmalar ise, cisplatin ve 3CA’nin birlikte
kullanilmasi durumunda benzer etkinin ortaya ¢iktig1, kafeik asit ve KA"'in birlikte
kullaniminin da bir kemoterapétik ilag gibi etki gosterdigi belirtilmistir. Artemisin
ve 3CA kombine kullanimmin birbirleri ile olusturduklari antagonist etkilerden
dolay1 ise, antikanser ilaglardan 2.5 kat daha az sitotoksik etki gdsterdigi ortaya
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konmustur. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore, kanserde Artemisia ¢ay1 kullaniminin

onceden tahmin edilemeyen, olumsuz sonuglara neden olabilecegi belirtilmistir.

Yesil kahve c¢ekirdekleri (GCB) ile daha 6nce yapilan ¢aligmalar, yagir alinmig
GCB ve yagli GCB ¢ekirdeklerinin hayvanlarda kanser gelisimini engelledigi
gostermigtir. Miller vd. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada, yesil kahve
cekirdeklerinin  kavrulmasi  sonucunda etkisinin azalip azalmayacagim
aragtirmiglardir. Bu amagla, altmig sekiz Hamster dort gruba ayrilmig, 1. grup
hayvanlar normal diyet ile beslenirken, 2. 3. ve 4. grupta bulunan Hamster’lar
sirasi ile; %15 kavrulmus kahve ¢ekirdekleri (RCB), %12.75 yag1 alinmig RCB'ye
veya %2.25 RCB yagi ile beslenmistir. Hamster‘lar kanserojen bir madde olan,
7,12-dimetilbenz’in %0.5’lik ¢ozeltisi ile haftada 3 kez muamele edilmislerdir.
Calismanin sonuglari, denemede Hamster’larin beslendigi her bir 6zel diyetin,

onemli dl¢lide tlimor gelisimini azalttigini gostermistir.

Gilindelik diyet ile alinan polifenollerin kanseri 6nlemede etkili olduklari
bilinmektedir. Serviks kanseri, kadinlarda meme kanserinden sonra 6liime neden
olan ikinci kanser tiiriidiir. Polifenol ekstrelerinin anti-servikal kanser onleyici
etkileri ile giindelik olarak yaygin tiiketilen yesil ¢ay, kahve ve kakaonun insan
servikal kanseri hiicre hattinda (HeLa) hiicreleri iizerindeki etkisi karsilastirilmigtir
(Krstic vd., 2015). Calismada kullanilan biitiin polifenol ekstreleri HeLa hiicreleri
iizerinde apoptozis olusturmustur ancak en gii¢lii etkiyi yesil ¢ay gostermistir. Kisa
stireli yesil ¢ay ve kahve ekstreleri ile muamele intraselliiler oksijen tiirlerinin
olusumunu saglamig ve glutatyon seviyesinin azalmasina yol agmistir. Yesil cay
ve kahve ekstrelerinin sitotoksik aktivitesi kismen C vitamini ile inhibe edilmistir.
Bu sonuglara gore, test edilen polifenol ekstrelerinin pro-oksidan ve anti-
proliferatif etkilerinden dolay1, in vitro anti-servikal kanser 6zelligi bulundugu
diistiniilmiis ve bu etkiyi olusturan ekstrelerin sirasi ile yesil ¢cay>kahve>kakao
oldugu ortaya ¢ikmugtir.

KA, kaffeik asit ve kuinik asitin esteridir. Sato vd. (2011) KA ve kaffeik asidin
baslica metabolitleri T{izerinde yaptiklar1 arastirmada in vitro kosullarda
gergeklesen caligma sonucunda kaffeik asidin KA'ten daha giiglii bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu, Caco-2 hiicreleri tarafindan klorojenik asidin kaffeik aside
gore daha az alindigimi bulmuslardir. Oral olarak alinan bir bilesigin fizyolojik
Oonemi, o bilesigin bagirsaklarda emilimi ve hedef doku tarafindan alinimina
baghdir. Bagirsak iskemi perfiizyon hasari iizerinde hem kaffeik asidin hem de



39

klorojenik asidin hasar olusturucu etkisi arastirildiginda, kaffeik asitin giiglii
antioksidan aktivitesi nedeni ile, iskemi perfiizyon hasarinda daha koruyucu bir rol
iistlendigi belirtilmistir.

Nitrik asit, midede asidik sartlar altinda reaksiyona girerek N-nitrozo bilesigine
doniisiir. Bu bilesik hem sitotoksik hem de genotoksik 6zellik gdsterir. Endojen
olarak olusan bu bilesik, yemek borusu ve mide kanserine neden olmaktadir.
Askorbik asit ise olugsan bu nitrozasyonun inhibitorii olarak bilinir. Metilurea
(MU)’ye sodyum nitrit (SN) eklenmesi sonucunda olusan reaksiyon, midede N-
nitroso-N methylurea olusumuna neden olur. Abraham vd. (2013) yapmis oldugu
calismada, diyetteki polifenollere eklenen askorbik asit (AA) kombinasyonunun
endojen nitrozasyon ile olusturulan genotoksik hasara karsi koruyucu etkisini
aragtirmiglardir. AA ve polifenol ferulik asit (FA), gallik asit (GA), klorojenik sit
(KA) ve epigallokatesin gallate (EGCG) birlikte kombinasyon halinde siganlara
oral yolla verildiginde, deneme sonucunda si¢anlarin kemik iliginden alinan
hiicrelerde mikronukleuslu polikromatik eritrositler (Mn, PCEs) ve metafazda
bulunan kromozomlardaki kromozomal hasarlar belirlenmistir. MU+Su karigimi
sicanlarde tek basmma hasar olusturuken, AA, FA, GA, KA ve EGCC o6nemli
Olciide hasar onleyici etkide bulunmustur. AA, FA, GA ve KA, MNU ile birlikte
uygulandiginda ise, genotoksik etkinin azalmasinda etkili olmamislardir.
Calismanin sonuglari, AA ve FA, GA ve KA’nin birlikte uygulanmasi sonucunda,
bu karigimlarin siganlarda endojen olarak olugan N-nitroso bilesikleri tarafindan
olusturulan genotoksik hasara karsi anti-nitrikasit etkide bulunduklarini ortaya
koymustur.

Sun ve arkadaglart (2014) yapmus olduklart ¢aligmada, siganlarda
karbontetraklorid (CCl,)’in neden oldugu akut hepotoksik hasarlar iizerine
klorojenik asidin (KA) koruyucu etkisini aragtirmiglardir. KA’nin antioksidan
aktivitesi in vitro olarak ¢esitli yontemlerle belirlenmistir. Siganlara oral yolla tek
doz (100 mg) karbontetraklorit verilmis ve karbontetraklorit ile karaciger
toksisitesi indiiklenmistir. Hepatoksik etkiye ugrayan ratlara oral yolla farkl
konsatrasyonlarda (100, 300, 500 mg) KA verilmis ve 14. giiniin sonunda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartaz aminotransferaz (AST), alkali fosfataz (ALP) ve
total bilirubin (TB) seviyeleri ol¢iilmiistiir ve biyokimyasal sonuglar1 destekleme
amaci ile de histopatalojik incelemeler yapilmistir. Sonug olarak, KA’nin sigan
hiicrelerinde in vitro kosullarda giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bulunmugtur. CCly ile olusturulan karaciger toksisite denemesi sonuglari, KA’ nin
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330 ve 500 mg/kg’lik konsantrasyonu ile 6n muamelesi ile ALT, AST, ALP ve TB
seviyelerinin CCl, ile muamele edilen grupla karsilastirildiginda azaldigini
gostermistir. KA nin 5000 mg/kg’lik konsantrasyonu muamele edilen sicanlarda
herhangi bir 6liim gozlenmemistir. Ortaya ¢ikan bu sonug, KA’ nin CCl, tarafindan
sigan karacigerinde olusturulan oksidatif hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini ve
bu mekanizmanin KA’ nin serbest radikal siipiiriicii ve antioksidatif etkisi nedeni

ile olabilecegini One siirmiislerdir.

Canli hiicreler iizerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli yapt ve fonksiyon
degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel toksikolojik
calismalar yapilir (Saygi, 2003). Olgiim performanst icin, tekrarlanabilirlik bagarisi
icin ya da calismalarda karsilagtirma yapmak icin hiicre popiilasyonlariin
miktarlarinin anlamh bir sekilde belirlenmesine ihtiyag vardir. Bu nedenle hiicre
popiilasyonlarinda hiicre canliligi ve proliferasyonu belirleyebilmek icin, bazi
metodlar gelistirilmistir (Doyle ve Griffiths, 1998). Genel olarak direkt hiicre
sayiminda canli ve cansiz hiicreleri ayirt etmek igin genellikle hemositometre ile
birlikte vital bir boya (trypan blue-tripan mavisi) kullanilir. Bununla birlikte tiim
vital boyalar 6zneldir ve kesin deger vermezler. Bu metot kolay, cabuk ve ucuzdur
ve toplam hiicre siispansiyonundan sadece kiiciik fraksiyonlar gerektirir. Belirli
deneysel amaglar i¢in ya da belirli durumlar i¢in uygun olan bircok spesifik
yontem bulunmaktadir. Bunlar; diochromium smiflandirma, hiicresel ATP,
intraselliiler hacim spesifik boyalar (MTT, tryphenyl tetrazolium chloride, neutral
red) redoks potansiyeli, yogunluk, kalorimetri ve biyokiitle gézlemlerini igerir.
Orneklerin analizi icin kullanish olan modern bir mikroplak (96'ik kuyucuklu
plak) gelistirilmistir. Bu minyatiir plaklar bir¢ok Ornegin ¢abuk ve es zamanl
analizine izin verir. Bu formattaki mikroplak, kullanilan kiiltiirdeki ortam
miktarin1 ve hiicrelerin ihtiya¢ duydugu plastik kaplar1 azalttig1 i¢in avantajlidir.
Kolorimetrik yontem, érneklerin mikroplak icerisinde mikroplak okuyucusunda
dogrudan 6l¢iilmesine izin verir (Doyle ve Griffiths, 1998).

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) canlilik
yontemi, hiicre canliligini, proliferasyonunu ya da sitotoksisitesini 6l¢mede
kullanilan basit, kolorimetrik ve ekonomik bir yontemdir (Ar1 vd., 2012). MTT (3-
[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue)
kiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
kantitasyonunu saglar. MTT, suda ¢06ziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol
kirmizist igermeyen medium veya tuz soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak
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bir sollisyon olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince
parcalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢oziinmeyen formazana doniisiir. Bu
doniigim canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olur. Olusan bu formazan
izopropanol veya bagka bir ¢dziicii yardimi ile soluble hale getirilir ve olusan renk
reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir (Mosman, 1983).
Formazon kristallerinin ¢dzlinmesiyle olusan absorbans degerleri, canli hiicre
sayist ile dogrudan iligkilidir. MTT nin en ¢ok kullanildig1 alanlar; sitokinlerin
bliyiime faktorlerinin, ortam bilesenleri hiicreler iizerine etkilerinin aragtirilmasi ve

sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir (Mosman, 1983).

Biray vd. (2006), propolisin insan T hiicresi lenfoblast benzeri hiicre hattinda
(CCRF-CEM) sitotoksik ve apoptotik ozellik  gosterip  gostermedigini
aragtirmiglardir. CCRF-CEM hiicre dizisinde sitotoksisitenin degerlendirilmesi
icin, Tripan mavisi ve XTT yoOntemleri, apoptozisin degerlendirilmesi igin ise,
apoptozis esnasinda acia cikan oligoniikleotidlerin saptanmasi esasimna dayali
Eliza yontemi ve apoptotik cisimciklerin fliloresan mikroskopta goriintiilenmesini
saglayan Akridin Oranj-Etidyum Bromid boyama teknigi kullanilmistir. Propolisin
sitotoksik etkisinin saptandiktan sonra, propolisin etken maddelerinden olan ve
tar¢inda bol miktarda bulunan, tar¢in kokulu organik bir asit olan sinamik asit
(CsHs-Ch=Ch-CooH) ve CAPE (kafeik asit fenetil esteri)’in sitotoksik ozellikleri
aynm1 yontemlerle degerlendirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, sinnamik
asit’in herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi, buna karsin CAPE’nin doz ve
zamana bagimli olarak sitotoksik etki gosterdigi ve 1Csp dozunun 1 pM oldugu
tespit edilmistir. Akridin Oranj-Etidyum Bromid boyama yontemleri ile CAPE’nin
ayni hiicre dizisinde apoptozise neden oldugu da bulunmustur. CAPE, normal
hiicreler tlizerinde diisiik toksisiteye sahip, yeni antimetastatik ve antianjiyojenik
ajan olarak deger tasidigindan bu sonuglar akut lenfoblastik 16semi tedavisinde
propolisin ve Ozellikle CAPE’nin kullanilabilmesine ydnelik yeni bir tedavi

yontemi olabilecegi arastiricilar tarafindan belirtilmistir.

Dikmen vd. (2009), nar meyve kabugu metanol ekstresinin (NKE) farkli
konsantrasyonlariin (25, 50, 100, 200 ve 300 pgr/mL), MCF-7 insan meme
adenokarsinom hiicre hattindaki sitotoksik ve apoptotik etkileri aragtirilmistir.
Sitotoksik etki, MTT ve notral red (lizozomal aktivite) yontemleri kullanilarak,
apoptotik etki ise ssDNA apoptotik ELISA y6ntemini Kullanarak belirlemislerdir.
Calismanin sonuglari, NKE’nin, MCF-7 kanser hiicrelerinde konsantrasyon ve
zamana bagimli olarak sitotoksik ve apoptotik etkili oldugunu, mitokondrial ve
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lizozomal aktivasyon absorbans degerlerinin 6zellikle 48 ve 72. saatlerde, 100,
200 ve 300 pgr/mL ekstre konsantrasyonlarinda anlamli diizeyde azaldigini
belirlemislerdir. Apoptotik etkideki en fazla artigin ise, 48. saatte 100, 200 ve 300
pgr/mL NKE konsantrasyonlarida oldugu tespit edilmistir.

Kogkar vd. (2010), zeytin yapragindaki en Onemli fenolik bilesik olan
oleuropein’in insan hepatoma (Hep3B), insan meme adenokarsinom (MCF-7) ve
insan prostat kanser modeli (PC-3) hiicrelerindeki anti-tiimér aktivitesini
arastirmiglardir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 saat siireyle farkli konsantrasyonlardaki
oleuropein ile muamele edilmistir. Oleuropein’nin antitiimor etkisi, uygulama
yapilan hiicrelerde MTT test ile belirlenmistir. Caligmanin sonunda, oleuropein’in
doza bagli olarak, MCF-7 ve PC-3 hiicreleri ilizerinde antitiimér etkisinin oldugu
belirlenmistir. Ayrica, oleuropein’nin hiicre tipine spesifik olarak farkli etki
gosterdigi ve oleuropein insan hepatoma hiicresinde (Hep3B) hiicre

proliferasyonunu arttiric1 yonde etkisi oldugu da bulunmustur.

Hiicre hareketi, hiicre boliinmesi, hiicre i¢i madde tagmmasi, hiicresel yapinin
saglanmasi gibi biyolojik islevlerde rol alan mikrotiibiiller, antikanser ilaglarin
esas hedefi konumundadir. Vinorelbin (Navelbin) mikrotiibiiller iizerinden etki
gosteren molekiillerden birisidir ve ¢esitli kanserlerde kemoterapdtik ajan olarak
kullanilmaktadir. Gok¢e vd. (2011) insan serviks kanser hiicre hatt1 olan HelLa
hiicrelerine, 24 saat siireyle 5-100 uM doz araliginda vinorelbin uygulamislar ve
siire sonunda hiicrelerdeki olasi apoptotik etkiyi belirlemislerdir. Bu amagla,
sirastyla XTT canlilik testi yapilmis ve floresan mikroskobunda hiicrelerin
karakteristik morfolojisi degerlendirilmis ve vinorelbin uygulanan hiicrelerde B
hiicresi lenfoma 2 (BCL2) ve Siklin D1 (CCND1) genlerinin mRNA ifade
diizeyleri arastirilmigtir. Calisma sonucunda, en yiiksek vinorelbin konsantrasyonu
olan 100 puM’da hiicre canliliginin 24 saat sonunda %60’ altina diistigi
belirlenmistir. En etkili apoptotik doz 40 uM olarak bulunmus ve ayrica 40 uM
vinorelbin uygulamasinin anti-apoptotik 6zellikteki BCL2 ile proto-onkogen olan
CCNDI1 genlerinin mRNA ifade edilme diizeylerinde azalmaya neden oldugu da

saptanmigtir.

Kanser hiicrelerinde oksidatif stresin, hiicre proliferasyonunun stimiilasyonu,
mutasyonlarin ve genetik instabilitenin artigi, antikanser ilaglarina karsi hiicresel
duyarliligin degismesi gibi belirgin sonuglari bulunmaktadir. Buna karsin oksidatif

stresin artisi, kanser hiicrelerini Oldiirmek i¢in bir firsat da saglayabilir.
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Kiigiiksayan vd. (2011), Bleomisin’in N-Tera-2 testis kanseri hiicre dizisinde 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonucunda olusturdugu sitotoksik etkiyi
arastirmislardir. Arastiricilar, N-Tera-2 testis kanseri hiicrelerine Bleomisin
uygulamasinin ardindan hiicre canliligint MTT ([3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)- 2,5-
difenil tetrasodyum bromid]) yontemini kullanarak, hiicrelerde olusan oksidatif
stresi de Protein Karbonil gruplarin1 dlgerek belirlemislerdir. Sonugta,
Bleomisin’in 400 pg/ml dozu ile 24 saat siiren inkiibasyon sonucunda hiicrelerin
canliliginin, bleomisin uygulanmamis kontrol grubuna gore %54’e, 48 saat siiren
inkiibasyonu sonucunda hiicrelerdeki canliligin %33 ve 72 saat siiren inkiibasyon
sonucunda da hiicrelerin canlilik oranmin %22 oranda azaldigini bulunmustur.
Bleomisin’in 24 saat siiren inkiibasyonu sonucunda da protein karbonil gruplarimin

kontrol grubuna goére %62 oraninda arttig1 belirlenmistir.

Paklitaksel ve yarisentetik tiirevi olan dosetaksel antitimor etkilerini, hiicrede
mikrotiibiillerin toplanmasini arttirmak ve depolimerizasyonunu Onleyerek stabil
mikrotiibiil topluluklart olusturmak suretiyle yapmaktadir (Schiff vd., 1979, Ringel
ve Horwitz, 1991; Erdemoglu ve Sener, 2000). Dosetaksel meme, prostat ve
mesane kanserinde sik kullanilan bir ilagtir. Dosetaksel, paklitaksel'e gore hiicre
icine daha hizli alinir ve hiicre iginde daha uzun siire kalir. Bu 6zelliklerinden
dolayr in vivo ve in vitro antitiimor aktivite calismalarinda dosetaksel'in
paklitaksel'e gore 2-4 kat daha kuvvetli oldugu ve paklitaksel'e daha uzun siire
maruz kalmanin antitimdr aktivitede artisa neden oldugu gosterilmistir (Rose,
1992, Lavelle vd., 1995, Eisenhauer veVermorken, 1998; Erdemoglu ve Sener,
2000). Coban vd. (2012) Ig G plazma hiicreli 16semi hiicre hattinda (ARH-77)
dosetaksel ile ortaya ¢ikabilecek sitotoksik etkiyi arastirmislardir. Caligmada
ARH-77 hiicreleri lizerinde dosetaksel'in farkli konsantrasyonlarini (0,1-1-10-50-
100 pmol/L) kullanilmislar ve sitotoksik etkiyi XTT test ile belirlemiglerdir.
Calismanin sonucunda dosetaksel’in 50 pumol/L'lik konsantrasyonunda ARH-77
hiicreleri iizerinde letal doza eristigi gosterilmistir. Arastiricilar, dosetaksel’in
plazma hiicreli 16semi hiicre hattinda gosterdigi bu etkili sitotoksik etkisi nedeni
ile, bu ilacin nadir gozlenen ve kotii prognozla karakterize edilen hastalik

tedavisinde kullanilabilecegini one siirmiislerdir.

Kahraman vd. (2013) yapmis oldugu c¢alismada, farkli bor bilesikleri olan BA
(borik asit), BP (boraks pentahidrat) ve DPD (disodyum pentaborat dekahidrat)’in
250, 500 ve 1000 pM dozlar1 ile muamele edilen ve sitogenetik olarak stabil
olmayan CCL62 (HelLa kontaminant) insan amniyotik epitelyal hiicre hattinda
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ortaya cikabilecek sitogenetik hasarlari incelemislerdir. Bu amagla hiicre hatlarina
bor bilesikleri uygulamasini takiben sitotoksisite i¢in hiicre canlilik testi (MTT) ve
genotoksisite i¢in kromozom aberasyonu ve mikronukleus testleri yapilmis ve bor
bilesiklerinin her bir dozunda meydana gelen kromozom aberasyonlarinin ve
mikronukleuslarin  (MN) frekanslar1  hesaplanmistir. Calisma  sonucunda
arastiricilar tiir, doz ve siireye bagli olarak bor bilesiklerinin CCL-62 (HeLa
kontaminant) insan amniyotik epitelyal hiicre hatlarinin proliferasyonunu
etkiledigini gorilmislerdir. Kromozom aberasyonu ve mikronukleus analizi
verilerine gore ise; herhangi bir bor bilesigi uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerle, bor bilesikleri uygulanan hiicrelerin kromozom aberasyonu ve
mikronukleus sayilar1 kargilastirildiginda kontrol grubu ve bor bilesiklerinin
uygulandigi gruplar arasinda anlaml fark saptanamamistir (p>0,05). Sonug olarak
bu calisma ile farkli bor bilesikleri olan BA (borik asit), BP (boraks pentahidrat)
ve DPD (disodyum pentaborat dekahidrat) 250 uM, 500 uM, 1000 uM dozlarda
kanser hiicre hatt1 olan CCL-62 hiicrelerine uygulanmis ve bu bilesiklerin, tiir, doz
ve maruziyet siiresine bagli olarak hiicre ¢ogalmasi {lizerinde etkili oldugu, fakat
bu hiicre hatlarinda var olan sitogenetik anomalilerin siklig1 tizerine herhangi bir

arttirict ya da azaltici etkisinin olmadig1 gosterilmistir.

Resveratroliin ¢esitli model organizmalarda (NAD)-bagimli histon deasetilaz ailesi
sirtiiinlerin iiyesi olan Sirt’i aktive ederek yasam siiresini uzattig1 bilinmektedir.
Ancak resveratroliin hiicresel diizeyde hiicre dongiisiinii durdurdugu, erken
yaslanmaya ve apoptozise yol ag¢tig1 bilindigi i¢in yaslanmay1 engelleyici etkileri
tartismal1 hale gelmistir. Uziim ¢ekirdeginde bol miktarda bulunan resveratroliin
insan normal dermal fibroblastlarinda (BJ) yaslanma {izerine olasi etkilerinin ve
sirtliinlerle olan iligkisinin aragtirildigi ¢calismada (Kilingli, 2013), resveratroliin
72 saatlik inkiibasyon sonrasinda 25 pM’ dan itibaren BJ hiicre proliferasyonunu
azalttignt WST-1 ve BrdU testleriyle saptanmis ve Ki-67 immiin boyama
yontemiyle de bu sonug¢ desteklenmistir. Resveratroliin 25, 50 ve 100 uM’lik
konsantrasyonlarda ise hiicresel yaslanmay1 indiikledigi SaP-Gal boyamasi ile
gosterilmistir. Bunun yanisira resveratroliin yiiksek konsantrasyonlarda (300 uM)
hiicre 6liimiine neden oldugu TUNEL boyamasiyla belirlenmistir. Sirtl, 2, 3, 6 ve
7’nin ifadelerinin Western Blot yontemiyle analiz edilmesi sonucunda, hiicresel
yaglanmanin goriildigi dozlarda Sirtl ve 2’ nin ifadesinde azalma oldugu ancak
Sirt3, 6 ve 7’ nin ifadelerinde ise degisiklik olmadig1 bulunmustur. Sonug olarak
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resveratroliin doza ve zamana bagli olarak hiicresel yaslanmay:1 indiikledigi ve

buna bagl olarak Sirtl ve 2’nin ifadelerinin azaldig1 bulunmustur.

Diinya genelinde baharat olarak tiiketilen kirmizi aci biberin igerdigi kapsaisin
(trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid)  olas1  tiimdrogenez ve  genotoksik
0zelliginin yani sira gesitli karsinojen ile mutajenlere antagonist olmasi ve tiimoral
hiicre  apoptozunun indiiklemesi sebebiyle Onemli bir ajan olarak
tanmimlanmaktadir. Ancak kapsaisin ile indiiklenmis losemi hiicre apoptozunun
nedenleri halen arastirma konusudur. Kaymaz vd. (2013), akut lenfoblastik 16semi
hiicre hattin1 (CCRF-CEM) kapsaisin ile muamele ettikten sonra, apoptoz analizi
ve JAK/STAT (Janus Kinaz/ Sinyal Ileticisi Transkripsiyon Aktivatdrii) sinyal
iletim yolagi elemanlarindan STAT3, STAT5A, -5B, JAK2 ve IL-6’nin mRNA
seviyesindeki gen ekspresyonunu belirleyerek, kapsaisinin olasi molekiiler etki
mekanizmasini belirlemeye ¢aligmislardir. Kapsaisin ile muamele edilmis CCREF-
CEM hiicrelerinde gozlenen apoptotik durum, kontrol grubu hiicrelerin apoptotik
durumu ile kiyaslandiginda, muamele grubu hiicrelerde % 37.1 oraninda anlamli
bir apoptoz indiiksiyonu saptanmistir. Hedef genlere ait mRNA ekspresyon
seviyeleri kiyaslandiginda ise, STAT3, STATS5A, -5B, JAK2 ve IL-6
ekspresyonlarinda sirasiyla -6.02, -49.6, -2.23, -5.53, -2.51 katlik anlaml
azalmalar saptanmistir. Sonug¢ olarak, kapsaisin ile indiiklenmis 16semi hiicre
apoptozunun olast nedenlerinden birinin, JAK/STAT sinyal yolag:
elemanlarindan; transkripsiyon faktoérii olan ve 16semide artmis ekspresyon
sergileyen STAT3, STAT5A ve -5B ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede
azalmis olmasi olabilecegi belirlenmistir. Ayrica, sinyallesme tetikleyicileri JAK2
ve IL-6 ekspresyonlarindaki diisiisiin sinyallesmenin baskilanarak 16semik hiicre
proliferasyonunun yavaslamasi ve apoptozun indiiklenmesi ile ortaya ¢iktigi ileri

siirlilmistir.

Centaurea cadmea Boiss. (Asteraceae) kok ve toprakiistii kisimlarindan elde
edilen metanol ekstrelerin ii¢ farkli insan kanser hiicre hattinda insan servikal
karsinoma hiicre hatt1 (HeLa), insan akciger adenokarsinoma hiicre hatti1 (A549) ve
insan osteokarsinoma hiicre hatt1 (U-20S) ile kanserli olmayan normal hiicre hatti
(insan embriyonik bobrek hiicre hatti, 293HEK) {izerindeki sitotoksik aktiviteleri
WST-1 reaktifi kullanilarak, hiicre proliferasyon testi ile analiz edilmistir.
Sonugta, C. cadmea toprak tstii kisimlari kloroform ekstresinin tiim hiicre
hatlarinda aktif oldugu bulunmustur (ICsq: 14.24-43.10 pg/mL) (Astari vd., 2014).
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MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) metabolik
olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenaz araciligiyla indirgeyerek
formazan kristallerinin olusumuna neden olmaktadir. Kristallerin ¢dziinmesiyle
olusan absorbans degerleri canli hiicre sayisi ile dogrudan iligkilidir. Fakat bazi
kimyasallar ya da fitokimyasallar dogrudan MTT ile etkilesime girerek interferans
yapabilmektedirler. Bu durum yanlis yorumlara neden olmaktadir (Ar1 vd., 2012).
Arn vd’lerinin farkli bitki ekstreleri kullanarak MTT metodunun hiicre canliligim
belirlemede ne kadar gilivenilir oldugu arastirmak i¢in daha hassas bir yontem
olan ATP canlilik testiyle kiyaslayarak arasgtirmiglardir. Calismada Hypericum
adenotriticum, Salvia kronenburgei, Palergonium quersetorum gibi bitkilerden
elde edilen farkli bitki ekstreleri insan meme kanserinin iki farkli hiicre hatti
(MCF-7 ve MDA-MB-231) iizerine uygulanmig ve hiicre canliligt MTT test ile
belirlenmis, yine bitki ekstrelerinin hiicresiz ortamda MTT test ile verdigi
absorbanslar belirlenmistir. Ayrica, MTT test sonuglarini karsilastirmak i¢in hiicre
canliliklari, ATP canlilik testiyle de analiz edilmis, hiicrelerde belirlenen dliimler
mikroskobik olarak da degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, kullanilan bitki
ekstrelerinin hem MCF-7 hem MDA-MB-231 hiicrelerinde doza bagli olarak
hiicre canliliklarin1 anlaml seviyede azalttig1 gdzlenmistir. Mikroskobik sonuglara
uyumlu olarak, her iki kanser hattinda da doza bagh olarak hiicre canliliklarmin
azaldig1 ATP testiyle de dogrulanmistir. Fakat 6zellikle yiiksek dozlarda hiicre
Olimleri gozlenmesine ragmen, MTT sonuglarmin bu hiicre o&liimlerini
gostermedigi  belirlenmistir. Arastiricilar bu ¢aligmalart ile, farkli bitki
ekstrelerinin MTT ile etkilesime girerek hiicre canlilig1 lehine yanlis pozitif sonug
verdigini (interferans olusumu) ATP canlilik yontemi ile karsilastirilmalar ile
ortaya koymuslardir. Bitki ekstresi gibi interferans olusturabilecek ajanlarin
sitotoksisite analizlerinde MTT yodnteminin giivenilir olmadig1 ve uygun farklh
yontemlerin sec¢ilmesi gerektigi ileri stiriilmistiir (Ar1 vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu tezde materyal olarak; insan serviks kanser hiicre hatti (HeLa, ATCC CCL-2),

ve insan periferal lenfosit hiicreleri kullanilmustir.
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Tez calismast siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeleri
klorojenik asit (HWI Analytik GMBH Product No: 0050-05-90), antikanser ilag
olarak kullanmilan Tekamen (Irinotecan Hydrochloride Trihydrate), Dimetil
Siilfoksit (Sigma, D8418), Sodyum- piruvat (Na-pyruvate) (Sigma S8636),
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D5546), Fetal Bovine
Serum (FBS) (Sigma Lot040M3396), Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(PBS) (Sigma D1408), Mem Non-essential Amino Acid Solution (Sigma, M7145),
L- glutamin (Sigma G 7513), Penisilin streptomisin (Sigma P0781). Tripsin-
EDTA (Sigma Lot 11C508), RPMI-1640 Medium (Sigma, Lot 116K2416), Fetal
calf serum (FCS), Histopaque-1077 (Sigma, RNBC 6075), Cell Counting Kit-8
(WST-8) (Sigma Lot BCBN 61904), Tox-1 Kiti (Thiazoly Blue Tetrazolium
Sigma Lot MKBH9792V, MTT ¢oziicii soliisyonu Sigma Lot 051M8719V),
Hiicre kiiltiir sisesi (T-25 ve T-75 cm?) (Corning), Mikropipet, 24' liik, 48’lik ve
96'lik Kuyucuklu plak (Well Plate) (Corning), 15 ml ve 50 ml kapakli falkon tiip
(ISOLAB) ve tek kullanimlik steril pipet (Corning)’dir.

3.2.2. Kullanilan Cihazlar

Tez galismasi siiresince cihazlar; hiicre kiiltiirii kabini (HeraSafe Tipll Laminar
Flow), invert 151k mikroskobu (Olympus CK40-SL), santrifiij (Hettich Rotina
38R), CO.'li hiicre kiiltiir inkiibatorii (Thermo Hepa Class 100 Steri-cycle),
elektrikli puar (Boeco) ve multiplak okuyucu spektrofotometre (Thermo
Labsystems Multiskan Spectrum)’dir.
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3.3. Yontem
3.3.1. insan Serviks Kanser Hiicrelerinin Temini

Bu tez kapsaminda kullanilan insan serviks kanser hiicre hatti (HeLa) (ATCC
CCL-2) Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi Merkezi (ADU-BILTEM) hiicre stoklarindan temin edilmistir. Bu
calismada HeLa hiicreleri se¢ilmesinin sebebi, serviks kanserinin kadinlar arasinda
en sik goriilen kanser tlirlerinden biri olmasi, HeLa hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
sinirsiz sayida boliinebilmeleri, insan kaynakli olmalari ve kolay c¢ogaltilabilir
olmasidir. HelLa hiicreleri yilizeye bagimli (monolayer) ve siispanse formda
tiretilebilmektedir.

3.3.2. insan Serviks Kanser Hiicrelerinin Canlandirilmasi ve Cogaltilmasi

Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (ADU-BILTEM) -196 °C’de sivi azot tanki igerisinde stok olarak
saklanan HeLa hiicreleri denemeler i¢in canlandirilmustir. Hiicreler 37° C'de
hizlica ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen hiicreler, igerisinde %10 Fetal Bovine serum,
L-Glutamin, esensiyel olmayan amino asitler, sodyum piruvat ve sodyum
bikarbonat bulunan DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) besiyerinde 37
%C’de, %35 CO, igeren inkiibatorde cogaltilmistir. Hiicrelerin iki giinde bir besi
ortami degistirilmistir. Tez calismasi siiresince Hela hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

rutin olarak silirdiiriImiistiir.

3.3.3. Cogaltilan insan Serviks Kanser Hiicrelerinin 24 ve 48-Kuyucuklu
Plaklara (24 ve 48-well plate) Ekilmesi

Hiicreler uygun kiiltiir kosullarinda inkiibe edildikten sonra morfolojik
degisiklikleri ve hiicre sayilari 151k mikroskobu ile takip edilmistir. Belli
periyotlarda besi ortamlar1 degistirilerek taze besin saglanmistir. Hiicreler kiiltiir
kab1 (flask) ylizeyini kapladiginda pasajlama yapilmistir. Kiiltiir kosullarinda
kontaminasyona kars1 pH degisikligi besi ortaminin renk degisikligi takip edilerek
yapilmigtir. Hiicre kiiltiir siselerinde ¢ogaltilan insan serviks kanser hiicreleri
(HeLa), kiiltiir kab1 yiizeyini tamamen kaplayinca (%80-90 yogunluga ulastiginda)
tripsinle muamele edilip, 2-3 dakika CO,'li inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin
kiiltlir sisesinde tutunduklart zemini birakmasi saglanmigtir. Siispanse haldeki
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HeLa hiicrelerini igeren tripsin {izerine besiyeri ilave edilerek, tripsin inaktive
edilmis; tripsintbesiyeri karigimi igerisinde siispanse halde bulunan hiicreler,
kapakli bir falkon tiibii icerisinde toplanarak 800xg'de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Santriflij edilen hiicreler, slipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra besiyeri ile
tekrar stispanse edilmistir. 24 ve 48-kuyucuklu plaga her bir kuyucukta 500 pL
olacak sekilde ekim yapilmis ve hiicreler, 37 °C’de CO,'li inkiibatérde hiicrelerin
zemine tutunmasi igin 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir.

3.3.4. insan Serviks Kanser Hiicrelerinin Klorojenik Asit (KA) ve
KA+Tekamen ile Muamele Edilmesi

Analitik safliktaki klorojenik asit (KA) az bir miktar dimetilsiilfoksit (DMSO)
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve stok ¢ozeltide DMSO orani % 0.1 olacak sekilde PBS
ilave edilerek 1 pg/mL klorojenik asit (KA) stok cdzeltisi hazirlanmistir. On
denemelerle belirlenen 100, 150, 300 ve 500 pg/mL'lik KA, DMEM besiyeri ile
stoktan seyreltilerek hazirlanmistir. HeLa hiicreleri, KA’nin belirlenen
konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmistir (Sekil 3.1).
Calismanin ilk basamaginda negatif kontrol olarak sadece besiyeri iceren Hela
hiicreleri, pozitif kontrol olarak antikanser ila¢ olarak kullanilan Tekamen (40
ug/mL); ¢bziicli kontrol olarak da KA’nin ¢o6ziiciisii olarak kullanilan % 0.1°1lik
DMSO ve kontrol hiicre grubu olarak da insan periferal kan lenfositleri
kullanilmigtir. Calismanin ikinci basamaginda HeLa hiicreleri KA+Tekamen (40
pug/mL) ile muamele edilmistir. Hiicreler KA, Tekamen ve KA-+Tekamen
uygulamasindan sonra 24 saatlik recovery (kurtarma) periyoduna birakilmistir.
Uygulama gruplari i¢in izlenen iglem basamaklar1 kontrol gruplar i¢in de ayni
sekilde yapilmistir. Denemeler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir (Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. Klorojenik Asidin HeLa hiicreleri uygulanmasi

3.3.5. insan Periferal Kan Lenfositleri izolasyonu

Caligmada kontrol hiicre grubu olarak kullanilan insan periferal kan lenfositlerin
izolasyonu i¢in sigara, alkol ve ilag kullanmayan, bilinen bir genetik hastalig
olmayan saglikli 25 yasindaki bir kadin bireyden 5 ml kan 6rnegi steril kosullarda
heparinize tiip igerisine alinmistir. Lenfosit izolasyonu, Boyum (1968) 'a gore
yapilmigtir. Heparinize kan 1:1 oraninda PBS ile seyreltilmis, kan+PBS karisim
tizerine 4:3 oraninda Histopaque-1077 ilave edilmis ve oda sicakliginda 400xg' de
30 dk boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda lenfosit i¢eren faz ayri bir tiipe
almarak PBS ile yikanmis ve 250 g'de 10 dk santrifiijlenmistir. PBS ile yikama
islemi 2 kez yapilmistir. Santrifiijden sonra hiicreler RPMI- 1640 besiyeri ile
siispanse edilmistir. Siispanse edilen lenfositler her bir kiiltiiriin 1 ml'sinde 1x10°
kadar hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir.

3.3.6. Klorojenik Asidin insan Serviks Kanser Hiicreleri ve insan Periferal
Kan Lenfositleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin Hiicre
Canlilik Testleri ile Belirlenmesi

KA’in ve KA+Tekamen'in ayri ayri ve birlikte HeLa hiicreleri tizerindeki in vitro
sitotoksik etkisi MTT ve WST-8 canlilik testleri ile belirlenmistir.
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3.3.6.1. MTT Hiicre Canhlik Testi

KA ve KA+Tekamen'nin HeLa hiicrelerindeki in vitro sitotoksik etkisini
belirlemek igin MTT canlilik testi uygulanmistir. HeLa hiicreleri, farkl
konsantrasyonlardaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL) KA ve KA+Tekamen ile 24,
48 ve 72 saat siiresince muamele edilmistir. HeLa hiicreleri uygulamalardan sonra
24 saatlik recovery (kurtarma) periyoduna birakilmistir. Recovery periyodunun
ardindan 24 kuyucuklu plaklara besiyerinin 1/10’u kadar MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ilave edilerek 4 saat
siireyle CO,'li inkiibatdrde inkiibasyona devam edilmistir. Uygulama siiresinin
sonunda kuyucuklara besiyeri kadar MTT ¢ozme soliisyonu (HCl/izopropanol)
ilave edilmis ve kristallerin ¢6zlinmesi icin 1 saat siireyle oda sicakliginda,
karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda olusan kristallerin tamamen ¢dziinmesi
icin pipetaj yapilmis ve Multiplak okuyucu spektrofotometrede, 570 nm’de
absorbanslar okutulmustur (Sekil 3.2).

Spektrofotometrede 570
nm'de absorbans dlgimi
= 4 Porai \

MTT soliisvonunun

4 saat mkiibasyon
ilave edilmesi :

Sekil 3.2. Klorojenik Asidin HeLa hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin
MTT canlilik testi ile belirlenmesi

Denemelerde uygulama gruplarinin yan sira, sadece besiyerinde ¢ogaltilan HelLa
hiicreleri, ¢oziicii (%0.1°lik DMSO) igeren besi yerinde cogaltilan hiicreler,
antikanser ila¢ olarak kullanilan Tekamen (40 pg/ml) igeren besiyerindeki
hiicreler ile Boyum (1968)’e¢ gore izole edilen insan periferal kan lenfositleri
olmak tizere dort farkli kontrol grubu kullanilmistir ve her bir gruptaki in vitro

sitotoksik etki ayni sekilde belirlenmistir. Her bir deneme ii¢ tekrarli yapilmustir.
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KA’nin ve KA+Tekamen’in HeLa hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
elde edilen absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiile gore
hesaplanmugtir:

% Sitotoksisite = 1- [(As/Ac)x100]
As: Ornegin (Uygulama grubu) absorbansi

Ac: Kontrol grubunun absorbansi

3.3.6.2. WST-8 Hiicre Canlilik Testi

KA ve KA+Tekamen'nin HeLa hiicreleri {izerindeki in vitro sitotoksik etkisini
belirlemek igin, ayr bir canlilik testi olan WST-8 canlilik testi de kullanilmistir.
HeLa hiicreleri, farkli konsantrasyonlarda (100, 150, 300 ve 500 pg/mL)
hazirlanan KA ve KA+Tekamen ile 24, 48 ve 72 saat slresince muamele
edilmistir. Hiicreler KA ve KA+Tekamen uygulamasindan sonra 24 saatlik
recovery (kurtarma) periyoduna birakilmistir. Recovery periyodunun ardindan 48-
kuyucuklu plaklara besiyerinin 1/10’u kadar WST-8 reaktif soliisyonu ilave
edilmis ve 2 saat siireyle CO,'li inkiibatdrde inkiibasyona devam edilmistir. Siire
sonunda Multiplak okuyucu Spektrofotometrede, 450 nm’de absorbanslar
belirlenmistir (Sekil 3.3).

WST-8 soliisyonumm L Spektrofotometrede 430
Z 2 saat inkiibasyon nm'de absorbans dlgtimii

T EER X

flave edilmesi

Sekil 3.3. Klorojenik Asidin HeLa hiicreleri {izerindeki in vitro sitotoksik etkisinin
WST-8 canlilik testi ile belirlenmesi
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KA’nin ve KA+Tekamen’in HeLa hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisi
elde edilen absorbans degerleri kullanilarak asagidaki formiile gore
hesaplanmistir:

% Sitotoksisite = 1- [(As/Ac)x100]
As: Ornegin (Uygulama grubu) absorbansi
Ac: Kontrol grubunun absorbansi

Denemelerde uygulama gruplarinin yam sira, sadece besiyerinde ¢ogaltilan HeLa
hiicreleri, ¢oziicii (%0.1°’lik DMSO) igeren besi yerinde c¢ogaltilan hiicreler,
antikanser ila¢ olarak kullanilan Tekamen igeren besiyerindeki hiicreler ile Boyum
(1968)’e gore izole edilen insan periferal kan lenfositleri olmak iizere dort farkl
kontrol grubu kullanilmistir ve her bir gruptaki in vitro sitotoksik etki ayn1 sekilde
belirlenmistir. Her bir deneme ii¢ tekrarli yapilmustir.

3.4. Istatistiki Analiz

Ug tekrarh sitotoksisite denemelerinden elde edilen verilerin ortalama degeri
+Standart Hata (SD) olarak hesaplanmistir. Kontroller ve uygulama gruplari
arasindaki farkliliklar ile sonuglarin istatistiki 6nemi, SPSS 16 istatistik paket
programinda One Way ANOVA varyans analizi yapilarak degerlendirilmigtir
(p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Klorojenik Asit ve Klorojenik Asit+Tekamen’in HeLa Hiicreleri
Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin MTT Canlilik Testi ile
Belirlenmesi

Caligmada kullanilan farkli konsantrasyondaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL)
klorojenik asidin (KA) tek basmna ve Tekamen (TE; 40 pg/mL) ile birlikte
(KA+TE) farklh siirelerde (24, 48 ve 72 saat) uygulanmasi sonucunda, Hela
hiicreleri ve insan periferal lenfositleri iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek
icin MTT ve WST-8 canlilik testleri yapilmistir.

Tek basma KA’ nin HeLa hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ortaya ¢ikan MTT
canlilik testi sitotoksite verilerine bakildiginda, KA'nin farkli konsantrasyonlar ve
farkli muamele siirelerinde sitotoksisite lizerinde farkli sonuglar ortaya ¢ikardig
goriilmiistiir. En diisiik konsantrasyon olan 100 pg/mL' lik KA muamelesi HeLa
hiicreleri iizerinde 24. saatte %30.25+0.20°lik bir sitotoksik etki gosterirken, 48.
saatte gozlenen sitotoksik etki %24.57+ 0.16, siire 72 saate ¢ikarildiginda ise
sitotoksik etkinin azalarak %23.07+0.05 e diistiigii belirlenmistir. Bu veriler diigiik
konsantrasyondaki KA muamelesinin HeLa hiicrelerinde siire artigina bagli olarak
sitotoksik etkiyi azalttigimi gostermektedir (Cizgelge 4.1 ve Sekil 4.1). KA’nin
artan konsantrasyonlarinda da, muamale siiresi artis1 ile sitotoksik etkinin azaldig
gorlilmektedir. Sadece KA’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 500 pg/mL 'lik
konsantrasyonu ile 48 saat siire muamele edilen Hela hiicrelerinde sitotoksik
etkinin %41.06+0.12’ye ulastig1 belirlenmistir. Bu sonug, negatif kontrol ve
¢Oziicii kontrol (DMSO) grubundan elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda
aradaki farkin istatistiksel anlamda 6nemli oldugu (p<0.05); pozitif kontrol olarak
kullanilan Tekamen’den elde edilen sitotoksisite sonuglari ile kargilagtirildiginda
ise, KA’ nin sitotoksik etkisinin Tekamen’in sitotoksik etkisinden onemli derecede
daha diisiik oldugu (p<0.05) goriilmiistiir (Cizgelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Serviks kanserinin tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanilan Tekamen'in
HeLa hiicreleri {izerindeki in vitro sitotoksik etkisine bakildiginda; Tekamen ile
24, 48 ve 72 saat siireyle muamele edilen HeLa hiicrelerinde gozlenen sitotoksik
etki sonuclar1 farklilik gdstermistir. Siire artis1 ile Tekamen'in HelLa hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkisi de artmistir. Tekamen'in sitotoksik etkisi sirasiyla
%60.17+0.13, %66.27+0.32 ve %68.71+0.12 olarak hesaplanmistir (Cizgelge 4.1
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ve Sekil 4.1). Tekamen'in sitotoksik etkisi negatif kontrol ve DMSO ile muamele
sonucu elde edilen veriler ile karsilastirildiginda aradaki fark, istatistiki acidan
onemlidir (p<0.05).

Elde edilen biitiin veriler degerlendirildiginde; KA’nin tek basmma farkh
konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde uygulanmasinda farkli sonuglar elde
edilmistir. HeLa hiicreleri {izerinde en yiiksek konsantrasyon olan 500 pg/mL’lik
KA muamelesi kadar 6nemli bir sitotoksik etki ortaya ¢ikmamistir.

Cizelge 4.1. Klorojenik Asit uygulanmis HeLa hiicrelerinde siire ve doza bagl
olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
SURE
Gruplar 24. saat 48. saat 72. saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.23 +0.01 1.79 +£0.07 3.54+0.07
TE 60.17+0.13* 66.27+0.32* 68.7140.12*
KA1 30.25 +0.20* 24.57+0.16 23.07+0.05
KA2 28.70+0.12* 18.50+0.10 27.61+0.12%
KA3 26.82+0.02%* 33.05+0.07* 24.37+0.02
KA4 31.72+ 0.09* 41.06+0.12%* 28.72+0.07*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 ng/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2: 150

pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.1. Klorojenik Asit uygulanmis HeLa hiicrelerinde siire ve doza bagh olarak
gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi sonuglari (DMSO:
Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2: 150
pg/mL, KA3: 300 pug/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05 seviyesinde énemlidir)

Farkli konsantrasyonlardaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL) KA+Tekamen
karigimimin farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saat) HelLa hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda sitotoksik etkide farkliliklar oldugu ortaya ¢ikmistir. KA+Tekamen
karisiminin, HeLa hiicreleri iizerinde gdsterdigi sitotoksik etki, KA’ nin tek basina
gosterdigi sitotoksik etkiden daha fazla olmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). En
diisiik KA konsantrasyonu olan 100 pg/mL'lik KA+TE karisimi ile 24 saat
muamele edilen HeLa hiicrelerinde gézlenen % sitotoksisite %61.18+0.04 iken,
stire artis1 ile sitotoksik etkide azalmalar oldugu gozlenmistir (sirast ile; %59.12
+0.10 ve %43.13+0.12). Benzer sonuglar KA+TE karisimmin 150 pg/mL’lik
uygulamasinda da elde edilmistir. KA+TE karistmimin 300 pg/mL’lik ve 500
ug/mL’lik konsantrasyonlari ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde 24. saatte
sirast ile %60.60+0.02 ve %62.44+0.004 olan sitotoksik etki, siire 48 saate
cikarildiginda siras1 ile %66.81£0.07 ve %71.07+£0.12°ye cikmistir. KA+TE
karistmi muamelesi sonrasinda elde edilen bu deger Tekamen’in tek basina
gosterdigi sitotoksik etki ve negatif kontrole gore ¢cok daha yiiksek olmustur ve
istatistiki agidan da onemlilik arzetmektedir (p<0.05). Muamele siiresi 72 saate

cikarildiginda her iki konsantrasyonda da sitotoksik etkide dramatik bir diisiis
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ortaya ¢ikmigtir (sirast ile; %43.66+0.33 ve %49.35+0.10) (Cizelge 4.2 ve Sekil

4.2).

Cizelge 4.2. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmig Hela hiicrelerinde

slire ve doza bagl olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi

sonuglari
% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24. saat 48. saat 72. saat

NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL

(DMSO) 1.23 £0.01 1.79 +£0.07 3.54+0.07

TE 65.17+0.13* 66.27+0.32%* 68.7140.12*

KA1+ TE 61.18+0.04* 59.12+0.10% 43.13+0.21%

KA2+ TE 59.02+0.05* 60.85+0.16* 44.28+0.15%

KA3+ TE 60.60+0.02* 66.81+0.07* 43.66+0.33*

KA4+ TE 62.44+0.04* 71.07+0.12%* 49.35+0.10%*
DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAI+TE: 100

pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+Tekamen,
KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.2. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis HeLa hiicrelerinde siire
ve doza bagli olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi
sonuglar1 (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAL+TE:
100 pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300
pg/mL+Tekamen, KA4+TE: 500 npg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde
O6nemlidir.)

4.2. Klorojenik Asit ve Klorojenik Asit+Tekamen’in insan Periferal
Lenfosit Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin MTT
Canlilik Testi ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan farkli konsantrasyondaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL)
klorojenik asidin (KA) tek basina ve Tekamen (40 pg/mL) ile birlikte (KA+TE)
kombine olarak farkli siirelerde (24, 48 ve 72 saat) uygulandiginda periferal
lenfositleri {izerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in yapilan MTT canlilik
testinin sonuglar1 Cizgelge 4.3, Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de yer
almaktadir.

Tek basina KA’nin periferal lenfosit hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ortaya
cikan sitotoksik etkiye bakildiginda, KA'nin farkli konsantrasyonlar (100, 150,
300 ve 500 pg/mL) ve farkl: siirelerde periferal lenfositler lizerinde iizerinde farkl

sitotoksik etkilerde bulundugu goriilmiistiir.
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En diisiik konsantrasyon olan 100 pg/mL' lik KA muamelesi periferal lenfosit
hiicreleri tizerinde 24 saatte %22.87+0.19 gibi oldukca diisiik bir sitotoksik etki
gosterirken, siire artisinin da periferal lenfositler iizerindeki sitotoksik etkinin
artigina dair istatistiki agidan 6nemli olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil
4.3). KA’nin artan konsantrasyonlari ile uzun siire muamele edilen periferal
lenfositlerde sitotoksik etki, siire ile diisiik oranda da olsa artmis goriinmektedir.
Bu sonug, negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol olan DMSO ile karsilastirildiginda
aradaki fark, istatistiksel anlamda oOnemlidir (p<0.05). Calismanin sonuglari,
pozitif kontrol olarak kullanilan Tekamen’in periferal lenfositleri iizerinde dnemli
derecede sitotoksik etkiye neden oldugunu gostermistir. Tekamen ile 24, 48, 72
saat muamele edilen periferal lenfositlerde siire artist Tekamen'in periferal
lenfositler tizerindeki sitotoksik etkisini arttirmistir. Tekamen'in sitotoksik etkisi
sirasiyla  %71.44+0.23, %77.80+0.40 ve %76.57+0.03 olarak bulunmustur
(Cizgelge 4.3 ve Sekil 4.3). Tekamen'in sitotoksik etkisi negatif kontrol, DMSO ve
KA muamelesi ile karsilastirildiginda aradaki farkin, istatistiki agidan Onemli
oldugu bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.3. Klorojenik Asit uygulanmis periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve

doza bagh olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24. saat 48. saat 72. saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.49+0.02 1.64+0.06 2.80+0.04
TE 71.44+0.23* 77.80+0.40%* 76.57+0.03%*
KA1l 22.87+0.19* 27.78+0.14%* 29.05+0.28%*
KA2 23.54+0.06* 25.09+0.08%* 34.50+0.01%*
KA3 19.32+0.05 18.54+0.13 33.90+0.13*
KA4 16.61+0.07 25.26+0.14%* 35.80+0.12*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KA1: 100 pg/mL, KA2: 150

pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Calismadan elde edilen biitiin veriler degerlendirildiginde; KA’nin tek basina
farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde periferal lenfositler tizerinde 6nemli
bir sitotoksik etkiye yol agmadigi ortaya ¢ikmistir. Konsantrasyon ve uygulama
stiresi artig1 da 6nemli bir sitotoksik etki olugturmamastir.
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Sekil 4.3. Klorojenik Asit uygulanmig periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza
bagli olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT analizi sonuglari
(DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KAZL: 100
ug/mL,KA2: 150 pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05

seviyesinde 6nemlidir.)

KA+Tekamen karigiminin farkli konsantrasyon ve farkli siirelerde periferal
lenfositlerine uygulanmasi sonucunda farkli oranlarda sitotoksik etki olusturdugu
gorlilmiigtiir. KA+Tekamen karisiminin, periferal lenfositler {izerinde gosterdigi
sitotoksik etki KA’ nin tek basina gosterdigi sitotoksik etkiden daha fazla olmustur
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4). En diisiik KA konsantrasyonu olan 100 pg/mL' lik
KA+TE karnisimi ile 24 saat muamele edilen periferal lenfositlerde gdzlenen
% sitotoksisite degeri %43.78+0.07 iken, siire artis1 ile sitotoksisitede 48 saatlik
muamele sonucunda azalma oldugu goriilmiistiir (%30.30+0.06). Muamele siiresi
72 saate ¢ikarildiginda ise, sitotoksisite degerinde yeniden bir artis ortaya ¢ikmis
ve 24 saatlik muamale sonucunda ortaya ¢ikan sitotoksik etkiye benzer bir sonug
elde edilmistir (%42.98+0.05). KA+TE karigiminin diger konsantrasyonlarinda
muamele siliresinin artis1 periferal lenfositlerdeki sitotoksisiteyi arttirict yonde
etkide bulunmustur. 150 pg/mL'lik KA+TE karisimi muamelesi sonucunda
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gdzlenen sitotoksisite degeri 24. saatte 9%38.81+0.12 iken; muamele siiresi 72

saate cikarildiginda sitotoksik etki 950.55+£0.01’ye yiikselmistir. Bu sonug,

negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrol (DMSO) ile karsilastirildiginda istatistiki agidan

onem arzetmektedir. Benzer sonuclar KA+TE karigiminin diger konsantrasyon ve

muamele siirelerinde de ortaya ¢ikmugtir.

Elde edilen biitiin veriler degerlendirildiginde; KA’ ’nin tek basina uygulandiginda

periferal lenfositler iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki gosterdigini, ve bu etkinin

KA+TE karisimi ugulanmasinda gerek konsantrasyon ve gerekse siire artiginin

sitotoksik etkiyi arttirdigi gézlenmistir. (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. Klorojenik AsittTekamen karigimi uygulanmug periferal lenfosit
hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair

MTT analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24, saat 48. saat 72. saat
NEGATIFKONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.4940.02 1.64+0.06 2.840.04
TE 71.44+0.23* 77.8+0.40%* 76.57+0.03*
KAL1+TE 43.78+0.07* 30.30+0.06* 42.98+0.05*
KA2+TE 38.81+0.12% 43.63+0.13* 50.55:+0.01%*
KA3+TE 44.14+0.05%* 52.75+0.12* 56.45+0.03*
KA4+TE 49.22+0.48% 54.81+0.16* 57.28+0.06*
DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAI+TE: 100

pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+Tekamen,
KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.4. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis periferal lenfosit
hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair
MTT analizi sonuglart (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen
(40pg/mL), KAL+TE: 100 pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150pg/mL+Tekamen,
KA3+TE: 300 ug/mL+Tekamen, KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05

seviyesinde onemlidir.)

4.3. Klorojenik Asit ve Klorojenik Asit+Tekamen’in HelLa Hiicreleri
Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin WST-8 Canhlik Testi ile
Belirlenmesi

Calismada kullanilan farkli konsantrasyondaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL)
klorojenik asidin (KA) tek basina ve Tekamen (TE; 40pg/mL) ile birlikte
(KA+TE) farkl: siirelerde (24, 48 ve 72 saat) uygulandiginda, HeLa hiicreleri ve
insan periferal lenfositleri lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in ayr1 bir
canlilik testi olan WST-8 canlilik testi de yapilmuistir.

Tek basmma KA’nin Hela hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ortaya g¢ikan
sitotoksite verilerine bakildiginda, KA'min farkli konsantrasyonlar ve farkli
muamele siirelerinde sitotoksisite iizerinde farkli sonuglart ortaya cikardigi
goriilmiistiir. En diisiik konsantrasyon olan 100 pg/mL' lik KA muamelesi HeLa
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hiicreleri iizerinde 24. saatte %18.03+0.10’lik bir sitotoksik etki gosterirken, 48.
saatte gozlenen sitotoksik etki %18.62+0.34 iken, siire 72 saate ¢ikarildiginda ise
sitotoksik etki azalarak %15.56+£0.07 olarak hesaplanmistir. Bu veriler diisiik
konsantrasyonda KA muamelesinin HeLa hiicrelerinde siireye bagli olarak
sitotoksik etkiyi azalttigin1 gostermektedir (Cizgelge 4.5 ve Sekil 4.5). KA’nin
artan konsantrasyonlarinda muamale siiresi artisinin sitotoksik etkiyi degistirdigi
goriilmektedir. KA’nin en yiiksek konsantrasyonu olan 500 pg/mL
konsantrasyonu ile 24 ve 48 saat siire muamele edilen HeLa hiicrelerinde
sitotoksik etki sirast ile %29.01+£0.59 ve %26.04+£0.31 olmustur. Bu degerler
negatif kontrol ve DMSO ile karsilagtirildiginda (0.00, 0.00 ve 1.70+0.16,
1.65+0.46) oldukga yiiksektir. Muamele siiresi arttikca sitotoksik etki azalmis ve
72. saatte %17.98+0.48’¢ diismiistiir. Bu sonug, hem negatif kontrol grubundan
elde edilen sonuglarla hem de pozitif kontrol olarak kullanilan Tekamen’den elde
edilen sitotoksisite sonuglari ile karsilastirildiginda aradaki farkin, istatistiksel
anlamda 6nemli oldugunu (p>0.05), sadece 72 saatlik muamele sonucunda ortaya
cikan sitotoksik etkinin negatif kontrol ve DMSO’ya gore istatistiki acidan

Onemsiz oldugunu gostermistir.

Serviks kanserinin tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanilan Tekamen'in
HeLa hiicreleri iizerindeki in vitro sitotoksik etkisine bakildiginda ise; WST-8 testi
sonuclart da Tekamen ile 24, 48 ve 72 saat siireyle muamele edilen HelLa
hiicrelerinde gézlenen sitotoksik etkinin sonuglarinin farklilik gésterdigini ortaya
koymustur. Siire artis1 Tekamen'in HeLa hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisini
arttirict yonde etki etmistir. Tekamen'in sitotoksik etkisi sirasiyla %61.24+0.24,
%64.33+0.32 ve %67.03+0.30 olarak hesaplanmistir (Cizgelge 4.5 ve Sekil 4.5).
Tekamen'in sitotoksik etkisi negatif kontrol ve KA muamelesi karsilastirildiginda
aradaki fark istatistiki agidan onemlidir (p<0.05).

Elde edilen biitiin veriler degerlendirildiginde; WST-8 canlilik testi sonuglar
KA’nin tek basma farkli konsantrasyon ve farkli siirelerde uygulanmasinin
Tekamen ile karsilastirildiginda, HeLa hiicreleri lizerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gostermedigini ortaya koymustur.
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Cizelge 4.5. Klorojenik Asit uygulanmig HeLa hiicrelerinde siire ve doza bagl
olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24. saat 48. saat 72. saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMS0) 1.70+0.16 1.65+0.46 3.17+0.03
TE 61.24+0.24* 64.33+0.32* 67.03+0.30*
KA1 18.03+0.10 18.62+0.34 15.56+0.07
KA2 10.26+0.06 11.58+0.41 12.09+0.04
KA3 15.28+0.57 21.240.29* 18.5+0.08
KA4 29.1+0.59% 26.04+0.31%* 17.98+0.48

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KA1: 100 pg/mL, KA2: 150
pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.5. Klorojenik Asit uygulanmis Hela hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak
gozlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi sonuglar1 (DMSO:
Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KA1l: 100 pg/mL,
KA2: 150 pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05

seviyesinde dnemlidir.)
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KA+Tekamen karigimmin farkli konsantrasyonlar ve farkli siirelerde Hela
hiicrelerine uygulandiginda ortaya cikabilecek sitotoksik etkinligini belirlemek
icin yapilan WST-8 canlilik testinin sonuglar1 Cizgelge 4.6 ve Sekil 4.6’da yer
almaktadir. Deneme sonuglari KA+TE karisiminin farkli konsantrasyonlar ve
farkli siirelerde uygulanmasinin HelLa hiicreleri {izerinde farkli sitotoksik etki
yaptigin1 gostermistir. KA+TE karigiminin, HelLa hiicreleri iizerinde gdsterdigi
sitotoksik etki KA’nin tek basina gosterdigi sitotoksik etkiden ¢ok daha fazla
olmustur (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6). En diisik KA konsantrasyonu olan 100
pg/mL'lik KA+TE karisimi ile 24 saat muamele edilen HelLa hiicrelerinde
gozlenen % sitotoksisite degeri %49.10+0.11 iken, 48. saatte sitotoksik etki
%41.82+0.01°’e gerilerken; 72. saatte tekrar artmis ve %44.90+0.02°ye
yiikselmistir. Bu sonu¢ negatif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki acidan da
onemlidir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6). KA+TE karistminin 150 pg/mL ve 300
pg/mL’lik konsantrasyonunun 24 saat ve 48 saat’lik siirelerle uygulanmasi
% sitotoksisite degerinde once artis (%46.92+0.21 ve %54.19+0.19, % 53.75+0.32
ve %59.74+0.03) gostermis, siire 72 saate ¢ikarildiginda ise sitotoksisik etki
azalmaya baglamistir (sirast ile; %40.80+£0.39 ve %39.88+0.16). En yiiksek
sitotoksik etki, 500ug/mL’lik konsantrasyondaki KA ile muamele edilme
sonucunda ortaya ¢ikmistir. 500 pg/mL’lik konsantrasyondaki KA+TE karigimi ile
muamele edilen HeLa hiicrelerindeki sitotoksik etki 24. ve 48. saatte sirasi ile
%55.2540.03 ve %66.28+0.49 olurken; siire 72 saate ¢ikarildiginda sitotoksik etki
%55.00+0.17’ye gerilemistir. Elde edilen bu sonug¢ negatif kontrol ile
karsilastirildiginda, istatistiki agidan da Onemlilik arz etmektedir (p<0.05)
(Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmig Hela hiicrelerinde
stire ve doza bagl olarak gbzlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi

sonuglart
% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24. saat 48. saat 72. saat
NEGATIF
KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.70+0.16 1.65+0.46 3.17+0.03
TE 61.24+0.24* 64.33+£0.32* 67.03+£0.30*
KAl1+TE 49.10+0.11* 41.82+0.01* 44.90+0.02*
KA2+TE 46.92+0.21* 54.19+0.19%* 40.80+0.39*
KA3+TE 53.75+0.32%* 59.74+0.03* 39.88+0.16*
KA4+TE 55.25+0.03* 66.28+0.49* 55.00+0.17*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAL+TE: 100
pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+Tekamen,
KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.6. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis HeLa hiicrelerinde siire
ve doza bagh olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi
sonuglar1 (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAL+TE:
100 pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300
pg/mL+Tekamen, KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde

O6nemlidir.)

Calisma sonucunda elde edilen biitiin veriler degerlendirildiginde, HeLa hiicreleri
KA+Tekamen karisimi ile birlikte muamele edildiginde, KA’nin Tekamen’in
HeLa hiicreleri tlizerinde olusturdugu sitotoksik etkiyi azaltict yonde etki ettigi

gbzlenmistir.

4.4. Klorojenik Asit ve Klorojenik Asit+Tekamen’in Insan Periferal
Lenfosit Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisinin WST-8
Canhlik Testi ile Belirlenmesi

Calismada farkli konsantrasyondaki (100, 150, 300 ve 500 pg/mL) klorojenik
asidin (KA) tek basina ve Tekamen (TE; 40 ug/mL) ile birlikte (KA+TE) farkli
stirelerde (24, 48 ve 72 saat) uygulandiginda, periferal lenfositleri tizerindeki
sitotoksik etkisini belirlemek igin yapilan WST-8 canlilik testinin sonuglar
Cizgelge 4.7, Cizelge 4.8 ve Sekil 4.7, Sekil 4.8’de yer almaktadir.
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KA’nin tek basina periferal lenfosit hiicrelerine uygulanmasi sonucunda ortaya
cikan sitotoksite verilerine bakildiginda, KA'nin farkli konsantrasyon ve farkli
stirelerde periferal lenfositler iizerinde farkli sitotoksik etkilerde bulundugu

goriilmiistiir.

En disiik konsantrasyon olan 100 pg/mL' lik KA muamelesi periferal lenfosit
hiicreleri iizerinde 24. saatte %26.61+0.21 gibi bir sitotoksik etki gdsterirken, 48
saatlik uygulama sonucunda sitotoksik etkinin yine ¢ok fazla artis gdstermedigi,
72 saatlik KA muamelesi sonucunda da periferal lenfositlerdeki sitotoksik etki
daha da azalmig ve %22.97+0.18lik bir sitotoksik etki ortaya ¢ikmigtir. KA’ ’nin
slireye bagli olarak periferal lenfositler tizerinde olusturdugu sitotoksik etki negatif
kontrolle karsilastirildiginda artmistir. Elde edilen bu veriler negatif kontrol ve
¢oOziicli kontrol olan DMSO karsilastirildiginda, istatistiki agidan Onemlidir
(Cizgelge 4.7 ve Sekil 4.7). KA’nin 300 pg/mL'lik konsantrasyonu ile uzun siire
muamele edilen periferal lenfositlerde sitotoksik etki, siire ile diisiikk oranda da olsa
artmis gorinmektedir. Bu sonug, negatif kontrol ve pozitif kontrolden elde edilen
sonuclarla karsilastirildiginda aradaki farkin yine istatistiksel anlamda Gnemli

oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Serviks kanserinin tedavisinde kemoterapdtik ajan olarak kullanilan Tekamen'in
periferal lenfositler tizerindeki in vitro sitotoksik etkisine bakildiginda; Tekamen
ile 24, 48, 72 saat muamele edilen periferal lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki
sonuglar1 farklilik gostermistir. Siire artist Tekamen'in periferal lenfositler
izerindeki sitotoksik etkinligini arttirmistir. Tekamen'in sitotoksik etkisi sirasiyla
%71.58+0.13, %76.52+0.24 ve %75.80+0.16 olarak hesaplanmstir (Cizgelge 4.7
ve Sekil 4.7). Tekamen'in sitotoksik etkisi negatif kontrol ile karsilastirildiginda
aradaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (p<0.05).

Elde edilen biitin veriler degerlendirildiginde; KA’nin tek basma periferal
lenfositler iizerinde O6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi ortaya c¢ikarmustir.
Yine KA'min lenfositler iizerindeki sitotoksik etkisi Tekamen ile
karsilastirildiginda da KA’nin sitotoksik etkisinin oldukga diisiik oldugu ortaya
¢ikmustir.
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Cizelge 4.7. Klorojenik Asit uygulanmig periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve
doza bagl olarak g6zlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
Gruplar SURE
24, saat 48. saat 72. saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.80+0.10 1.98+0.10 3.10+0.10
TE 71.58+0.13* 76.52+0.24* 75.80+0.16*
KA1 26.61+0.21%* 27.88+0.01* 22.97+0.18
KA2 25.87+0.07* 25.40+0.03* 27.18+0.12%*
KA3 27.30+0.09* 31.07+0.13* 33.81+0.09*
KA4 32.26+0.10* 27.78+0.16* 28.38+0.14*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 ug/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2: 150
pug/mL, KA3: 300 ug/mL, KA4: 500 pug/mL * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.

H 24 saat
M 48 saat

i 72 saat

DMSO TE KA1 KA2 KA3 KA4

Sekil 4.7. Klorojenik Asit uygulanmis periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza
bagl olarak gdzlenen % sitotoksik etkiye dair WST-8 analizi sonuglari
(DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KAL: 100
pg/mL, KA2: 150 pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05

seviyesinde onemlidir.)
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KA+Tekamen karisiminin farkli konsantrasyonlar ve farkli siirelerde periferal
lenfositlerine uygulanmasi sonucunda da farkli oranlarda sitotoksik etki
olusturdugu goriilmiistiir. KA+Tekamen karigiminin, periferal lenfositler tizerinde
gosterdigi sitotoksik etki KA’nmin tek basina gosterdigi sitotoksik etkiden
neredeyse iki kat daha fazla olmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8). En diigik KA
konsantrasyonu olan 100 pg/mL'lik KA+TE karisimi ile 24 saat muamele edilen
periferal lenfositlerde gbzlenen % sitotoksisite degeri %42.10+0.12 iken, siire
artigl ile sitotoksisitede 48 saatlik muamele sonucunda diisiik oranda bir azalma
oldugu goriilmiigtiir (%40.05+£0.16). Muamele siiresi 72 saate ¢ikarildiginda ise,
sitotoksisite degerinde yeniden bir artis ortaya ¢ikmistir (%49.12+0.19). Bu sonug
negatif kontrol ve ¢oziicii kontrol olan DMSO’dan elde edilen sitotoksisite degeri
ile karsilastirildiginda (%3.10+=0.10) istatistiki agidan da Onem arzetmistir
(p<0.05)(Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8). KA+TE karigimmin diger uygulama
konsantrasyonlar1 da muamele siiresinin artig1 ile periferal lenfositler tizerindeki
sitotoksik etkiyi arttirmistir. 150 pg/mL'lik KA+TE karigtimi  muamelesi
sonucunda gozlenen sitotoksisite degeri 24. saatte %39.51+0.07 iken; muamele
siiresi 72 saate ¢ikarildiginda sitotoksik etki %52.55+0.14’e yiikselmistir. Bu
sonug, negatif kontrolden elde edilen deger ile karsilastirildiginda istatistiki agidan
onem arzetmektedir. Benzer sonuclar KA+TE karigimimin diger konsantrasyon ve

muamele siirelerinde de ortaya ¢ikmugtir.

Elde edilen biitlin veriler degerlendirildiginde; KA'nin tek basina uygulandiginda
periferal lenfositler iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki gostermedigi, ancak
KA+Tekamen karisiminin, HeLa hiicreleri {izerinde gosterdigi sitotoksik etkinin
farkli konsantrasyon ve farkli siirelerde KA’nin tek basina gosterdigi sitotoksik
etkiden ¢ok daha fazla oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.8. Klorojenik Asit+Tekamen karigimi uygulanmig periferal lenfosit
hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair

WST-8 analizi sonuglari

% SITOTOKSISITE
SURE

Gruplar 24. saat 48, saat 72. saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL

(DMSO) 1.80+0.10 1.98+0.10 3.10£0.10

TE 71.58+0.13* 76.52:+0.24% 75.80+0.016*

KAL+TE 42.10+0.12% 40.05+0.16* 49.12+0.19*

KA2+TE 39.51+0.07* 47.66+0.07* 52.55:+0.14%*

KA3+TE 39.38+0.11* 45.38+(.24* 54.45+0.08*

KA4+TE 47.69+0.20%* 49.85+(.14* 55.67+0.19*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KAL+TE: 100
pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+ Tekamen,
KA4+TE: 500 pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde onemlidir.

90 -
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M 24 saat
48 saat

i 72 saat

% Sitotoksisite

DMSO TE KA1+T  KA2+T  KA3+T  KA4+T

Sekil 4.8. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis periferal lenfosit
hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair
WST-8 analizi sonuglart (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen
(40ug/mL), KAIL+TE: 100 pg/mL + Tekamen, KA2+TE: 150
pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mlL+Tekamen, KA4+TE: 500
pug/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.)
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4.5. MTT ve WST-8 Analiz Sonug¢larinin Karsilastirilmasi

Bu tez calismast kapsaminda Klorojenik Asit, Tekamen ve KA+Tekamen
karigiminin HeLa hiicreleri lizerindeki in vitro sitotoksik etkisi MTT ve WST-8
canlilik testi ile belirlenmis olup, iki farkli canlilik testden elde edilen sitotoksisite

verileri karsilagtirilmistir.

KA’nin gerek tek basma ve gerekse KA+TE karigimi birlikte uygulanmasi
sonucunda HeLa hiicreleri {izerin meydana gelen sitotoksik etkisiye dair elde
edilen veriler incelendiginde, MTT canlilik testi ile elde edilen sitotoksisite
degerlerinin WST-8 canlilik testinden elde edilen verilerden daha yiiksek
oldugunu goriilmiistiir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9 ve Cizelge 4.10, Sekil 4.10).

Benzer sekilde KA ile tek basina muamle edilen periferal lenfositlerde MTT
canlilik testi sonucunda uygulanan her dort farkli konsantrasyon ve ii¢ farkl siire
birbirinden farkli sonuglar vermistir. Ornegin; 100 pug/mL ve 150 pug/mL’lik KA
ile muamele edilen periferal lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki MTT test
sonuglarinda daha yiiksek goriiniirken, 300 pg/mL ve 500 pg/mL’lik KA ile
muamele edilen periferal lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki WST-8 sonucunda
daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.11).

KA+TE kansimin periferal lenfositler iizerindeki sitotoksik etkisine dair elde
edilen veriler incelendiginde de, MTT canlilik testinden elde edilen veriler ile,
WST-8 canlilik testinden elde edilen veriler arasinda yine farkliliklar oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.12). Ornegin; 100 ug/mL ve 150 pg/mL’lik
KA+TE karigimi ile muamele edilen periferal lenfositlerdeki sitotoksik etki WST-
8 testinde daha yiiksek goriiniirken, 300 pug/mL KA+TE karisimi ile muamele
edilen lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki, MTT testinde daha yiiksek
bulunmustur. 500 pg/mL KA+TE karisimi ile muamele edilen lenfositlerden elde
edilen gozlenen sitotoksik etki sonuglart hem MTT hem de WST-8 canlilik
testinde birbirine yakin olmustur.



Cizelge 4.9. Klorojenik Asit uygulanmig HelLa hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT ve

WST-8 analiz sonuglarinin karsilastiriimasi

% SITOTOKSISITE
MTT TEST WST-8 TEST
GRUPLAR
24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.23+0.01 1.79 +0.07 3.54+£0.07 1.70+0.16 1.65+0.46 3.17+0.03

TE 60.17+0.13* 66.27+0.32%* 68.71+£0.12%* 61.24+0.24* 64.33+0.32* 67.03+0.30%*

KA1 30.25 +0.20* 24.57+0.16 23.07+0.05 18.03+0.10 18.62+0.34 15.56+0.07

KA2 28.70+0.12* 18.50+0.10 27.61+0.12* 10.26+0.06 11.58+0.41 12.09+0.04

KA3 26.82+0.02* 33.05+0.07* 24.37+0.02 15.28+0.57 21.2+0.29* 18.50+0.08

KA4 31.72+ 0.09* 41.06+0.12* 28.72+0.07* 29.10+0.59* 26.04+0.31* 17.98+0.48

DMSO: Dimetilsiilfoksit (% 0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2: 150 pg/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL *
p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.9. Klorojenik Asit uygulanmis Hela hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gozlenen % sitotoksik etkiye dair MTT ve
WST-8 analiz sonuglarinin karsilagtirilmast (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2:
150 pg/mL, KA3: 300 ug/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.)
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Cizelge 4.10. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis HeLa hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak gézlenen % sitotoksik

etkiye dair MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastirilmasi

% SITOTOKSISITE

MTT TEST WST-8 TEST
GRUPLAR 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
NEGATIF
KONTROL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONROL
(DMSO) 1.23 £0.01 1.79£0.07 3.54+0.07 1.70+0.16 1.65+0.46 3.17+0.03
TE 65.17+0.13* 66.2740.32% | 68.71+0.12* 61.2440.24* 64.33+0.32* 67.03£0.30*
KAL+TE 61.18:£0.04* 59.12+0.10% | 43.13+0.21% 49.10+0.11* 41.82+0.01 44.90+0.02*
KAZ+TE 59.0240.05* 60.85+£0.16*% | 44.28+0.15* 46.92+0.21* 54.1940.19* 40.8040.39*
KAS+TE 60.60+0.02* 66.8120.07* | 43.66:0.33* | 53.75:0.32* 50.74+0.03* 30.880.16*
KA4+TE 62.4440.04* 71.07+0.12% | 49.35+0.10% 55.25+0.03* 66.28+0.49* 55.00+0.17*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 pg/mL), KA1+TE: 100 pg/mL + Tekamen, KA2+TE: 150 pug/mL+ Tekamen, KA3+TE:

300 pg/mL+ Tekamen, KA4+TE: 500 pg/mL+ Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.10. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmig Hela hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gozlenen % sitotoksik
etkiye dair MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastirilmasi (DMSO: Dimetilsiilfoksit (% 0.1), TE: Tekamen (40 ug/mL),
KAL+TE: 100 ug/mL + Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+ Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+ Tekamen, KA4+TE: 500 pg/mL+
Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.



Cizelge 4.11. Klorojenik Asit uygulanmis periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza bagh olarak gozlenen % sitotoksik etkiye
dair MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastiriimasi

% SITOTOKSISITE
MTT TEST WST-8 TEST
GRUPLAR 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
NEGATIF KONTROL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL
(DMSO) 1.4940.02 1.64+0.06 2.8+0.04 1.80+0.10 1.98+0.10 3.1£0.10
TE 71.4440.23* 77.8+0.40%* 76.57+0.03* 71.58+0.13* 76.52+0.24%* 71.80+0.016*
KA1 22.87+0.19* 27.78+0.14* 29.05:+0.28* 26.61+0.21* 27.88+0.01* 22.97+0.18*
KA2 23.54+0.06* 25.09+0.08* 34.50+0.01%* 25.87+0.07* 25.40+0.03* 27.18+0.12%*
KA3 19.32+0.05 18.54+0.13 33.90+0.13* 27.30+0.09* 31.07+0.13* 33.81:+0.09*
KA4 16.61+0.07 25.26+0.14* 35.80+0.12* 32.26+0.10* 27.78+0.16* 28.38+0.14*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 ng/mL) KAL: 100 pg/mL, KA2: 150 pg/mL, KA3

seviyesinde 6nemlidir.

£ 300 pg/mL, KA4: 500 pg/mL * p<0.05
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kil 4.11. Klorojenik Asit uygul periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza bagli olarak gbzlenen % sitotoksik etkiye dai

MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastirilmasi (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40 ng/mL) KA1: 100
ug/mL, KA2: 150 ug/mL, KA3: 300 pg/mL, KA4: 500 pug/mL  *p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.



Cizelge 4.12. Klorojenik Asit+Tekamen karisimi uygulanmis periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gézlenen %

sitotoksik etkiye dair MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastirilmasi

% SITOTOKSISITE

MTT TEST WST-8 TEST
GRUPLAR 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat

Nl_@GéTi__FKONTROL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
COZUCU KONTROL

(DMSO) 1.49+0.02 1.64+0.06 2.84+0.04 1.80+0.10 1.98+0.10 3.10+0.10

TE 71.44+0.23%* 77.8+0.40* 76.57+0.03* 71.58+0.13* 76.52+0.24* 75.80+0.016*

KA1+TE 43.78+0.07* 30.30+0.06* 42.98+0.05* 42.10+0.12%* 40.05+0.16* 49.12+0.19*

KA2+TE 38.81+0.12* 43.63+0.13* 50.55+0.01* 39.51+0.07* 47.66+0.07* 52.55+0.14*

KA3+TE 44.14+0.05 52.75+0.12* 56.45+0.03* 39.38+0.11* 45.38+0.24* 54.45+0.08*

KA4+TE 49.224+0.48* 54.81+0.16* 57.284£0.06* | 47.69+0.20* 49.85+0.14* 55.67+0.19*

DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40pg/mL), KA1+TE: 100 pg/mL + Tekamen, KA2+TE:150 pg/mL+ Tekamen,

KA3+TE:300 pg/mL+ Tekamen, KA4+TE: 500 ug/mL+ Tekamen * p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil 4.12. Klorojenik Asit+Tekamen karigimi uygulanmig periferal lenfosit hiicrelerinde siire ve doza bagl olarak gbzlenen %
sitotoksik etkiye dair MTT ve WST-8 analiz sonuglarinin karsilastiriimasi (DMSO: Dimetilsiilfoksit (%0.1), TE: Tekamen (40
pg/mL), KAIL+TE: 100 pg/mL+Tekamen, KA2+TE: 150 pg/mL+Tekamen, KA3+TE: 300 pg/mL+Tekamen, KA4+TE: 500
pg/mL+Tekamen * p<0.05 seviyesinde onemlidir.)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler uzun yillardir gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir ve son
yillardabitkilerden elde edilen etken maddelerin arastirmalar da kullanilmasi
yayginlasmistir. ~ Ozellikle  kanser  hiicreleriyle  yapilan  ¢aligmalarda
fitokimyasallarin hiicrelere etkisi belirlenmektedir. Sebze, meyve ve bitkiler de
bulunan dogal biyoaktif maddelerin bazilarinin  kanser kemopreventif ya da
antikanser aktiviyeye sahip olduguna inanilmaktadir (Pezzutto, 1997, Christou vd.,
2001, Mukherjee vd., 2001). Son yillarda yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerinde
apoptozisin indiiklenmesinde bitkiler veya bitkilerden elde edilen etken maddeler
Oonemli yer tutmaktadir. Bitkiler, kardiyovaskiiler hastaliklarin, prostat
problemlerinin, depresyonlarin, enflamasyonun ve agrilarin tedavisinde ve
bunlarin yani sira bitkilerden elde edilen etken maddelerin kanser hiicreleri
tizerinde antiproliferatif etkisinin bulundugunu gdsterilmistir (Benzie ve Wachtel-
Galor, 2011).

Birgok sebze ve meyvede bulunan klorojenik asidin (KA); anti-HIV aktivitesi
(McDougall vd., 1998) antioksidan aktivitesi (Yoshino ve Murakami, 1998, Kono
vd., 1998, Paganga vd., 1999), P450-bagli enzim sitokromu diizenleyici aktivitesi
(Teel ve Huynh, 1998, Baer-Dubowska vd., 1998) ve antiallerjik aktivitesi (Ito vd.,
1998) oldugu arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Fakat giiniimiizde halen
KA’nin antitiimdr aktivitesi hakkinda ¢ok fazla ayrintili ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, KA'min farkli konsantrasyonlarinin (100, 150, 300 ve 500 pg/mL)
tek basina ve antikanser ilag olarak kullanilan Tekamen (40 pg/mL) ile birlikte
farkli stirelerde (24, 48 ve 72 saat) uygulanmasi sonucunda, insan servikal kanser
(HeLa) hiicre hattinda ve insan periferal lenfositleri lizerindeki in vitro sitotoksik
etkisi iki farkli canlilik testi (MTT ve WST-8 test) kullanilarak arastirilmistir

MTT test sonuglarmma gore, KA'nin tek basina HelLa hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan sitotoksik etkinin negatif kontrol ve ¢6ziicii kontrole gore
yiiksek olmasina ragmen, Tekamen’in gosterdigi kadar yiiksek bir sitotoksik etki
gostermedigi gozlenmistir (Cizgelge 4.1 ve Sekil 4.1). Ortaya ¢ikan bu diisiik
orandaki sitotoksik etkinin degismesinde muamele konsantrasyonu ve siire artisi
da etkisiz olmustur. WST-8 testi sonuglar1 da farkli konsantrasyon ve farkli
stirelerde sadece KA ile muamele edilen HeLa hiicreleri tizerinde KA'nin 6nemli
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bir sitotoksik etki gdstermedigini ortaya g¢ikarmistir. Bu sonuglarin istatistiki

acidan 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p>0.05).

Thurow ve Lee (2012) KA ve neoklorojenik asit’in insan kolon kanseri (Caco-2)
iizerindeki antikanserojenik etkisini arastirdiklar1 g¢aligmalarinda, KA ve
neoklorojenik asidin farkli konsantrasyonlarinin (150, 300, 500 pmol) farkli
stirelerde (0, 24, 48, 72 saat) Caco-2 hiicrelerinin canlilik oranini kontrole gore,
nispeten azalttigini gostermislerdir. Arastiricilar ¢alismadan elde edilen sonuglara
gore, hem klorojenik asidin hem de neoklorojenik asidin hiicre proliferasyonu
iizerindeki engelleyici etkilerinden dolayi, kolon kanserinde baskilayici bir bilesik
olarak kullanilabilme olasiligin oldugunu ileri siirmislerdir. Calismamizda ise
klorojenik asidin HeLa hiicreleri tizerinde diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu
goriilmiigtir. Bu veriler 1g18inda c¢alismamizin sonuglart Thurow ve Lee'nin

yaptiklar1 bu ¢caligmanin sonucuna benzerlik gostermektedir.

Miller vd. (2009) yapmis olduklar1 g¢alismada, yesil kahve ¢ekirdeklerinin
kavrulmasi sonucunda etkisinin azalip azalmayacagini belirlemek amaci ile dort
gruba ayrilan altmig sekiz Hamster farkli besinlerle (normal diyet, %15 kavrulmus
kahve g¢ekirdekleri (RCB), %12.75 yagi alinmigs RCB'ye veya %2.25 RCB yagi)
ile beslenmistir. Hamster‘lar ayrica kanserojen bir madde olan, 7,12-dimetilbenzin
9%0.51ik ¢ozeltisi ile haftada 3 kez muamele edilmislerdir. Calismanin sonuglari,
denemede Hamster’larin beslendigi her bir 6zel 6zel diyetin, dnemli 6l¢iide tiimor
gelisgimini azalttigini ve yesil kahvede bulunan bilesiklerin buna neden
olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Antikanser ilag olarak kullanilan 5-fluourasil
meyve ve sebzelerden elde edilen nispeten toksik olmayan fitokimyasallar ile
birlikte kullanildiginda ise, kemoterapiden etkilenen normal hiicrelerdeki
toksisiteyi azaltmaktadir. Sekiz farkli fenilpropanoidin (6jenol, ferulik asit,
sinnamik asit, kaffeik asit, KA, p-kumarik asit, 3,4-dimetoksisinnamik asit ve
2,4,5-trimetoksisinnamik asit) farkli konsantrasyonlart (0.002, 0.004, 0.007, 0.015,
0.03, 0.06, 0.13, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mM) ile 5-Fu kombinasyonu 24 saat siireyle
insan serviks kanser hiicre hattina (HeLa) uygulanmis ve bu karisimlarin hiicre
canlilig1 ve apoptozis lizerine etkilerini arastirilmigtir (Hemaiswarya ve Doble,
2013). Caligmanin sonuglari, fenilpropanoidlerin doza bagli olarak DMSO ile
muamele edilen hiicrelere gore hiicre biiylimesini inhibe ettiklerini gdstermistir.
Calismada kullanilan farkli fenilpropanoidlerin HeLa hiicreleri {iizerindeki
sitotoksik etki, 6jenol > ferulik asit >sinnamik asit >kaffeik asit >klorojenik asit>p
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kumarik asit>3,4dimetoksisinnamik asit> 2,4,5-trimethoksisinnamik asit sirasi
seklinde olmustur.

Kinolinler alkaloid bilesikler olup, bir¢ogu insektisit, antimikrobiyal, antiviral
ve antikanserojenik aktivitelere sahiptir ve halen ila¢ olarak kullanilmaktadir.
6,8bis(methythio)Q (2), 6,8diCNQ (3), 6,8-DICNTHQ (4) ve 6,8-DiMEO-5-BrQ
(5)’in HeLa timor hiicrelerinin proliferasyonuna olan etkilerinin arastirildigi bir
caligmada, bu bilesiklerinin Hela hiicre hatt1 iizerinde herhangi bir antiprolatif
etkisine rastlanmazken; 6,8-DIMEO-5- BrQ adli kinolin tiirevi bilesigin, HeLa
(insan serviks karsinoma hiicresi) kanser hiicrelerinin proliferasyonunu 75-100
pug/ml konsantrasyonda kontrol bilesik 5-FU’den daha onemli derecede inhibe
ettigi gorillmistiir (Yiice Sahin vd, 2012).

Polifenol ekstrelerinin anti-servikal kanser onleyici etkileri ile giindelik olarak
yaygin tiiketilen yesil cay, kahve ve kakaonun insan servikal kanseri hiicre
hattinda (HeLa) hiicreleri tizerindeki etkisinin karsilastirildigi diger bir ¢alismada
(Krstic vd., 2015), kullanilan biitiin polifenol ekstreleri HeLa hiicreleri iizerinde
apoptozis olusturmustur ancak en giiclii etkiyi yesil cay gostermistir. Kisa siireli
yesil cay ve kahve ekstreleri ile muamele intraselliiler oksijen tiirlerinin
olusumunu saglamig ve glutatyon seviyesinin azalmasina yol agmigtir. Bu
sonuglara gore, test edilen polifenol ekstrelerinin pro-oksidan ve anti-proliferatif
etkilerinden dolayi, in vitro anti-servikal kanser 6zelligi bulundugu diisiliniilmiis ve
bu etkiyi olusturan ekstrelerin sirasi ile yesil cay>kahve> kakao oldugu ortaya
cikmistir. Feng vd. (2005) KA’nin antioksidan kapasitesini belirleyebilmek i¢in
Randox belirtecini kullanmiglar ve sonugta KA’ nin giiclii bir antioksidan kaynagi
oldugunu belirlemiglerdir. Yine insan akciger kanseri hiicre hattinda (A549)
KA’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini ECIS yontemi ile aragtirmiglar ve
klorojenik asidin 80 pg’lik konsantrasyonda A459 hiicre hatt1 {izerinde giiclii bir
proliferasyon engelleyici etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Caligmada ilging
olan nokta ise, ayn1 konsantrasyondaki KA’nin JB6 (si¢an epidermal hiicre hatt1)
hiicrelerinde oldukga diisiik aktivite gostermesidir. Bu sonug, KA’ nin tiimdr hiicre
biiylimesi iizerinde engelleyici etkisi oldugunu gdstermistir. Bazi ¢aligmalar ise,
klorojenik asidin  metalloproteinaz MMP-9’in (Jin vd., 2005) beyin tiimori
kaynakli brain tumor- glioma hiicrelerinde U-87 nin mikrozomal glukoz-6-fosfat
translokaz enzimini inhibe ettigini (Belkaid., 2006) ve ayrica AS549 insan kanser
hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigini ve TPA- or NF-B, Aktivator Protein-1,
ve MAPK sinyal yolu iizerinde de inhibe edici etkisi oldugunu géstermistir (Feng
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vd., 2005). Yine son zamanlarda klorojenik asitin bagisiklik sistemi yolaklarina
katilan gen ekspresyonunu degistirerek timér ilerlemesini inhibe etmesinin
miimkiin olabilecegi de gosterilmistir (Kang vd., 2013).

Bizim c¢alismada ise, klorojenik asidin HeLa hiicreleri iizerinde tek basina diigitk
sitotoksik  etki  gosterdigini ve HeLa hiicrelerinin  proliferasyonunu
engelleyemedigi ortaya cikarirken, MTT test sonuglart KA+Tekamen karigiminin,
HeLa hiicreleri iizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin KA’ nin tek basma gosterdigi
sitotoksik etkiden daha fazla oldugunu goéstermistir. Calismadan elde edilen veriler
degerlendirildiginde, en diisiik KA konsantrasyonu olan 100 pg/mL'lik KA+TE
karisimi ile 24 saat muamele edilen HeLa hiicrelerinde gézlenen % sitotoksisite %
61.18+0.04 iken, siire artis1 ile sitotoksik etkide azalmalar oldugu gézlenmistir
(swrast ile; %59.12 +£0.10 ve %43.13+0.12). Benzer sonuglar KA+TE karigiminin
150 pg/mL’lik uygulamasinda da elde edilmistir. Muamele siiresi 48 saatte
cikarildiginda KA+TE karisimmin gosterdigi sitotoksisite arttirmistir. Ancak
muamele siiresi 72 saate g¢ikarildiginda her iki konsantrasyonda da sitotoksik
etkide dramatik bir diislis ortaya c¢ikmustir (sirasi ile; %43.66+£0.33 ve
%49.35+0.10) (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). WST-8 test verileri de KA+Tekamen
karisiminin, HeLa hiicreleri lizerinde gosterdigi sitotoksik etkinin konsantrasyon
ve farkl siirelerde KA’ nin tek bagina gosterdigi sitotoksik etkiden ¢ok daha fazla
oldugunu gostermistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6).

Benzer sekilde KA ile tek basina muamele edilen lenfositlerde MTT canlilik testi
sonucunda uygulanan her dort farkli konsantrasyon ve ii¢ farkli siire birbirinden
farkli sonuglar vermistir. Ornegin; 100 pg/mL ve 150 pg/mL’lik KA ile muamele
edilen lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki MTT test sonuglarinda daha yiiksek
goriiniirken, 300 pg/mL ve 500 pg/mL’lik KA ile muamele edilen lenfositlerde
gozlenen sitotoksik etki WST-8 sonucunda daha yiiksek bulunmustur (Cizelge
4.11, Sekil 4.11). KA+TE karisimin periferal lenfositler iizerindeki sitotoksik
etkisine dair elde edilen veriler incelendiginde de, MTT canlilik testinden elde
edilen veriler ile, WST-8 canlilik testinden elde edilen veriler arasinda yine
farkliliklar oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.12). Ornegin; 100
pg/mL ve 150 pg/mL’lik KA+TE karigimi ile muamele edilen lenfositlerdeki
sitotoksik etki WST-8 testinde daha yiiksek goriiniirken, 300 ug/mL KA+TE
karigimi ile muamele edilen lenfositlerde gozlenen sitotoksik etki, MTT testinde
daha yiiksek bulunmustur. 500 pg/mL KA+TE karisimi ile muamele edilen
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lenfositlerden elde edilen gozlenen sitotoksik etki sonuglart hem MTT hem de

WST-8 canlilik testinde birbirine yakin olmustur.

Hiicre canliligi ve sitotoksisite yoOntemleri, kimyasal ilag goriintileme ve
sitotoksisite teslerinde kullanilmaktadir. Hiicre canliligi belirlemek igin cesitli
belirtegler kullanilmaktadir. Enzim temelli metodlar, MTT ve WST indirgeyici
boyar belirtecler ve dehidrogenaz ile hiicre canliliginda canli hiicreleri belirmek
icin kullanilan kolorimetrik yontemlerdir. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal
dehidrogenaz araciligiyla indirgeyerek formazan kristallerinin olusumuna neden
olmaktadir. Kristallerin ¢éziinmesiyle olusan absorbans degerleri canli hiicre sayisi
ile dogrudan iliskilidir. Fakat baz1 kimyasallar ya da fitokimyasallar dogrudan
MTT ile etkilesime girerek interferans yapabilmektedirler. Bu durum yanlig
yorumlara neden olmaktadir. Ozellikle bitkisel ekstrelerle yapilan calismalarda
yiiksek dozlarda hiicre 6liimlerinin gézlenmesine ragmen, MTT sonuglarinin bu
hiicre 6liimlerini gostermedigi belirlenmistir. Orta ¢ikan bu sonucun farkli bitki
ekstrelerinin MTT ile etkilesime girerek hiicre canlilig1 lehine yanlis pozitif sonug
verdigini (interferans olusumu), bitki ekstresi gibi interferans olusturabilecek
ajanlarin sitotoksisite analizlerinde MTT ydnteminin giivenilir olmadig1 ve uygun
farkli yontemlerin segilmesi gerektigi ileri strilmiistir (Ar vd., 2012). Yine
Tominaga vd. (1998) de kendi ¢alismalarmin sonuglarna gore, MTT testte
sitotoksisitenin WST-8 teste gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bu
durumu WST-8 testinin kromojenik indikatorlerinink MTT testinden daha yiiksek
hassasiyete sahip tetrozolium tuzundan kaynaklandigini ileri siirmislerdir.

Bizim g¢aligmamizda da MTT ve WST-8 canlilik testinde elde edilen veriler
arasinda farkliliklar oldugu goézlenmistir ve bu farkliligin da literatiir bilgisine
uygun olarak klorojenik asidin HeLa hiicrelerinde bulunan cgesitli bilesikler ile
interferans olusturmasindan kaynaklandigi sonucuna ulagsmak mimkiindiir. Ayrica
ozellikle bitkisel ekstreler veya kimyasal bilesiklerle calisirken sadece tek bir
canlilik testi ile hiicre proliferasyonun ve sitotoksisitenin belirlenmemesi gerektigi
ve farkli canlilik testleri ile 6rnegin ATP canlilik testi gibi testler sonucunda elde
edilen verilerle dogrulanmasi gerektigini sdyleyebiliriz.

Sonug olarak, klorojenik asidin tek basina periferal lenfositler iizerinde 6nemli bir
sitotoksik etkisinin olmayis1 onemlidir, ancak bu diisiik sitotoksik etkinin HelLa
hiicreleri tizerinde de benzer sekilde olmasi, bizim uyguladigimiz konsantrasyon
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araliklarinda, klorojenik asidin serviks kanseri tedavisinde oOnemli bir ajan
olamayacagin1 gostermistir. KA+Tekamen’in birlikte kullanilmasinin ise HelLa
hiicreleri iizerinde uygulanan teste bagli olarak sitotoksik etki gdostermesi onemli
bir bulgudur. Ancak KA+TE muamelesi lenfositler iizerinde de sitotoksisiteyi
arttirict yonde etki etmistir. Bu veriler 1s13inda KA'nin serviks kanseri hastalarinin
kemoterapatik tedavi siirecini olumsuz etkileyeceginden, tedavi siirecinde KA ve
KA bulunan sebze ve meyveleri tiiketmesi dnermemekteyiz. Yine serviks kanseri
hastlarinin da bu konularda bilgilendirilmesinin dogru olacagini diisiinmekteyiz.

Daha ileri caligmalarla klorojenik asidin HeLa kanser hiicrelerinde hangi
mekanizmalarla ve hangi diizeylerde etkinlik gdsterdiginin belirlenmesi ve etkinin
organizma seviyesinde de olup olmadiginin anlagilabilmesi i¢in Oncelikle
molekiiler diizeyde galigmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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