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OZET

DNA Hasarma Kars1 Plantago lancelota Ekstraktimin ve Luteolin-7-B-D-
Gligozit’in insan Lenfosit ve Hep-G2 Hiicrelerinde Tyilestirici Etkilerinin

Arastirllmasi

Amag: Plantago lanceolata (P. lanceolata), basta yara iyilestirme olmak tizere
cesitli hastaliklarin iyilestirilmesi veya belirtilerinin giderilmesi amaciyla tiiketilen
fitoterapotik  bir bitki tirtidir.  Luteolin-7-B-D-gligozit (LDG) ise antioksidan,
antigenotoksik ve antikanserojen ozellikleri ile bilinen ve P. lanceolata’nin en 6nemli
komponenetlerinden olan bir flavoanoidtir. Bu ¢alismada insan lenfosit ve Hep-G2
hiicrelerinde P. lanceolata’nin metanol ekstraktinin ve LDG’nin olasi antigenotoksik
etkilerinin arastirilmasi1 amaglanmustir.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada insan lenfosit ve Hep-G2 hiicreleri kullanildi.
DNA hasari olan ve olmayan hiicrelere P. lanceolata metanol ekstraktinin 200 ve 500
pg/ml ile LDG’nin 10, 20 ve 30 uM dozlar1 uygulanarak kardes kromatid degisim testi
(KKD) ve komet analizleri ile antigenotoksik etkileri incelendi.

Bulgular: Calisma gruplari arasinda sadece bitki ekstratinin yiiksek dozu KKD
frekansini artirdi. Lenfosit hiicrelerinde sadece P. lanceolata ekstrati ve LDG’nin en
yiiksek konsantrasyonlari komet parametrelerini artirarak genotoksik etki gosterirken
DNA hasarli hiicrelerde tiim test maddelerinin uygulama dozlar1 genotoksisiteyi azaltici
etki gosterdi. HepG2 hiicrelerinde ise hem bitki ekstraktinin hem de LDG’nin tiim
konsantrasyonlari komet olusumunu artirarak genotoksik etki gosterirken DNA hasarli
hiicrelerde ise bitki ekstrakti gruplart ile LDG’nin minimum konsantrasyonunun genetik
hasar1 azaltic1 etki gosterdigi tespit edildi.

Sonu¢: P. lanceolata bitkisi ve LDG insan lenfosit hiicrelerinde diisiik
konsantrasyonlarda anti-genotoksik yiiksek konsantrasyonlarda ise genotoksik etki
gosterirken HepG2 hiicrelerinde tiim konsantrasyonlarda genotoksik etki gosterdi.
Boylece P. lanceolata bitkisinin ve LDG’nin doza bagli olarak saglikli hiicrelerde
antigenotoksik, kanser hiicrelerinde ise genotoksik etki gostererek antikanserojen
olduklarini séyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Antikanseoroejen, genotoksisite, Hep-G2, lenfosit, Luteolin-
7-B-D-gligosid, P. Lanceolata.
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ABSTRACT

Investigation of the Therapeutic Effects of Plantago lancelota Extract and
Luteolin-7-B-D-Glycoside Against DNA Damage on Human Lymphocyte and
Hep-G2 Cells

Aim: Plantago lanceolata (P. lanceolata) is used a phytotherapeutic plant
consumed to treat or avoid of symptoms of various diseases. Luteolin-7-B-D-glycoside
(LDG) is a flavoanoid which is known for its antioxidant, antigenotoxic and
anticarcinogenic properties and is one of the most important components of P. lanceolata.
This study aimed to investigate the possible antigenotoxic effects of the methanol extract

of P. lanceolata and LDG on human lymphocyte cells and Hep-G2 cells.

Materials and Methods: This study were used human lymphocyte cells and Hep-
G2 cells. The DNA damaged and undamaged cells were treated with 200 and 500 pg/ml
of P. lanceolata methanol extract and 10, 20 and 30 uM doses of LDG and examined
sister chromatid exchange test (SCE) and antigenotoxic effect.

Results: Among the study groups, only high dose of plant extract increased the
frequency of SCE. In lymphocyte cells only the highest rates of P. lanceolata extract and
LDG have a effect by increasing the parameters of the comet, whereas in DNA damaged
cells, all test applications application doses have a reducing effect on genotoxicity. In
HepG2 cells, all concentrations of both plant extract and LDG showed a genotoxic effect
by increasing the formation of comet, whereas in DNA damaged cells, the minimum
concentration of plant extract groups and LDG were found to reduce genetic damage.

Conclusion: P. lanceolata and LDG have anti-genotoxic effect at low
concentrations and genotoxic effect at high concentrations in human lymphocyte cells,
while genotoxic effect at all concentrations in HepG2 cells. We can say P. langeolata
plant and LDG that it is antigenotoxic effect showing in non-damage cells dose

dependent, while anticarcinogenic effect showing in non-damage cancer cells.

Key words: Anticancerogenic, genotoxicity, Hep-G2, lymphocyte, Luteolin-7-B-

D-glycocide, P. lanceolata.
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1. GIRIS

Fitoterapi; bitkilerin ¢esitli kisimlariyla (gigek, yaprak, kok, tohum, kabuk ve
meyve) ya da bitki kisimlarinin kombinasyonuyla olusturulan bitkisel {iriinlerin,
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmasidir (1). Giiniimiizde modern tip alaninda kimyasal
ilag kullanimi1 hastaliklarin tedavisinde hizli bir etki gosteriyor olsa da; yan etkilerinin
¢ok olmasi ve immiin sistemine zarar vermesi nedeniyle insanlari, bitkisel destekli
tedaviye yoneltmis ve bu sayede fitoterapiye olan ilgi artmistir (2). Tibbin babas1 olarak
bilinen Hipokrat, yaptigi calismalarla bitkileri tedavi amaglh kullanmis ve birgok hastaligi
iyilestirmistir. Tedavi amagh bitki kullanimi giinlimiizde de onemini kaybetmeyip,

bitkilerle tedavi anlamina gelen fitoterapinin olusumuna katki saglamistir (2).

Plantago cinsi diinyada genis bir dagilimi olan ¢ali ya da ¢ok yillik bitkilerden
olusmaktadir. Tirkiye’de 21 tiiri bulunmakta olup Plantago major ve Plantago
lanceolata (P. lanceolata) en yaygin tiirleridir (3, 4). Fitoterapi de kullanimi genis

olmakla birlikte ¢cocuk mamasi, salata ve hayvan yemi olarak ta tiiketilmektedir (5, 6).

P. lanceolata; sinir otu, damar otu, sinirli yaprak, baga yapragi ve ates yapragi
olarak da adlandirilan Anadolu’da yaygin goriilen bir bitki tiiriidiir. Sinir otunun; uzun
yaprakli sinir otu (P. lanceolata) ve yapraksiz sinir otu ( P. major ) olarak iki alt tiirii
bulunmaktadir. Bu bitkilerin toprak istli kisimlari, 6zellikle yapraklar1 halk arasinda
tedavi amach kullanilmaktadir. Bitki ekstraktlari, 6zellikle deride meydana gelen
yaralarin iyilestirilmesinde, bagisiklik sistemini giliglendirmede, solunum, sindirim ve
trogenital sistem hastaliklarinda ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir (7, 8). Ayrica
agrilarin, ¢ibanlarin tedavisinde, cilt lizerindeki dermatolojik tedavide kullanilmaktadir.
Astim tedavisi i¢in; ¢ay, surup ve hap olarak kullanilmaktadir (9). P. lanceolata;
flavonoidler (baisalein, luteolin), monoterpenoidler (linalool), triterpenoidler (oleanolik
asit, urkolik asit), iridoidglikozidler (aukubin) ve fenolik komponentler bakimindan
zengindir. P. lanceolata bitkisindeki bilesenlerden olan glikozit ve fenol bitkiye anti-
inflamatuvar ozellik kazandirmktadir. Luteolin-7-B-D-gligozit (LDG) flavonoidi P.
lanceolata bitkisinin en Onemli bilesenlerinden olup ¢esitli kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu durdurabilen giiglii bir antikanserojenik ajan olarak bildirilmistir (10).
Luteolin’in mide kanserinde hiicre poliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu doza

bagimli olarak baskiladig1 ve apoptozu indiikledigi ayrica epitelyal-mezenkimal gecisi



tersine ¢evirerek mide kanserinin ilerlemesini durdurdugu rapor edilmistir (11). Luteolin,
bir anti-enflamatuar ve antikanser gibi ¢esitli yararli 6zelliklere sahiptir. Bu 6zelliklerin

altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir.

Genotoksisite testleri, etki mekanizmalarina gore in vivo veya in vitro olarak
calisilabilmektedir. Genotoksisite testleri molekiiler ve kromozom diizeyinde
olabilmektedir. Genotoksisite arastirmalarinda, DNA hasarinin direkt belirlenmesi
amaciyla yapilan komet testi bulunmaktadir. Kromozom diizeyinde genotoksisite
arastirmalarinda ise sitogenetik testler olan kardes kromaid degisim testi (KKD),
kromozom aberrasyon testi (KA) ve mikroniikleus testi (MN) kullanilmaktadir. KKD,
DNA ¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasini gosteren
kardes kromatidlerin homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin
degisimidir (12).

P. lanceolata ve LDG’nin sitogenetik ve genotoksik etkilerine yonelik yapilan
calismalar ¢ok kisitlidir. Insan lenfosit ve Hep-G2 hiicrelerinde DNA hasarma karsi1 P.
lanceolata ve LDG’in etkisi ile ilgili yapilan bir ¢aligmaya ise rastlanmamistir. Bu
calismada DNA hasar1 olusturulmus insan lenfosit ve Hep-G2 hiicrelerinde, P.
lanceolata’nin metanol ekstraktinin ve LDG’nin doza bagli olarak olasi iyilestirici
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bagka arastirmacilarin daha 6nceden yaptiklari
calismalardan elde edilen sonuglar ile bu calismalardan elde edilen sonuclar
karsilastirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek bulgulara dayanarak P. lanceolata’nin ve
LDG’nin DNA koruyucu etkileri hakkinda yeni bilgilerin ortaya ¢ikmasi beklenmektedir.
Bu kimyasallarin molekiiler ve hiicresel diizeyde fayda/zarar degerlendirmesi miimkiin

olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plantago lanseolata’nin Ozellikleri ve Taksonomisi

P. lanceolata; Plantaginaceae familyasindan bir tiir olup fitoterapi agisindan
onemli bir bitkidir. Fitoterapide ve halk arasinda sindirim-solunum organlari, deri-
infeksiyon hastaliklari, agri, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (13).
Halk arasinda baga yapragi, ates yapragi, sinirli yaprak, sinir otu, Ingiliz sinir otu, dar
yaprakli sinirli ot, geyik boynuzu sinir otu, kuzu dili, damarli ot gibi birgok isimle
bilinmektedir (Sekil 2.1)( 9, 14). Smiflandirmas: ise su sekildedir;

Alem: Spermatophyta
Sube: Angiospermae
Sinif: Asteridae
Takim: Plantaginales
Aile: Plantaginaceae
Cins: Plantago

Tiir: Plantago lanceolata L. (sinirli ot) (14)

Sekil 2.1. P. lanceolata'nin genel goriinimii (15).



P. lanceolata L. ¢esitli toprak tipinde yetisebildigi halde en iyi nétiir topraklarda
yetismektedir (7, 16). Tarla, bahge, yol kenarinda ve nemli arazilerde kendiliginden
yetigir. Diinya lizerinde yaygin olarak bulunsada en ¢ok Avrupa ve Asyada dagilim
gostermektedir (17,16). P. lanceolata'nin kok ve sap kisimlari kalin, ¢igek tasiyan saplar
tiylii ve yapraksizdir. Cigek tasiyan saplar 10-60 cm uzunlugunda, ¢igekler ise 4 mm
uzunlugunda kaliks, yesil, korolla kahverengi rengindedir. Her ¢igek en az iki tohum
tiretebilir. Dip yapraklar mizraksi, yana dogru yayilmis veya dik vaziyette, 3-5 kadar
belirgin paralel damarli, dar ve kisa saplidir (Sekil 2.2). P. lanceolata hem erkek hem de
disi organina sahiptir (Hermafrodittir). Nisan-Agustos aylarinda ¢i¢eklenir ve tohumlar

Haziran-Eyliil aylar arasinda olgunlagir (18).
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Sekil 2.2. P. lanceolata'nin kok, gicek, yaprak kisimlari (19).



Geleneksel olarak insan ve hayvanlarda gida tiiketimi, saglik problemlerinin
iyilestirilmesi alanlarinda ve tekstil gibi ¢esitli alanlarda kullanimi bulunmaktadir. P.
lanceolata'nin tedavi amacgli kullanilan kisimlar1 yaprak ve tohumlaridir. Bitkinin
yapraklarinin; idrar soktiiriicii, deri hastaliklarinda, alerjik durumlarda, agiz ve bogaz
iltihab1 yaralarinda, soguk alginligi, 6ksiiriik, astim, bronsit, ates, gastrit, iilser, mesane
problemleri, bobrek tasi, bagirsak sikayetleri, diizensiz adet, hipertansiyon, romatizma
gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde etkili oldugu disiiniilmektedir (20, 21). Tohum
kisminin; infiizyon yatistirici, géz kremi, ishal ve dizanteri veya ¢ocuklarda bagirsak

solucani hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel kullanim1 mevcuttur (Tablo 2.1). (21, 22).

P. lanceolata'nin igeriginde bulunan bilesikler bitkiye antiinflamatuvar,
antibakteriyel, antikanserojen vb. Ozellik gostermesini saglamaktadir. Bitki igerigi
flavonoidler, monoterpenoidler, triterpenoidler, iridoidglikozidler ve fenolik
kompanentler bakimindan zengindir (10). P. lanceolata bitkisinin kimyasal i¢erigi Tablo

2.2’ de verilmistir.

Tablo 0.1. P. lanceolata'nin geleneksel tedavi amagl kullanimi (19).

GELENEKSEL KULLANIMI

Yaralar Kesikler, bocek 1sirmasi, yanik
Deri Ciiriikler Ciiriik, hemostatik
Dermatozlar Akne, eksantem, iltihaph isilik, iltihap, Zona prurit,
Infeksiyonlar, parazitik infeksiyonlar,
Solunum yolu Infeksiydz Bronsit, Soguk alginlig, 6kstiriik, Farenjit
Alerjik Astim
Inflamatuar Dis eti iltihab1
Sindirim yolu Infeksiydz Agiz yaralari, stomatit; Mide agrisi, gastrit, llser,
mide kramplari, kolit, kabizlik, ishal, dizanteri
Urogenital sistem Uroloji Idrar tas1 olusumu, mesane patalojisi, eniirezi
Jinekoloji Dismenore, gebelik patolojileri
Kardiyovaskiiler sistem arteriyel hipertansiyon, ddem, hemoroid, diyabet

G0z hastaliklar1 GOz enfeksiyonlari, analjezik olarak

Parazitler Antihelmintik, antimalarial
Cesitli hastaliklar Antisitres Sinirsel sok
Diger Antipiretik, halsizlik durumlarinda uyarici, tiimor,

kirik iyilesmesi, yilan yaralari




Tablo 2.2. P. lanceolata'nin kiitle spektrometresi ile elde edilen kimyasal bilesenleri (23).

Bilesen Ad1 islenme Fragmentor Onciil Uriin iyonu  Carpisma
Siiresi (dk)  Voltaji (V)  Iyonu (m/z) (m/z) Enerjisi (V)
Gallik asid 0.58 90 169 125 10
Katesin 0.74 150 289 245 10
Protokatekhuik asid 0.79 105 153 109 9
Khlorogenik asid 0.80 100 353 191 10
Epigalloatesin gallate 0.81 165 457 169 16
Epikatesin 0.95 150 289 245 10
2,5-Dihidroksibenzoik asid 1.03 100 153 109 9
p-Hidroksibenzoik asid 1.08 80 137 93 10
Aeskuletin 1.13 105 177 133 15
kaffeik asid 1.18 100 179 135 10
Vanillik asid 1.24 100 167 108 15
Syringic asid 1.31 90 197 182 7
p-Kumarik asid 1.69 90 163 119 9
Umbelliferone 1.73 120 161 133 19
Skopoletin 1.77 80 191 176 8
Ferulk asid 1.90 90 193 134 11
Viteksin 1.90 200 431 311 22
Sinapik asid 1.92 100 223 193 17
Luteolin-7-O-glukoside 2.13 230 447 285 30
Hiperokside 2.16 200 463 300 30
Quersetin-3-O-glukoside 2.25 210 463 300 30
Rutin 2.33 135 609 300 42
Apiin 2.60 250 563 269 36
o-Kumarik asid 2.62 100 163 119 5
Mirisetin 2.67 150 317 179 20
Quersitrin 2.75 190 447 300 27
Kaempferol-3-O-glukoside 2.80 190 447 284 30
Apigenin-7-O-glukoside 2.81 135 431 268 41
3,4-Dimethoxycinnamic 2.99 110 207 103 7

acid




Tablo 2.2. P. lanceolata'nin kiitle spektrometresi ile elde edilen kimyasal bilesenlerin

devami (23).

Baicalin 3.40 140 445 269 22
Daidzein 3.43 145 253 208 31
Matairesinol 3.66 130 357 122 24
Quesetin 3.74 130 301 151 15
Naringenin 3.87 130 271 151 16
Sinnamik asid 3.91 100 147 103 5

Luteolin 4.03 135 285 133 25
Genistein 4.12 145 269 133 32
Apigenin 4.71 130 269 117 25
Isorhamnetin 4.79 160 315 300 21
Krizoeriol 4.82 125 299 284 20
Baicalein 5.15 165 269 269 0

Amentoflavone 5.78 220 537 375 15

P. lanceolata'nin yaprak ekstratinin wistar- albino farelerine in vivo olarak
verildigi bir ¢aligmada karajenan iireterek ayaktaki 6demi %11 azalttigi rapor edilmistir
(24). Diger bir ¢alismada ise in vitro incelemede P. lanceolata yapraklarinin doza bagl
olarak cox-2 aktivitesini azaltigini bildirilmistir (25). Son zamanlarda yapilan bir bagka
calismada ise P. lanceolata ekstraktlarmin (40, 80, 160 mg/kg) farelerde cox-2
aktivitesini azaltarak pence 6demini azalttig1 ve boylece antiinflamatuar etki gosterdigi
ifade edilmistir (26). Bu ¢alismalarin sonucunda P. lanceolata bilesenlerinden fenoloid
asetosidler, plantomajosid, iridioglikosid ve aukubinlerin antiinflamatuar etki

olusturmasina yardime1 oldugu diisiiniilmektedir (27).

Hayvan deneylerinde sulu ve metanolik ekstraklarin karigiminin (1,2 g/kg) gastrik
iilser olusumunu %40 oraninda azalttig1 belirlenmistir (28). Baska bir ¢alismada farelere
P. lanceolata (140, 200, 280, 400 mg/kg) oral uygulanarak iilsere karsi etkisi
incelenmistir. Doza bagli olarak yiiksek dozlarin diisiik doza ve miisilaj oranina gore
iilsere kars1 daha fazla korudugunu ve yiiksek dozlarin iilseri iyilestirdigine dair sonuglar

elde edilmistir (29).

P. lanceolata'nin HeLa, MCF7 ve HT-29 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda
kanser hiicrelerine karsi anti kanserojen etki gosterdigi de bildirilmistir. Bu etkinin ise P.

lanceolata igerigindeki flavonoid bilesiklerden kaynaklandig diisiiniilmektedir (23).



2.2. Flavonoidler

Flavonoid, latincede sar1 anlamina gelen “flavus” kelimesinden tiiremis iki fenil
halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil propandir. Difenil propan (C6-
C3-C6) yapisindaki bilesikler fenolik bilesik olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.3) (30,
31). Flavon halkasinda goriilen iki bdlgeden biri serbest radikallerin olusumunda
metallerin (bakir, demir) baglanma bolgesini olusturur diger bolge ise notralizasyonda
gorev almaktadir (32, 33). Flavonoidlerin iskelet yapisina gore gesitleri Tablo 2.4’de

verilmistir.

Sekil 2.3. Flavonoidlerin genel yapisi (34).

Flavonoidler; anti-oksidan, anti-hipertansif, anti-alerjik, anti-inflamatuar, anti-
trombotik, anti-apoptotik ve antikanserojen 6zelligi gostermektedir (35). UV’ye karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugu i¢in ¢ogu bitkiden elde edilen flavonoid bilesikleri,
giines kremleri icerisinde kullanilmaktadir (35, 36). Bitkilerin yaprak ve meyve
kisimlarinda fotosentez sonucu flavonoid olusmaktadir. Kirmizi sogan, maydanoz, siyah
ve yesil cay, muz, yaban mersini, narenciyeler, kirmiz1 sarap ve ¢ikolata vb. gidalarda

yiiksek flavonoid igerir (31).

Hertog ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada yaygin olarak tiiketilen gidalarda
(sebze, meyve, ¢ay vb.) bulunan flavonoidleri (quercetin, apifenin, myricetin, kaernpferol
ve luteolin) kullanan yasli kisilerde kroner kalp hastaliklarina bagli 6liim riskinin azaldigi
bildirilmistir (37).

Bitkilerden izole edilen flavonoidlerin kanser hiicrelerindeki ¢oklu kinazlarin
fonksiyonlarmi ve hiicre sinyal aktarimlarini inhibe ettigi timor hiicre proliferasyonunu,
invazyonunu, anjiyogenezini ve apoptozunu da engeledigi bazi calisma sonuglariyla
desteklenmektedir (38-41). Antitimor dzelliginin ise; laktat transportunu ve kalmodulini
inhibe ederek endotelyumundaki nitrik oksit (NO) sentezinin regiilasyonunu
etkilemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Mast hiicresi ve histamin salinimini
inhibe ettigi, lenfosit proliferasyonuna neden olurken oksidan salimini baskiladig: ifade

edilmistir (42).



Tablo 2.3. Flavonoidlerin iskelet yapisina gore gesitleri (34, 43).

FLOVONOIDLER
Isimleri Acik formiilii Bilegikler
Apigenin
Flavonlar Chrysin
Luteolin
Datiscetin Dhidroquersetin
Flavonoller Quersetin Mirisetin
Kaempferol Morin
Hesperdin Rutin

. o .
Antosiyanidin O +: Siyanidin

Biflavonoid Amentoflovon

Dihidroflavonoid > ‘1\/@ Taksifolin
i I Slibin
oH

o
1L 1
Isoflavon o~ | Genistein
’ o \© Daidzein
Flavan Katesin
Flavanonlar C < j Naringenin
Naringin

Inal ve ark. tarafindan yapilan galismada ise ultraviyole A 15181na maruz birakilan
ratlarin karaciger ve derilerinde MDA seviyelerinin arttig1, flavonoid bilesiginden olan
quarcetin ile muamelesinde MDA seviyelerini azaltip enzim aktivitelerini arttirarak
oksidatif stresi engelledigi tespit edilmistir (44). Yiiksel ve ark insan lenfosit hiicrelerinde
mirisetinin estradiol-17p ile indiikklenmis DNA hasarin1 azalttigini gesitli genotosisite

testleri ile gostermislerdir (45).



2.3. Luteolin

Luteolin (3',4',5,7-tetrahydroxy), bitkilerin yesil kisimlarinda bulunan bir
flavondur. Luteolinin biyokimyasal ve biyolojik aktivitesinin goriilmesi, yapisinda
bulunan hidroksil gruplar1 ve 2-3 ¢ift bagi yapisindan kaynaklanmaktadir. Hidroksil
gruplar1 lutolinin karbonun 5, 7, 3’ve 4’ pozisyonlarinda bulunur (42, 46). Luteolin

cogunlukla glikozidlerle birleserek glikozit formlar1 olugsmaktadir (46, 47).

Luteolin ve glikozid formlar1 havug, karabiber, nane, kekik, zeytinyagi, adagayz,
biberiye, kereviz, yesilbiber ve enginar gibi birgok bitkilerde dogal olarak bulunup diyet
i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.4) (48). Bunlarin disinda aga¢ kabugu, kekik, yonca ¢igegi,
karahindiba, papatya ¢ayi, nane, meyve kabugu ve portakalda da bulunmaktadir (49).
Ortalama bir insanin, luteolin giinliik tiikketim miktari 16 mg olarak belirlenmistir (37, 50).

Luteolinin bir flavon tiirevi olmasindan kaynakli olarak, antioksidan,
antimetastatik, antiinflamatuvar, antikanserojen ve antianjiyogenez  Ozelligi
gosterebildigi ¢alisma sonuglariyla desteklenmektedir (48, 51). Lutolin igerikli gidalarin
tiiketiminin, kronik hastaliklara yakalanma riskinin azalmasina neden olduguna dair

calisma sonuglart mevcuttur (52).

Luteolinin antioksidan etkisi ile ilgili arastirmalar da bulunmaktadir. Pei-Hu Liao
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada antioksidan iskemi reperfiizyon (IR) hasarli farelerin
luteolin ile muamelesi sonucunda plazmadaki laktat, dehidrogenez ve NO seviyelerinde
azalma gozlendigi, bununla birlikte miyokardiyal enfarkt alaninin kigildiigi ifade
edilmistir (53). Yapilan bir diger ¢alismada ise luteolinin si¢an karacigerinde MDAy1
azaltip, SOD aktivitesini arttirarak iskemi-reperfiizyon hasarini engellemis oldugu rapor

edilmistir (54).
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Sekil 2.4. Luteolin (1), luteolin 7-O-glukosid (2), luteolin-8-Ci1-B-D-glukopiranosid (3),
luteolin-7-O- -rutinosid (4) (55).

Zhu LH ve ark. tarafindan noron hiicre kiiltiiriinde yapilmis ¢alismada, luteolinin
mikroglial inflamasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (56). Bir diger ¢alismada ise,
luteolinin COX-2 gen inhibisyonu yaptigi ve kappaB transkripsiyonunu azaltarak
sitokinlerin ( TNF, IL-1, IL-6, IL-8) salinimini engelledigi belirtilmistir (57). Luteolinin
deneysel otoimmiin tiroidit tizerindeki etkisi farelerde c¢alisilmis ve tiroid bezlerinde
lenfositik infiltrasyonu ve folikiil yikiminin azaldigi ayrica luteolin STAT3"lin Tyr705
aktivasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Yapilan bu ¢aligmalarin

soucunda luteolinin antiinflamatuar etki sergiledigi diisiiniilmektedir (58).

Luteolinin antiinflamatuar etkisinin, antikanser etkisiyle iliskili oldugu idda
edilmistir. Cesitli kanser hiicrelerinde luteolin apoptoz yolaklarini uyararak kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksikt etki gosterdigi cesitli ¢alisma sonuglariyla desteklenmistir
(Sekil 2.5) (59). Luteolinin kan-beyin bariyerini gegebilmesinden dolay1 beyin kanseri ve

santral sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (60).
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Sekil 2.5. Luteolinin etki mekanizmasi (59).

Kanserler, genellikle hiicre boliinmesinin kontrolsiiz oldugu durumlarda ortaya
cikar. Luteolin ise genellikle G1/S ya da G2/S kontrol noktasinda kanser hiicrelerinin
boliinmesini inhibe ederek kanserin gelisimini durdurmaktadir (61-64). Yapilan
caligmalarda, luteolinin mide, prostat ve melanom hiicrelerde G1 fazinda hiicre
boliinmesini bloke ettigine dair sonuglar bildirilmistir (64, 65). Bu durumun nedeni
melanom OCM-1 ve kolon kanseri HT-29 hiicrelerinin inhibisyonu ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu durdurulmanin, CDK inhibitorleri p27/kipl ve p21/wafl’nin up-
regiilasyonu ya da CDK2 aktivitesinde direkt inhibisyon ile gergeklestigini ve luteolinin

bu etkisinin p53 aracili p21/waf1’in ekspresyonuyla oldugunu ifade etmislerdir (66, 67).

2.4. DNA Hasarlari ve Tamir Mekanizmalari

Biitiin hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli mutajenlere maruziyet sonucu
DNA hasar1 meydana gelmektedir. Olusan DNA hasarlar1 hiicrelerde erken yaglanmaya
ve kansere neden olmaktadir (68). Endojen ve ekzojen faktorler nedeniyle olusan DNA

hasarlarinda, DNA hasar1 yogunluguna gore hiicresel yaslanma, apoptoz, kanser, gen
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ifadesinin degismesi gibi olaylara neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreler genomik
kararliligt korumak i¢in DNA tamir mekanizmalari gelistirmistir. Bu tamir
mekanizmalar1 dogrudan ve dogrudan olmayan DNA tamir mekanizmasi olarak 2’ye
ayrilmaktadir (69, 70).

Dogrudan olmayan DNA tamir mekanizmasi; proof-reading ile onarim, kesip
cikarma ile onarim (baz kesip ¢ikarma ve niikleotid kesip ¢ikarma), ¢ift zincir kiriklarinin
onartmi (homolog rekombinasyon ve homolog olmayan rekombinasyon ile onarim),

yanlis esleme onarimi ve SOS onarimi seklinde siralanabilir (70, 71).

Dogrudan DNA tamir mekanizmasi ise; fotoreaktivasyon ile onarim, O6-MGMT

ile onarim, basit tek zincir kiriklarinin onarimi seklinde siralanabilir (71, 72).

Genetik materyalde meydana gelen ani ve kalic1 degisikliklere mutasyon denir.
Mutasyonlar meydana geldikleri hiicre tiirlerine gore yavru bireylere aktarilabilir. Viicut
(somatik) hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar yavru bireylere aktarilmaz. Somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar kansere neden olabilir. Ancak tireme (gametik) hiicrelerinde

meydana gelen mutasyonlar yavru bireylere aktarilabilir (72).

Saglikli bir insan hiicresinde replikasyonda meydana gelen hata (DNA
polimerazin yanhs niikleotid yerlestirmesi) oram 10°, hata okuma (proofreading)
mekanizmasina ragmen ortaya cikan hata oran: 10®"dir (72).

2.5 Genotoksisite

Toksikoloji biliminin alt dallar1 arasinda yer alan genetik toksikoloji ya da
genotoksisite, canlinin biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik
etkenlerden kaynaklanan nedenlerden dolayr hiicre DNA’sinda meydana gelen
degisiklikleri inceler ve ¢esitli ajanlarm sebep oldugu genetik hasarin

degerlendirilmesinde gorev alir (73, 74).

Genotoksisite baska bir tanima gore; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
herhangi bir DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom
anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi hasarlar gesitli testlerle inceleyen bilimdir.
DNA’da hasar meydana getirmesine veya degisimlere yol agmasina ise genotoksik etki
denilmektedir (Sekil 2.6) (73, 75, 76). Kimyasal maddelerin mutajenik ve karsinojenik

etkilerinin degerlendirilmesinde endiistri kuruluslar tarafindan genotoksisite testlerinin
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kullanilmasina neden olmustur (77,78). Genotoksisite testleri 1970’lerden beri

kullanilmakta olup in vitro ve in vivo testlerden olusmaktadir (79).

GENOTOESINLER
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Sekil 2.6. Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari (80, 81).

Genotoksisite testleri; UV, irradyasyon, parazitik enfeksiyonlar, sigara, pestisitler,
ilaglar, gida katki maddeleri, nanomateryaller gibi birgok kimyasal ajanin genotoksik ve
kanserojenik etkisinin saptanmasinda, ilaglarin ve ilact kullanan kisilerdeki genetik
etkilerini arastirmada, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iliskinin belirlenmesinde,
kanserden korunma, kansere duyarliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (12, 79, 82).

Genotoksisite Testleri
Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Kromozomal anormallikler; kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal
diizensizlikleri icerir. Sayisal anomaliler genellikle mayotik veya mitotik boliinme
sirasinda kromozom veya kromatid ayrilmasi sirasinda olusan hatalardan kaynaklanirken
yapisal anomaliler mutajenlarin DNA’da yaptiklar1 tek veya cift zincir kiriklart sonucu

olusan yeni kromozomal olusumlar1 kapsamaktadir. DNAdaki onarilmamis veya yanlis
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onarilmis ¢ift zincir kiriklart nedeniyle KA ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle hasarlar tamir

edilemedigi icin KA seviyesi artis gosterir bu da kanser riskini arttirmaktadir (83- 85).

KA testi, gesitli mutajenlerin neden oldugu yapisal ve sayisal kromozomal

anormalliklerin belirlenebilmesi igin standart olarak kullanilan testir (74, 85).
Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

Kardes kromatitlerin homolog lokuslar1 arasinda degisime KKD denir. Bu test
nokta mutasyonlarin indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile baglantilidir
(86, 87). Mutajen ve karsinojenin hiicrelerde neden oldugu kromozom kirilganligi ve
yatkinlig ile ¢esitli kalitsal hastaliklarda KKD artmasi ile timor olusumu arasinda lineer

bir iliski oldugu bilinmektedir (38, 56, 88, 89).

KKD testinde, DNA kiriklarini goriiniir hale getirmek i¢in DNA’da timin analogu
gibi davranan Bromodeoksiiiridin (BrdU) maddesi hiicre kiiltiirlerine eklenmektedir ve
bu maddenin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesi saglanarak
homolog kromozomlardaki DNA pargalarinin karsilikli degisimi gosterilmektedir.
DNA’larin replikasyonu sirasinda yeni sentezlenen poliniikleotid ipligine ortamda
bulunan BrdU igeren bromurasil niikleotidleri gegmektedir. Bu da ultraviyoleye maruz
kalmasiyla bir kolun digerine gore daha agik oldugu goriiliir. DNA igine yerlesmis olan
BrdU daha agik renkte boyanmis bolgelerdir ve bu boyama farkiyla DNA’da kardes
kromatidler arasinda olusan degisimler gozlenebilmektedir (Sekil 2.7) (37, 54, 82, 90).

Meormal DA ipliklen

Amo

<< >> > Eardes Kromat:i:_

Degismlen

SN .
ErdU igeren DA ipliklen

Sekil 2.7. BrdU ile kardes kromatit degisiminin belirlenmesi (91).
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Mikroniikleus (MN) Testi

MN’ler hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, mitotik igdeki
hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve kromozomal
hasarlardan kaynaklanabilir. Cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu mitoz boéliinme
esnasinda ortaya cikan, esas c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik
kromozomal fragmanlarin ¢ekirdege benzer olusum gostermeleri sonucu ortaya g¢ikan
hiicrede birden fazla ¢ekirdek yapisinin goériilmesine neden olur. MN sayisindaki artis,
cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
Cesitli hastaliklar lizerinde yapilan ¢alismalarda, kanser ve genomik diizensizlik ile
karakterize edilen MN gériilme sikligiin yiiksek oldugu bulunmustur (92-94). MN testi,

genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir testir (95).

In vitro MN testinde, hiicre kiltirlerinde ilk mitozdan 6nce kiltiire sitokalasin-B
maddesi eklenir. Bu madde sitokinezi durdurarak hiicrenin biniikleer olusturmasina neden

olur (Sekil 2.8) (96, 97).

BWRP{O]g ZAUD{ONS
[ g-wseeyo0li)

Sekil 2.8. Mikroniikleus olusumu a) Anafazda geri kalan kromozomlarin olusturdugu
MN b) Asentrik kromozom fragmentlerinden kdken alan MN, ve sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik koprii

olusumu (98).

Komet Testi

Komet teknigi, ¢esitli ajanlarin yol agtigi DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti
icin kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Tek hiicre jel elektroforez (Single

cell gel electrophoresis) teknigi olarak da bilinmektedir. DNA kiriklarini belirlemeye
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dayanan bu yOntem, mutajenlerin neden oldugu DNA hasarmin tayininde, kanser
hastalarinda DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda artmis DNA hasarii belirlemede
kullanilan bir testtir. Diisiik hasar1 bile Olgebilmesi, hemen hemen tiim Okaryotik
hiicrelere uygulanabilmesi, hizli, basit ve ucuz olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (72,
99, 100).

[k defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarmin
dlgiilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen teknik nétral pH'daki lizing sartlarinda uygulanarak DNA ¢ift sarmal
kiriklarini tayin etmekteydi. Singh ve ark. tarafindan protokolde birtakim degisiklikler
yapilarak yontem alkali lizing kosullarinda uygulanmustir. Singh ve ark. komet yontemi
protokolii bugiin kiiciik degisiklerle diinya genelinde en yaygin kullanilan genotoksisite
protokoliidiir. Yontemin en Onemli avantajlarindan bir tanesi de ¢ok ¢esitli hiicre
tiplerinde ¢alisma olanagi saglamasi, in- vivo/in-vitro olarak uygulanabilmesidir (100,
101).

Komet yonteminde, hiicreler veya cekirdekler oncelikle agaroz jel tabakalari
arasina yerlestirilip lizis sollisyonu ile DNA a¢iga ¢ikartildiktan sonra elektroforez
tamponunda yliriitilir ve ndtralizasyon islemlerinden gegirilerek floresan boya ile
boyanip DNA’da olusan hasarlar tespit edilir. Zarar gérmemis DNA’lar, komet (kuyruk)
olusturmazken, hasar gormiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler
agirliklarindan dolay1 farkli hizlarda hareket ederek c¢ekirdekten disar1 dogru go¢ ederek
kuyruk olusumu izlenim verdigi i¢in kuyruklu yildiz goriinlimiine benzetilmektedir (Sekil
2.9) bu nedenle bu teknige “Komet” adi verilir. Komet teknigi ile DNA hasarinin
kantitatif olarak tayin edilmesinde, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki
DNA yiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Kuyruktaki DNA yiizdesinin
belirlenmesi ve sonuglarin gézle degerlendirilmesi diger parametrelere gore doz cevap
iligkisini daha 1y1 yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir. Komet teknigi DNA hasarim
izlemede uygun ve etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bireyin, DNA
onarim kapasitesini belirlemek iginde komet tekniginden yararlanilmaktadir. Hasarl
DNA nin onarilmamasi kanser olusumunun temel mekanizmasi olarak kabul edilir. Bu
olay DNA onarim yetersizligini ve kansere yatkinligi dolayisiyla bireysel duyarliligi da
belgeler. (Sekil 2.10) (89, 101, 102).
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Sekil 2.9. Komet yontemi ile farkli seviyelerdeki DNA hasaralar1 a) Hasarsiz; b) Cok az
hasarlanmigs DNA; c) Az hasarlanmis DNA; d) Hasarlanmis DNA; e) Tiimiiyle
hasarlanmis DNA (103).

10

Sekil 2.10. Komet analiz ¢alismasinin asamalari; (1) %1° lik HMA Agarozun
hazirlanmasi, (2) Test maddesinden DNA izolasyonu yapilmasi (3) 1:1 oraninda hiicre
karisimi ile %1’ lik LMA karisiminin HMA agaroz kapli lamin iizerine eklenmesi (4)

HMA ve hiicre ile karigik LMA ile preperat, (5) Elektroforez tanponunda DNA
gevsemesi i¢in soguk ortamda bekletilmesi, (6) Elektrik akimi altinda elektroforez
uygulamasi, (7) Preparatlarin en az {i¢ keznotralizasyon soliisyonunda yikanmasi, (8)
100ul Ethidium bromid ile (20 pg/ml-1) ile boyanmasi, (9) Floresan mikroskopta

goriintiilenmesi, (10) DNA hasar1 gorsel analiz edilmesi (104).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Araclar
Luteolin-7-p-D glucoside

DNA hasarina kars1 koruyucu ajan olarak kullanilan bir flavonoid tiiriidiir. Bu

calismada Sigma-Aldrich Luteolin-7-B-D glucoside (74284-1MG) kullanildi (Sekil 3.1).

OH O

|
HO. 0 OH

OH

HO on

Sekil 3.1. Luteolin-7-B-D glucoside 'nin agik formiilii (105).

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

DMSO (PanReac AppliChem, A3672,0250), luteolinin ¢6ziinmesi ve komet lizis

soliisyonunun hazirlanmasinda kullanildi (Sekil 3.2).

O

H3C/S\CH3

Sekil 3.2. DMSO nun agik formiilii (106).

19



Kromozom Medyumu

Hiicrelerin canlilik faaliyetlerini siirdiirmeleri i¢in steril kiiltlir kaplarina test
tiirlerine gore uygun miktarda Choromosome Medium P (EuroClone EKAMTSY20)

konuldu.
Senkronizasyon Kiti

Hiicrelerin senkronize bir sekilde boliinmelerini saglamak amaciyla Chromosome

Syncrho M (EuroClone, EKAMTSY20) kullanilda.
EDTA (Ethylenedinitriletetraacetic Acid)

Komet lizis soliisyonunda Ca*? iyonlarmi tutarak hiicre DNA’sm1 niikleazlara
kars1 korur. Bu ¢alismada PanReac AppliChem EDTA (A5937,0500) kullanildi (Sekil
3.3).

O

O _OH l)L
T OH
M "h“‘-—w‘f N;\
HD\”)
OH
O

O

Sekil 3.3. EDTA nin acik formiilii (107).

NaOH (Sodium Hydroxide)

Komet lizis soliisyonunda ve elektroforez soliisyonlarinda pH ayarlamak i¢in

NaOH (PanReac AppliChem, A3910,1000) kullanildi.
Triton X-100

Hiicre zar1 ve ¢ekirdek zariin pargalanmasi i¢in kullanilan bir tiir deterjan olan

Triton X-100 (ThermoFisher Scientific, 28313) kullanildi.
Trizma Base

Izole edilen DNA’nin piiriifikasyonu ve izolasyonu i¢in Trisma Base (Sigma-

Aldrich, T1503) kullanildi.
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Tris-HCI (Tris-Hydrocloride)

DNA ve RNA molekiillerinin izolasyon sonrasi kalitelerinin artirilmasi i¢in Tris-

HCI (Fisher Scientific, BP153-500) kullanild: (Sekil 3.4).

OH
HCI

NH,

HO
OH

Sekil 3.4. Tris-hidroklorid'nin agik formiilii (108).

High Melting Agarose (HMA)

Lam tizerinde hiicrelerin tutunacagi yiizeyi olusturabilmek i¢in agaroz (Thermo
Scientific, 17850) kullanildi.

Low Melting Agarose (LMA)

Hiicrelerin lam yiizeyinde ince bir tabaka seklinde durmasi i¢in (Acros Organics,

AC400410250) LMA kullanildu.
Ethidium Bromide (EtBr)

DNA zincirindeki bazlarin arasina yerleserek DNA’nin gériinmesini saglayan bir
tir floresan boyadir. Bu c¢alismada EtBr (Sigma-Aldrich, 1239-45-8) kullanildr (Sekil
3.5).

Sekil 3.5. EtBr'nin agik formiilii (109).
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Hydrogene Perokside (H203)

Hiicre DNA’sinda kirik olusturmak i¢in kullanilan mutajendir. Bu g¢alismada

%30’luk H20, (ChemSolute, 437.1011) kullanildi (Sekil 3.6).

. H

\
0—0

Sekil 3.6. Hidrojen peroksitin kimyasal yapis1 (110).

Colcemid

Hiicrelerin metafaz asamasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyerek

kromozomlar1 elde etmek i¢in Biological Industries Colcemid (12-004-1D) kullanildi.
Histopaque 1077

Tam kandan gradiyent farki yardimiyla lenfositlerin ayrilmasi i¢in Histopaque

1077 (Sigma-Aldrich, 10771-100ML) kullanildu.
Monopotasium Phosphate (KH2POs)

Kardes Kromatit degisimiTestinde boyama sirasinda iyon verici olarak KH2PO4

(Sigma-Aldrich, 7778-77-0) kullanildu.
Potasium Chloride (KCI)

KCI (Merc, 747-40-7) KKD testinde boyama sirasinda iyon verici ve histon

oktomerlerinin kristal yap1 almasini saglamak i¢in kullanildi.
Giemsa
Giemsa (Merc, 67-56-1) KKD testinde kromozomlarin boyanmasinda kullanildi.
Distile Su Cihaz

Suyun kontaminasyondan arindirilmasi i¢in Merc dH20O cihazi kullanildi.
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Hiicre Kiiltiirii EKipmanlar:

Hiicre kiiltiiriiniin olusturulmasi ve kiiltiir siirecinde CO2’1i inkiibatér (NUVE, EN
120), laminer air kabin (PSCO), inverted mikroskop (BAB BS 200 PRO), otomatik
pipetler (Thermo Scientific), hassas terazi (OHAUS), santrifiij (NUVE, NF800R)
kullanildi.

Bitki materyali

Inénii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi tarafindan tanimlanmis olan P. lanceolata
bitkisinin Inénii Universitesi kampiisiinden Mayis-Haziran aylarinda 2018 tarihinde
toplanmistir. P. lanceolata 8057-2019 numaras: ile Indnii herbaryumunda muhafaza
edilmektedir (Sekil 3.7).

vee:  Plrtlagincooe
Moo Phabye dwceclata L,

Locs &3 Fhbia: & fhiyen B S e
e, dxdmold wha&e, ar 65 P

LS rhe . e BEcsacs

Dt T, Aewkwr

» ¥oST-2019

Sekil 3.7. Tanimlanmis olan P. lanceolata.

3.2. Calismada Kullanilan Metodlar
Bitki ekstratinin hazirlanmasi

P. Lanceolata 6rneklerinin ekstrakti hazirlanirken diger ¢oziiciilere gore diisiik

karsinojenik etkisi, genis kullanim alan1 ve kimayasal bilesenleri kolayca ortaya ¢ikardigi
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i¢in methanol kullanildi. 10 gr kuru bitki kisimlar1 100 ml methanolde 1 gece bekleyerek
¢ozilildii. Daha sonra methanollii bitki karigimi filter kagidi ile siiziildii. Methanol
buharlastirip uzaklastirilarak bitki ekstrati1 hazirlandi (Sekil 3.8).

b= ) — _ _
Sekili 3.8. A; P. lanceolata nin 40 g kurutulmus yapraklari, B; P. lanceolata’nin 40 g

kurutulmus yapraklarin 400 ml'lik methanolle karigima.

P. lanceolatave Luteolin-7-p-D nin (LDG) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

P. laceolata ve LDG dozunun belirlenmesinde daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalar
g6z oniinde bulundurulmustur. Bunun i¢in yapilan literatiir ¢alismasinda Harutyunyan K.
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada kullanmis olduklar1t MN testindeki P. lanceolata'nin
100, 200, 500, 1000, 2000 pg/ml konsantrasyonlar1 referans olarak alinmistir (111). LDG
icin ise Zang M. ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada 0, 10, 20, 30 uM kullanmis olduklar1

konsantransyonlar referans olarak alinmistir (59).
Calisma plam

Yaptigimiz ¢aligmada cesitli genotoksisite parametreleri kullanildi. Calismada
hi¢bir kimyasala maruz kalmamais bir negatif kontrol grubu, pozitif kontrol olarak H20>
kullanildi. Deney grubu olarak P. lanceolata 6ziitiinden 200 ve 500 ug/ml, luteolin igin
10, 20, 30 uM'lik dozlar 24 saaatlik uygulamalarda kullanildi. Ek olarak H2O: ile P.
lanceolata'nin 200 ve 500 pg/ml ile luteolin’in 10, 20, 30 uM dozlariyla kombine
gruplarin uygulanmasiyla toplamda 6 gruptan olusturularak ¢aligildi. KKD testinde ise 6
grup olusturuldu bu gruplar kontrol grubu ve P. lanceolata'nin 200 ve 500ug/ml ile
luteolin™nin 10, 20 ve 30uM dozlarindan olusmaktadir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan gruplar.

KOMET KKD
Gruplar
Lenfosit HepG2 Lenfosit
Kontrol + + +
H202 H202 Siklofosfamid
Pozitif kontrol 200 uM 200 uM 160 ng/ml
P. lanceolata 200 200 200
(ng/ml) 500 500 500
10 10 10
LDG 20 20 20
(uM) 30 30 30
P. lanceolata
+ 200 200 -
H202 (200 pM) 500 500
LDG
+ 10 10 -
H202 (200 uM) 20 20
30 30

KKD Testinin Preperatlarinin Hazirlanmasi

Calismamiz Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 2018/156 nolu karari
ile onaylanmistir. Buna gore c¢alismada kalitsal hastalik Oykiisli, kronik metabolik
hastalig1 ve kanser riski olmayan, sigara igmeyen, 25-30 yas arasi, saglikli iki goniillii
dondrden 5 ml heparinize edilmis kan 6rnekleri alindi ve kiiltiir medyumlarina steril
olarak 0.4 ml olacak sekilde ekildi. Kiiltiir tiiplerine P. lanceolata'nin 200 ve 500 pug/ml
ile LDG 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlari eklendi her bir tiip i¢in BrdU eriyigi son
konsantrasyon 10 pg/ml olacak sekilde ilave edildi ve tiipleri kiiltiir etmek i¢in etiivde 37
°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi (112). Tiiplere kiiltiiriin 44. saatinde A sekronizasyon
Kiti, 64. saatinde B senkronizasyon kiti, 71. saatinde ise kolgisin eklendi. Hiicreler 1 saat

siiresince 37 °C’de kol¢isin ile muamele edildi.
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Kiiltiir sonunda KKD harvest islemleri uygulanarak preparatlar hazirlandi. Kiiltiir
stiresi bitiminde kiiltiir tiipleri 1000 rpm’de 10 dk santriflij edildi, siipernatant atildi.
Santrifiij nedeniyle dibe ¢6ken hiicrelere KCI 0.56 mg 100 ml dH.O da eritilerek
hazirlanan hipotonik soliisyonu vorteks yardimiyla damla damla 7 ml olana kadar ilave
edilip, etiivde 37 °C"de 50 dk inkiibe edildi. Daha sonra tiipler 10 dk 1000 rpmde santrifiij
edildi, siipernatant atildi. Hipotonik soliisyonun eklendigi sekilde vorteks yardimiyla
tiplere damla damla 7 ml olana kadar 300 ml methanol, 100 ml asetik asit olarak 3'e 1
oraninda hazirlanmis fiksatif soliisyonu soguk olarak ilave edildi. Hiicreler 1000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi1 ve tiiplere tekrar fiksatif ilave edildi. Fiksatif
islemi sivi ile karigik hiicreler berraklagsana kadar devam edildi. Toplam olarak 3 kez
fiksatif islemi yapildi. Son fiksatiften sonra hiicreler fiksatif sollisyonu ic¢inde bir gece
+4°C’de bekletildi. Preperat yapma islemi i¢in +4°C de bekletilen fiksatif igerisindeki
hiicreler 1000 rpm’de 10 dk santrifij edilerek siipernatant kismi atildi. Falkon igerisinde
kalan hiicreler pipetaj yapilarak yayma iglemine hazir hale getirildi. Lamlar daha 6nceden
temizlenerek 5 dk -20°C'de bekletildi. Pasteur pipet yardimiyla hiicreler -20°C de
bekletilmis lamlara 50-75 cm yiikseklikten farkli alanlara 4-5 damla olacak sekilde
damlatilarak yayma islemi yapildi. Hiicrelerin, lamlara damlatilmasinda damlalarin tist
iste diismemesine dikkat edilerek yapildi. Hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat

oda 1s1sinda bekletildi (112).
KKD Preparatlarinin Boyanmasi

Hazirlanmis olan preparatlar 2 saat 90°C bekletilerek yaslandirmaya birakildi.
Yaslandirmanin ardindan kromozomlarin kardes kromatidlerinin farkli boyanmasini igin
1sinlandirma soliisyonu igerisine preparatlar konulup karanlikta 15 cm ylikseklikten
30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen UV lambasi ile 50 dk 1sinlandirma yapildi.
Isinlandirma soliisyonu i¢in; 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karisim 100
ml ye tamamlanacak sekilde dH2O eklenerek pH'1 6.8 olacak sekilde hazirlandi. Isinlama
bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60
dk inkiibe edildi (113, 114). Boyanmaya hazir olan preperatlar, 5 ml tampon A, 5 ml
tampon B ve 5 ml giemsa karistirilarak dH20 ile 100 ml tamamlanip filtre kagitindan
stiziilerek hazirlanan boya soliisyonu igerisinde 25 dk bekletildi. Daha sonra preperatlar
3 kere dH20 da bekletildi ve fazla boyanin akmasi saglandi. Preperatlar dik bir sekilde
konularak preperatlart kurumaya birakildi. Kuruyan preperatlar entellan ile kapatilip

mikroskop incelemeleri yapildi (Sekil 3.9) (87, 114).
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Sekil 3.9. KKD "nin boyama sonucundaki goriintiisii.

Lenfosit Izolasyonu

Iki saglikli dondrden lityum heparinli tiiplere alman kan 6rnekleri PBS ile
karistirildi. Lenfositler histopaq 1077 gradient izolasyon yoOntemine gore ayristirildi.
15ml'lik falkonun igerisine 5 ml Histopaq eklenip iizerine PBS ile karigtirllmig kan
eklenerek 2600 rpm de 20 dk santrifiij yapilarak plazma, lenfosit ve eritrositler
birbirlerinden ayrildi. Lenfosit ve plazma 15ml’lik falkona alinip 1800 rpm de 10 dk
santrifiij edilip plazma uzaklastirildi. Falkon igersindeki lenfosit 5ml NH4ClI eklenerek 5
dk bekletilerek 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi ve stipernetant kismi atildi. Lenfositler
3 ml PBS ile karigtirtlip 1000 rpm de 3 dk santrifiij edilerek yikama yapildi (115).
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Sekil 3.10. Lenfosit izolasyonu asamasi goriintiisii.

Hiicre canlilik oranini belirlemek i¢in elde edilen hiicre siispansyonundan 10 pL
bir ependorf tlipe aktarilarak tizerine 90 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0.4 a/h) eklenerek
tyice karistirildi (Diliisyon faktor: 10). Yaklasik 10 pL hiicre slispansiyonu Tripan mavisi

karigimi thoma sayim lamina uygulandi.

Hiicre canlilik oran1 % 90 nin iistiinde oldugu durumlarda deneylere baslandi.

Sekil 3.11. Lenfosit hiicrelerinin thoma laminda goériiniimi.

Canlin hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil 3.1.

kullanildi.

ml'deki canli hiicre sayisi = Toplam hiicre sayist 4 x 10,000 x 10

HepG2 Hiicre Kiiltiirii

Insan hepatocellular kanser hiicre hatti olan HepG2 kullanildi. HepG2 hiicresi
(DMEM) medium igerisinde biiylime saglandi. DMEM igerisinde, diisiik glikoz ile L-
Glutamin, sodium piiriivat, HEPES bulunmaktadir. DMEM biiyiime faktorii ve protein
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igermeyen bazal bir hiicre kiiltiir besi ortami oldugundan ek olarak % 5-10 fetal bovine
serum (FBS) ve % 1 Pen-Strep soliisyonu eklendi. -80°C’ de saklanan HepG?2 hiicrelerini
pasajlamak i¢in 1 gece -20°C’de bekletildi. Daha sonra +4°C’de kisa siireligine
bekletilerek hiicrelerin soka girmesi engellendi. Medium igerisinde olan HepG2
hiicrelerinin mediumdan uzaklastirilip yeni medium eklenerek hiicreler Sml flask
icerisine alind1 ve 2 giin boyunca hiicreler 37°C’de %5 CO2 atm sahip inkiibatorde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi flask icerisindeki hiicreler 151k mikroskobu altinda incelenerek

hiicrelerin ¢ogalmasina bakildi.

Flask tabanina tutunan hiicreler yeterli koloni olusturdugu zaman biyo-giivenlik
kabininde medyum uzaklastirilip igerisine 1ml tripsin- EDTA eklendi ve 5 dk bekletildi.
Hiicreler pipetajla kaldirilip 15ml falkon igerisine alindi. Falkon icerisindeki hiicreler
1000 rpm de 6 dk oda 1sisinda santriifiij edilip Tripsin—-EDTA uzaklastirildi. Hiicreler
stispansiyonuna iki kez yikama islemi yapildi. Elde edilen hiicrelerin dortte biri alinip
6'lik well plaklara esit bir sekilde dagitildi ve lizerine 3 ml tamamlayacak sekilde DMEM
eklendi. 37°C de %5 CO: atm'li etiivde 2 giin inkiibe edildi. Hiicrelerin canlilik oran1 %
0,4 tripan mavisi kullanilarak belirlendi ve canlilik oraninin % 90"1n iistiinde oldugu

durumlarda deneylere baglandi.

HepG?2 hiicrelerinde kiiltiiriin ikinci giiniinde P. Lanceolata i¢in 200 ve 500 pg/ml
ve LDG i¢in ise 10, 20, 30uM konsantrasyonlari eklenip 24 saat 37°C’de 5% CO, atm'li
etiivde bekletildi. Pozitif ve kombine gruplar i¢in ise 200 uM " lik H2O; kullanilda.

P. lanceolata ve luteolin ile 24 saat inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerin bulundugu
plaklardaki DMEM steril pipet yardimiyla uzaklastirildi. Plaklara 0.6 ml Tripsin- EDTA
eklenip 4-5 dk beklendi. Daha sonra serbest kalan hiicreler pipetaj yapilarak 15 ml
falkonlara alinip 1000 rpm de 6 dk oda 1sisinda santriifiij edildi ve tripsin-EDTA dan
uzaklastirildi. Daha sonra HepG2 hiicreleri yikanip genotoksisite testleri i¢in hazir hale
getirildi (116).

Komet Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Lizis soliisyonu: 7.45 gr EDTA, 14.6gr NaCl, 0.12 gr trisma-base 100 ml dH.O ile
¢oziildii. NaOH ile EDTA'nin ¢6ziinmesi saglandi. Hazirlanan stoktan calismaya
baslamadan once 1ml %]1°lik triton X-100 ile 10 ml DMSO eklenerek pH: 10 olacak
sekilde 100 ml total soliisyon hacmi olusturuldu. Lizis soliisyonu +4°C de sogutularak
kullanildi.
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Elektroforez soliisyonu: 0.292gr EDTA, 12gr NaOH {izerine 1000ml dH20 eklenerek

¢ozildi. pH: 13 ve lizeri kullanildu.

Notralizasyon soliisyonu: 4.85gr tris 100ml dH2O igerisinde ¢6ziildii. pH 7.5 olacak
sekilde kullanildi.

Komet Testi

Lenfosit izalasyonu ile elde edilen lenfositler, 15ml’lik falkon tiiplerine 3ml'lik
kromozom medium-P eklenerek 24 saat 37 °C de etiiv igerisinde inkiibe edildi. Yapmus
oldugumuz ¢alismada, kiiltiir hiicrelerine P. lanceolata i¢in 200 ve 500 ug/ml ve LDG
igin ise 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlari uygulandi. Belirlenen konsantrasyonlar 15ml
falkonlara inkiibasyonun baslamasiyla eklendi. Pozitif kontrol ile birlikte uygulanan
kombine gruplar i¢in lenfositler 200 pM H20: ile buz iizerinde 10 dk bekletildi.
Inkiibasyon sonrasi falkon tiipleri 1000 rpm de 10 dk boyunca santrifiij edildi ve
stipernatant kisim uzaklastirildi. Falkon igerisine 0,5 ml'lik medium eklenip pipetaj
yapildi. % 1'lik NMA Igr'lik agarozu 100 ml'lik PBS igeresinde ¢oziildii. Coziinmiis
olan NMA igerisine lamlar batirilip ¢ikartilarak dik bir sekilde kurumasi beklendi. %
0.5'lik LMA i¢in 10 mg agaroz 2 ml PBS’de ¢6ziildii. Her preperat igin 15-20 pL falkon
icerisindeki lenfosit hiicreleri alinarak 75 uL, 37 °C’deki LMA ile karistirilip 6nceden
hazirlanan NMA'l1 lamlara 60puL eklenerek lamel ile yayilip jelin donmasi beklendi.
Donan jeller iizerinden lamel kaldirilip hazirlanan lizis soliisyonunda preperatlar 1 saat
boyunca +4 °C’de bekletildi. 1 saat sonra lamlar lizis soliisyonundan g¢ikarilip DNA
sarmalinin ¢oziilmesi i¢in elektroforez tamponunda 20 dk +4°C’de bekletidi. 300 mA ve
25 V'da 25 dk elektroforeze maruz birakildi. Elektroforez isleminin bitmesinin ardindan
preparatlar ¢ikarilip +4°C’de bekleyen nétralizasyon soliisyonunda 5 er dk araliklar ile 3
kez yikama yapildi. Preparatlarin daha temiz olmasi i¢in etil alkol igeresinde 3 dk

bekletildi.

Boyama i¢in 1 mg etidyum-bromiir 5 ml dH20 igerisinde ¢oziilerek stok
hazirlandi. Hazirlanan stoktan 100 pL alinip tizerine 900 pL dH20 ile seyreltilip jeller
tizerine 50 pL eklenip lamelle kapatildi. Boyanmis lamlar karanlik ortamda floresan
mikroskobunda incelendi ve 40'lik objektifte fotograflanarak skorlandi. Calismamizda
her dondr igin 50 hiicre BAB-BS 200 PRO analiz programi ile analizleri yapild1 (117,
118).
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Sekil 3.12. Floresan mikroskobunda KOMET goriintiisii A) Hasarsiz DNA, B) Hasarli
DNA goriintiisti.

Hasar sonucu olusan DNA'lar komet testinde toplam DNA (DNAC), bas ve
kuyruk olarak iki kisimdan olusmaktadir. Bas kismindaki DNA yiizdesi (% H-DNA) ve
kuyruk kismindaki DNA yiizdesi (% T-DNA), kuyruk uzunlugu (TL) ve Tail Moment
(TM) gibi parametreleri incelenerek komet degerlendirilir (118, 119). Ortalama kuyruk
DNA "s1 su sekilde hesaplanir;

DNAc= DNAH + DNAT

%DNAT= 100 x DNAT/ DNAc

Tail momentumunun hesaplanmasi ise su sekildedir;
Tail momentum = %DNAT x TL /100

Yaptigimiz ¢alismadaki komet testinde ise %T-DNA ve Tail Moment

parametreleri incelenerek yorumlanmastir.
Istatistiksel Analiz

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD ve komet parametrelerine ait
verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Veriler
ortanca, minimum ve maksimum degerler ile ozetlendi. Grup karsilastirmalarinda
Kruskal-Wallis varyans analizi ve sonunda Conover ikili karsilastirma ydntemi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirmeler Windows for SPSS Version 16.0 yazilim
programinda yapildi. Tim testlerde anlamlilik diizeyi P< 0.05 olarak kabul edildi.
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Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular c¢izelge halinde

verilmisgtir.
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4. BULGULAR

4.1. P. lanceolata’nin ve LDG’nin Kardes Kromatid Degisimi (KKD)
Uzerindeki Etkileri

Lenfosit hiicrelerinde P. lanceolata ve LDG'nin olasi genotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan KKD testinde; P. lanceolata’nin iki farkli dozu (200 ve 500
pug/ml) ve LDG 'nin ii¢ farkli dozu (10, 20 ve 30 uM) uygulandi. Tablo 4.1’de P.
lanceolata ekstrati ve LDG uygulamalarinin lenfosit hiicrelerinde KKD frekansina

etkileri gosterilmistir.

Buna gore; pozitif kontrol olarak ¢alisilan siklofosfamid grubu (160 ng/ml) negatif
kontrol hiicrelerine gore anlamli yiiksek KKD gosterdi. KKD frekansinin P.
lanceolata nin her iki doz uygulama grubunda kontrol grubuna goére karsilastirildiginda
degismedigi saptandi. Ayni sekilde uygulama gruplart arasinda da istatistiksel farklilik

bulunmadi.

Tablo 4.1. Degisik Dozlarda P. lanceolata ve LDG ile Muamele Edilmis Olan Insan
Periferal Lenfositlerinde Ortalama KKD Sayis1

Grup Grup" Konsantrasyon _ KK_D
sembolii Median (min.-maks.)

Kontrol A - 3.7 (1-5,5)8°
oo B B0 g gagcors
P. lanceolata C 200 pg/ml 3.5 (1,5-8)®
P. lanceolata D 500 pg/ml 3.5(1,5-5,5)B
LDG E 10 uM 3.5(1,5-5)B¢
LDG F 20 uM 3.8 (1-7,5)8
LDG G 30 uM 4.6 (1,5-6,5)~BE
p-degeri <0.001

NOT: Ust semboller kontrol gruplar, grup i¢i ve gruplar aras1 anlamli farkli.
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KKD FREKANSI
e

N

N

[IIIII

200 pg/ml 500 pg/ml 10 pM 20 pM 30 pM 160 ng/ml
kont PL LDG PC

o

Not: “*” kontrole gore anlamlidir.

Sekil 4.1. P. lanceolata ekstrati ve LDG ile muamele edilen lenfosit hiicrelerinde KKD

sikliginin grafik halinde gosterilmesi. P-degeri <0,001 dir.

Sekil 4.2. P.lanceolata 200 ug/ml ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi. (x1000)
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Sekil 4.3. P.lanceolata 500 pg/ml ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi. (x1000).

LDG nin 10 ve 20 uM doz uygulamalart KKD sikligi bakimindan kontrol grubuna
gore farklilik gostermedi. LDG 'nin yiiksek dozu ( 30 pM) ise kontrol grubuna gére KKD
frekansini istatistiksel olarak artirdi. Grup i¢i karsilastirmada ise minimal ve orta doz
uygulamalarinin KKD ortalamalar1 birbirinden farkli bulunmazken yiiksek doz grubunda

KKD ortalamasinda anlamli artig bulundu.
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Sekil 4.4. LDG farkli dozlarinin muamelesinden elde edilen KKD goriintlisii A; 10 uM
B; 20 uM, C; 30 uM (x1000).
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42. P. lanceolata’nin ve LDG’ nin Lenfosit Hiicrelerinde Komet

Parametreleri Uzerine Etkileri

Lenfosit hiicreleri P. lanceolata ekstraktinin ve LDG’nin farkli dozlariyla 24 saat
kiiltir sonrasi komet analizi yapildi. Komet testinde % DNAt ve Tail moment
parametreleri degerlendirmeye alindi. Pozitif kontrol olarak H202'nin 200 uM dozu
kullanildi. Kontrol grubu % DNAT ortalamas1 28,5 ve Tail moment ortalamasi 0,45 olarak
belirlenirken pozitif kontrol grubunda bu degerler sirasiyla 49,91 ve 4,76 olarak
kaydedildi. Buna gore H202 uygulamasi komet parametreleri agisindan negatif kontrole
gore anlamli artis gostererek DNA hasarina neden oldu. Tablo 4.2°de P. lanceolata
methanol ekstrati ve LDG'nin lenfosit hiicrelerinde muamelesi sonucu komet

parametreleri gosterilmistir.

Buna gore; P. lanceolata ekstaktinin 200 pg/ml diisitk doz uygulamasi kontrole
gore komet parametrelerinde azalmaya neden olurken 500 pg/ml konsantrasyonunun
komet degerlerini anlamli artirdig1 belirlendi. Her iki doz grubunun komet degerleri
pozitif kontrole gére anlamli diisiik bulundu. Grup i¢i karsilastirmada ise bitki eksratinin
yikksek dozunun diisiik doz uygulamasina kiyasla % DNAt ve Tail moment

parametrelerini anlamli artirdig1 saptandi.

LDG nin ti¢ farkli konsantransyonlari lenfosit hiicrelerinde muamele edilip komet
analizi bakimidan kontrol gruplar ile karsilastirildi. LDG nin tiim gruplarinda komet
degerleri pozitif kontrole gore anlamli diisiik bulunurken negatif kontrole gore yapilan
karsilagtirmada % DNAT bakimmdan LDG’nin 10 ve 30 uM dozlarinda degerlerinde
anlamli bir artis goriiliirken tail moment bakimindan sadece yliksek doz grubu anlamli
artig goriildii. LDG uygulama gruplarinin grup i¢i karsilastirmasinda ise LDG "nin yliksek
doz grubu (30 uM) diger doz gruplarina gore % DNAT ve Tail moment parametreleri

yoniinden anlamli yiiksek bulundu.

Calismamizda ayrica bitki ekstrakti ve LDG'nin farkli dozlari H2O, ile DNA
hasar1 olusturulmus lenfosit hiicrelerine uygulandi. Buna gore P. lanceolata ekstraktinin
her iki doz uygulamasi da pozitif kontrole gore komet parametrelerini istatistiksel olarak
anlaml azaltarak antigenotoksik etki gosterdi. Gruplar arasinda ise diisiik doz bitki
ekstrakti uygulamasinin antigenotoksik etkisi yiiksek doz grubuna gore daha anlamli

bulundu.
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H20:; ile DNA hasari olusturulan lenfosit hiicrelerinde LDG nin dozlar1 kombine

uygulandiginda LDG 'nin her ii¢ dozu da H202 grubuna gére % DNA~ ve Tail moment

degerlerini anlamli oranda azaltarak antigenotoksik etki gosterdi. LDG + H202 kombine

gruplarinda yapilan karsilagtirmada test gruplar1 arasinda LDG nin 20 uM dozu diger

dozlara gore % DNAT ve Tail moment parametrelerinde azalis1 anlamli bulundu.

Tablo 4.2. P.lanceolata ekstrati ve LDG’nin farkli dozlar1 ile 24 saat muamele edilen

lenfositlerde komet hasar skorlarinin karsilastirilmasi.

Gruplar Grup Konsantrasyon DNA tail Tail moment
(n=100) sembolii Median (min-max) Median (min-max)
0.45(0.17-1.13)
Kontrol A - 28.5 (18.51-44.76)B COECIIL BCDGHIIL
4.76(1.6-9.83)
H.0, B 200 uM 49.91(30.3278.27)ACPEFGHIIKL  ACDERGHILIKL
P.Lanceolata C 200 pg/ml 21.16(16.8-36.61) ABDH.L 0.32(0.19-0.92) ABDH.L
P.Lanceolata D 500 ug/ml 34.33 (20.4-55.26)ABCHK 0.55(0.22-1.46) ABCK
LDG E 10 uM 29.02 (19.29-59.23)AB.GIL 0.46(0.19-1.23)BFCIL
LDG F 20 uM 28.92 (19.17-62.51)BCL 0.43(0.22-1.77)BEGIL
LDG G 30 uM 33.81 (20.16-54.39)ABEFRK 0.70(0.3-1.42)ABEFKL
P. lanceolata
+ H,0; H 200 pg/ml 28.47 (21.79-63.03)B.C0! 0.51(0.33-4.94) ABC/!
P. lanceolata
+ H,0, I 500 pg/ml 32.12 (26.28-53.23)ABC.H 0.56(0.34-1.52) ABCH
LDG + H,0; J 10 uM 32.13 (25.72-60.47)ABEFK 0.56(0.34-2.37)ABEFK
LDG + H,0, K 20 uM 28.73 (20.83-41.99)BCL 0.46(0.26-0.96) BCIL
LDG +H,0, L 30 uM 33.16 (24.39-50.51)ABEFRK 0.55(0.31-0.99)ABEFRGK
p-value <0.001 <0.001

NOT: Ust semboller kontrol gruplar, grup igi ve gruplar arasi anlamli farkl1.
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Not: “*” kontrole gore anlamlidir.
“**” pozitif kontrole gére anlamlidir.

Sekil 4.5. Lenfosit hiicrelerinde P. lanceolata (PL), LDG ve H>O2'li kombine
gruplariin farkli doz uygulamalar1 sonucu alkali komet skorlarinin gésterimi (P

<0,001).
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Sekil 4.6. Lenfosit hiicrelerinde 6rnek komet goriintiileri A; Kontrol grubu, B; Pozitif

kontrol grubu (200 uM H203), C; 200 pg/ml P. lanceolata grubu, D; 200 pg/ml P.

lanceolata + H2O2 grubu, E; 500 png/ml P. lanceolata grubu, F; 500 ug/ml P. lanceolata
+ H202 grubu.
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Sekil 4.7. Lenfosit hiicrelerinde 6rnek komet goriintiilerinin devami G; 10 uM LDG

grubu, H; 10 uM LDG + H20> grubu, I; 20 uM LDG grubu, J; 20 uM LDG + H20-
grubu, K; 30 uM LDG grubu, L; 30 uM LDG + H20> grubu.
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4.3. P. lanceolata’min ve LDG’nin HepG-2 hiicrelerinde komet parametreleri

uizerindeki etkileri

Tablo 4.3’de P. lanceolata methanol ekstrati ve LDG’nin farkli doz
uygulamalarinin Hep-G2 hiicrelerinde muamelesi sonucu komet analiz verileri
goriilmektedir. Buna gore; P. lanceolata nin 200 ve 500 ug/ml konsantrasyonlar1 Hep-
G2 hiicrelerinde uygulanmasi sonucu kontrol grubuna gore karsilastirildi. Her iki doz
grubunda % DNAt ve Tail moment ortalamalarmin kontrole goére anlamli arttigi
belirlendi. Yiiksek doz bitki ekksrat1 uygulamasinin genotoksik etkisi diisiik doza gore

daha fazla oldu.

LDGnin ii¢ farkli konsantransyonlar1 Hep-G2 hiicrelerinde muamele edilip
kontrol grubuyla karsilastirildi. LDG’nin tiim dozlarinda kontrole goére komet
parametreleri bakimindan anlamli bir artis tespit edildi. Uygulama gruplar1 arasinda ise
LDG’nin 20 ve 30 uM dozlar1 kendi aralarinda farklilik gostermezken 10 uM doz

grubunda artis digerlerine gore daha fazla bulundu.

Hep-G2 hiicrelerinde, H20O: ile hasarli hiicrelere bitki ekstrati ve LDG uygulayarak
kombine gruplar olusturduk. Buna gore komet parametreleri bakimindan P.
lanceolata nin tiim dozlar1t H2O2 grubuna gore anlamli azalmaya neden oldu. LDG nin
kombine uygulamasinda ise, sadece LDG’nin diisikk doz grubu H20; grubuna gore %

DNAT ve Tail moment parametrelerinde istatiksel olarak anlamli azalmaya neden oldu.
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Tablo 4.3. P.lanceolata ekstraktt ve LDG 'nin farkli dozlar ile 24 saat muamele edilen

Hep-G2 hiicrelerinde komet hasar skorlarinin karsilastiriimasi.

Gruplar Grup Konsantrasyon DNA tail Tail moment
(n=50) sembolii Median (min-max) Median (min-max)

0.47(0.22-2.85)
Kontrol A _ 28(1892-4002) B,C,.D,EF,GH,IJKL B,C,D,E,F.GH,IJK,L

7.73(1.66-14.16)

H,0, B 200 uM 49.74(27.05-69.25) ACDEH.I ACD,EF.GH,IIKL
P. lanceolata C 200 pg/ml 41.18(29.6-52.28) ABDH 0.93(0.57-1.69) ABDHI
P. lanceolata D 500 pug/ml 44.29(34.23-55.52) ABC 1.08(0.56-2.14)ABCHI
LDG E 10 uM 53.91(41.48-66.95)ABFCIKL 1.73(0.93-3.31) ABIKL
LDG F 20 uM 50.29(39.22-60.04) AEJ 1.51(0.94-2.92) ABIKL
LDG G 30 uM 50.26 (37.3-61.86) AE? 1.5 (0.8-2.24) ABJIKL

P. lanceolata
+H,0; H 200 pg/ml 42.13(25.49-69.33) ABC 4.67(0.56-11.17)ABCD

P. lanceolata

+H,0, | 500 pg/ml 42.37(28.93-60.67) AB 3.66(0.5-7.53) ABCD
LDG+ H.02 J 10 uM 45.28(30.71-62.83) ABEFGKL  4.12(0.6-7.72)ABEFGK
LDG+ H.0, K 20 uM 50.01(30.05-71.06) AE? 3.32(0.52-9.13) ABEF.GJ
LDG+ H,0, L 30 uM 51.46(32.77-72.56) AE? 3.98(1.02-11.13) ABEFG
p-value <0.001 <0.001

NOT: Ust semboller kontrol gruplar, grup ici ve gruplar aras1 anlamli farkl.
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kontrole gore anlamlidir.
“**” pozitif kontrole gére anlamlidir.

Sekil 4.8. Hep-G2 hiicrelerinde P. lanceolata (PL), LDG ve H20> "li kombine
gruplarinin farkli doz uygulamalar1 sonucu alkali komet skorlarinin gosterimi (P

<0,001).
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Sekil 4.9. Hep-G2 hiicrelerinde 6rnek komet goriintiileri A; Kontrol grubu, B; Pozitif

kontrol grubu (200 uM Hz0>), C; 200 png/ml P. lanceolata grubu, D; 200 ug/ml P.
lanceolata + H2O2 grubu, E; 500 pg/ml P. lanceolata grubu, F; 500 pg/ml P. lanceolata

+ H>O2 grubu.
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Sekil 4.10. Hep-G2 hiicrelerinde 6rnek komet goriintiilerinin devami G; 10 uM LDG

grubu, H; 10 uM LDG + H202 grubu, I; 20 uM LDG grubu, J; 20 uM LDG + H20>
grubu, K; 30 uM LDG grubu, L; 30 uM LDG + H2O2 grubu.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma, halk arasinda basta yara iyilestirici 6zelligi olmak iizere gesitli
hastaliklarin iyilestirilmesi veya belirtilerinin giderilmesi amaciyla tiiketilen Plantago
lanceolata (sinir otu) bitkisinin DNA hasarli hiicrelerde antigenotoksik O6zelliklerini
ortaya koymak flizere planlandi. Calismada bitkinin tiim komponentleri ile birlikte
etkisinin yani sira bitkinin ana bilesenlerinden olan luteolin (LDG) flavonoidinin etkisi
de ayrica ¢alisildi. Calismada, insan periferal lenfositleri ve hepG2 hiicreleri in vitro
olarak 200 ve 500ug/ml konsantrasyonlarindaki bitki ekstrat1 ve 10, 20 ve 30 uM LDG
konsantrasyonlar1 ile muamele edildi ve calismadan elde edilen sonuglar diger

arastiricilarin sonuglariyla karsilastirildi.

Sinir otu (P. lanceolata), diinyada ve Anadolu’da genis yayilis gosteren, oldukca
act olup insan ve hayvanlarda gida {iriinii olarak kullanilmasinin yan1 sira fitoterapik
ozellikleri de bilinen bir bitki tiirtidiir. Halk arasinda yara lapasi olarak, mide
rahatsizliklari, kuru Oksiirtik, idrar yollar1 problemleri, gastrik ve peptik {ilserler ve
hemoroid rahatsizliklar1 i¢in siklikla kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, P. lanceolata bitkisinde; flavonoidler (baisalein, LDG), monoterpenoidler
(linalool), triterpenoidler (oleanolik asit, urkolik asit), iridoid glikozidler (aukubin) ve
fenolik kompanentler (kafeik asit, kloragenik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve vanilik
asit) olmak iizere 5 temel grup biyokimyasal bilesen icerdigi bildirilmistir (9). LDG
flavonoidi P. lanceolata bitkisinin en 6nemli bilesenlerinden olup g¢esitli kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu durdurabilen gii¢lii bir antikanserojen ajan oldugu
bildirilmistir (10). LDG’nin mide kanserinde hiicre poliferasyonunu, invazyonunu ve
migrasyonunu doza bagimli olarak baskilayip ve apoptozu indiikledigi ayrica epitelyal-
mezenkimal gecisi tersine c¢evirerek mide kanserinin ilerlemesini durdurdugu rapor

edilmistir (11). Bu 6zelliklerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir.

P. lanceolata ve LDG’nin  birlikte  sitotoksik/antisitotoksik  ve
genotoksik/antigenotoksik etkilerine yonelik yapilan calismalar kisithidir. Bu ¢alisma
DNA hasar1 olusturulmus Hep-G2 ve insan lenfosit hiicrelerinde, P. lanceolata’nin
metanol ekstraktinin ve LDG’nin doza bagli olarak olasi iyilestirici etkileri komet ve

KKD testi ile aragtirildi.
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Yaptigimiz bu ¢alismada test maddelerinin genotoksik/antigenotoksik etkilerini
ortaya koyabilmek amaciyla insan lenfosit ve HepG2 hiicreleri kullanilmistir. insan
lenfosit hiicrelerinin kolay ve ¢ok miktarda elde edilebilmeleri, diisiik oranda spontan
kromozom hasar1 i¢cermeleri nedeniyle in vitro ¢alismalarda siklikla tercih edilmistir.
Ayrica dolagim sistemi hiicreleri olduklari i¢in dolasim sistemi sayesinde tiim doku ve
organlara ulasabilirler. Bu nedenle mutajen ajanlara karsi oldukga hassastirlar (120-122).
Calismada ayrica test maddelerinin hepatotoksik/antihepatotoksik etkilerini ve kanser

hiicrelerindeki etkilerini gormek amaciyla HepG2 hiicreleri ¢aligildu.

Yapisal olarak bir maddenin, genotoksik etkilerini sitogenetik parametrelerle
saptamak amaciyla maddenin muamele siiresi hiicre boliinmesi dikkate alinarak 24, 48
veya 72 saat olarak belirlenir (123). Calismamizda kiiltiirdeki memeli hiicrelerin yaklagik
olarak hiicre boliinmesi 24 saat oldugu i¢in, komet testinde kullandigimiz hem lenfosit
hemde Hep-G2 hiicrelerinin kiiltiirde kalma siireleri 24 saat olarak belirlendi. KKD
testinde ise hiicrelerinin hiicre bolinmesi 24 saat olmasia karsi ikinci ve tglinci

mitozlarin gozleyebilmek icin kiiltiir siiresi 72 saat olarak belirlendi.

Giin igerisinde kullandigimiz veya maruz kaldigimiz cesitli fiziksel ve kimyasal
ajanlarin  karsinojenik ve mutajenik Ozellikleri genotoksisite testlerle belirlenir.
Prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde kullanilan in vitro ve in vivo testler yardimiyla
karsinojen/mutajen oldugu bilinen ya da tahmin edilen bircok kimyasalin etki
mekanizmalart anlagilmistir (121, 124, 125). Bu testlerde kimyasal bir ajanin genetik
hasara neden oldugu goriildiigiinde genotoksik, eger genetik hasar1 azaltiyor ise

antigenotoksik olarak degerlendirilmektedir (126, 127).

Genotoksisite ¢alismalarinda, higbir test maddesi uygulanmadigi kontrol
grubunun yani sira yiiksek genotoksisite potansiyeli olan test maddelerinin kullanildig
pozitif kontrol grubu da olusturulur. Maksimum genetik hasar yapan bu grup diger deney
gruplarinin genotoksik potansiyelini 6lgmek i¢in referans olarak kullanilir. Yaptigimiz
calismada komet testi i¢in hidrojen peroksit (H202), KKD testi i¢in ise CP pozitif kontrol
olarak caligildi. Calismanin komet testi kisminda DNA hasarini, indiiklemek igin
kullanilan H20., Fenton, Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile okside baz olusumunda rol
oynayarak hidroksil radikali ve hipoklordz asit gibi bir¢ok oksidanin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (128). Ayrica DNA’da ROS tarafindan indiiklenen tek veya ¢ift zincir
kiriklar1 ve baz modifikasyonlar1 gibi hasarlarin olusmasina onciiliik etmektedir (128,

129). Caligmamizda her iki hiicre tipinde de H2O2 uygulamasi ile komet olusumu 6nemli
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oranda artti1 goriildii, boylece H202’nin yliksek genotoksik potansiyeli ortaya kondu.
KKD testi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilan CP ise kemoterapotik ve immiinsiipresif
bir ajan olup bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. CP’nin aktif
bilesenleri akrolein ve fosforamidir. DNA’ya kovalent baglanan akrolein ve fosforamid
DNA sentezi i¢in gerekli proteinleri inaktive eder ve hiicre gelisimini yavaslatir. Bir¢ok
calismada insan ve hayvanlar iizerinde karsinojenik etkisi bildirilmistir (130-132).
Somatik hiicreler lizerinde CP ile yapilan ¢alismalarda gen mutasyonlari, kromozom
aberasyonlar1 ve anoploidilerin yiiksek siklikta olustugu bildirilmistir (130).
Caligmamizda her iki hiicre tipinde de CP uygulamasi ile DNA ¢ift zincir kiriklarina bagl

olarak olusan KKD sikliginda kontrole gore 6nemli oranda arttig1 goriildii.

Calismamizda P. lanceolata ve LDG dozunun belirlenmesinde daha 6nce yapilmis
olan ¢aligmalar g6z 6niinde bulundurulmustur. Bunun i¢in yapilan literatiir arastirmasinda
Harutyunyan K. ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada kullanmis olduklart MN testindeki
P. lanceolata'nin 100, 200, 500, 1000, 2000 pg/ml konsantrasyonlari referans olarak
alimmustir (111). LDG i¢in ise Zang M. ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada kullanmig
olduklar1 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlar referans olarak alinmustir (59).

KKD testi, olas1t mutajenik ve karsinojenik ajanlarin klastojenik potansiyelinin
belirlenmesinde kullanilan en hassas indikatdr testler arasinda yer almaktadir (133). KKD
olusumunda DNA’nin ¢ift ipligi kirtlir ve 6zdes DNA molekiilleri arasinda degisim
gerceklesir. Bir kimyasalin KKD frekansinda artisa neden olmasi, onun replikasyon
mekanizmasint  etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin  gostergesidir (134).
Yaptigimiz ¢alismada KKD frekansini belirlemek igin her ¢alisma grubunda 2. mitoz
(M2) boliinmeyi gegiren toplam 40 hiicre incelendi. Buna gore bitki ekstratinin her iki
doz uygulamas1 KKD frekansini arttirmadi. Bitki ekstratlari ¢esitli bilesenlerin kompleks
karisimindan olusur ve bu kompleks bilesenler hiicresel diizeyde potansiyel risk
olusturabilir. Yaptigimiz c¢alismada P. lanceolata eksratinin 200 ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarinin KKD frekansini etkilemedigi bulundu. Plantago cinsine ait farkl iki
bitki tiirtiniin (P. aviculare ve P. lanceolata) ekstrakti ile yapilan bir ¢aligmada, bitki
ekstraktlarinin lenfosit hiicre boliinme yetenegini azaltmadigi, sadece 2000 pg/ml yiiksek
konsantrasyonda hiicre boliinme yetenegini %50'den fazla oranda azaldigi yine aym
caligmada bitki ekstratlarinin genotoksisite testlerinden olan MN olusum frekansini
etkilemedigi yani genotoksik olmadigi rapor edilmistir (111). P. lanceolata

ekstraktlarmin farelere 14 giin boyunca oral olarak uygulanmasi sonucu farelerin
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agirliklarinda, karacigerlerinde, bobreklerinde, akcigerlerinde, dalaklarinda herhangi bir

anatomik anormallik rastlanmamigtir (135).

Bitki ekstrat1 bilesenlerinin kiimiilatif etkilerinin molekiiller mekanizmay1
aciklamadaki yetersizligi g6z Oniine alinarak bitkinin ana komponenti olan LDG’nin
farkli dozlar1 da ¢alismaya dahil edildi. Deneysel ¢alismalarda flavonoidlerin doza bagl
olarak  memelilerde antigenotoksik, antioksidan, antimikrobial, antialerjik,
antinflamatuar, ve antitimor gibi ¢ok yonli biyolojik etkileri gosterilmistir (136, 137).
Bazi flavonoidlerin ¢esitli kanser hiicrelerinde karsinojenlere kars1 desmutajenik etki ile
yani DNA hasarindan sonra; mutajeni nétralize ederek veya DNA hasarindan sonra
radikal siipiiriicii aktivitesi ile antimutajenik etki gosterdigi rapor edilmistir (138).
Flavonoidlerin ¢ok yonlii olumlu 6zelliklerinin ortaya kondugu calismalarin yani sira
yilksek doz flavonoid maruziyetinde genotoksik etkilerin olusabildigini gdsteren
calismalar da bulunmaktadir (139). Calismamizda LDG’nin 10 ve 20 uM uygulamalari
KKD sikligini degistirmezken LDG’nin yliksek dozu olan 30 uM grubu kontrol grubuna
gore KKD frekansini istatistiksel olarak artirdi. Calismamizda 30 uM LDG’ye maruz
kalan hiicrelerde KKD frekansinin yiliksek bulunmasinin nedeni yiiksek doz uygulanmasi
olarak agiklanabilir. Yaptigimiz calismaya benzer bir calismada Erikel (2014) Cynarin’in
ve LDG’nin 24 ve 48 saatlik siire ile ve farkli konsantrasyonlarda mitomisin-C (MMC)
ile DNA hasar1 indiiklenmis lenfositlere muamelesi sonucunda KA ve KKD frekansi gibi
genotoksisite parametreleri ile replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI) gibi
sitotoksisite parametrelerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada her iki flavonoidin KKD
frekansini etkilemedigi gibi hasarli hiicrelerde LDG ve cynarin’in 48 saatlik uygulamada
daha fazla olmak iizere tiim dozlarda KKD frekanslarini anlamli azalttig1 bildirilmistir.
KA testinde ise LDG ve Cynarin’in yiiksek konsantrasyonlar1 hari¢ flavonoidlerin
herhangi bir genotoksisitesi saptanmamis hasarli hiicrelerde ise tiim dozlarin KA
frekansini azalttig1 ve antigenotoksik etki gosterdikleri rapor edilmistir. RI bakimindan
her iki fenolik bilesigin hem tek basina hem de MMC ile es zamanli muameleleri
sonucunda istatistiksel agidan dnemli bir degisime neden olmadiklar1 saptanmistir. MI
analizinde ise Cynarin ve LDG’nin, uygulama siiresine bagli olarak daha diisiik dozlarda
MI azalttigi boylece Cynarin ve LDG’nin yiiksek konsantrasyonlarinin insan
lenfositlerinde sitotoksik etkili olabilecegi ve MI’deki azalma ise olusan kromozom
anormalliklerin sebebiyle hiicrelerin apoptoza yonelmeleri sonucunda meydana gelmis

olabilecegi bildirilmistir (140). MMC ile DNA hasari olusturulmus lenfosit hiicrelerinde
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farkli konsantrasyonlarda (0,39, 0,78, 1,56, 3,12 ve 6,25 pg/ml) LDG uygulanarak
antigenotoksik etkilerin arastirildigi baska bir c¢alismada kromozom aberasyonu

frekansinda azalma oldugu gosterilmistir (141).

Yapilan c¢alismalarin biiyiilk kismi1 LDG’in genotoksik ve sitotoksik etkilerinin
olmadig1 yoniindedir. Hatta LDG bileseninin diger bir¢cok flavonoid bilesenlerine gore
DNA hasar olusumuna kars1 koruyucu etkisinin daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.
Taj ve Nagarajan, (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada kizartilmis balik ve koyun eti
Oziitlerinin Wistar Ratlarda yaptig1 kromozomal degisimlere karst quercetin ve LDG’nin
iyilestirici etkileri kemik iligi hiicrelerinde in vivo olarak kromozom aberasyonlari
yoniinden arastirilmis ve LDG’nin ve Quercetin kullanilan tiim dozlarinda kromozomal
anormalili hiicrelerin yiizdesini diisiirdiigii ifade edilmistir. S6z konusu caligmada
LDG’nin, quercetinden daha iyi genoprotektif bir etkiye sahip oldugu bu etkisininde
radikal stipiiriici aktivitelerinden kaynaklandigi oOne siiriilmiistir (142). LDG
antigenotoksik etkisini hiicresel serbest radikal olusumunu engelleyerek veya antioksidan
savunma sistemini aktive ederek yapmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada CoCl toksisitesine
maruz kalmis farelerde LDG veya gallik asid’in NO, MDA ve H202 miktarinin énemli
derecede azalttigi bildirmistir (143).

Yapilan galismalarin genelinde LDG’nin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin
goriilmedigini bildirse de tam tersini gdsteren galigmalar da bulunmaktadir. Ornegin;
LDG, kaempferol ve apigeninin insan lenfosit hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
incelendigi bir calismada test maddelerinin 1, 3 ve 10 uM konsantrasyonlarda 2, 4 ve 18
saatlik siire ile muamele edilmesi sonucunda hiicre canliligin1 6zellikle 10 pM’lik ve 18
saatlik uygulama gruplarinda 6nemli oranda azalttigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
flavonoidlerin insan lenfositleri lizerinde genel olarak apoptotik bir etki sergiledigi ve
ozellikle LDG ve kaempferoliin apoptozis indiiksiyonunda daha etkili oldugu
gosterilmistir (144). Bir diger ¢alismada ise Hadzi M. ve dig. (2015) insan lenfositleri
tizerinde LDG’nin etkisini belirlemek igin yaptiklart in vitro ¢calismada KA ve MN testi
yapmuglardir. LDG’nin doza bagli olarak kromatit tipi ve total yapisal kromozomal
aberasyonlari artirdigi bildirilmistir. Ayrica donorler arast MN frekansi farkli gikmustir.
Bu durum LDG’in biyoaktivitesine ve hiicrelerdeki olas1 metal iyonlarina baglanmistir.
Ayni ¢alismada halojenat boroksin (HB) ile LDG birlikte uygulandiginda LDG’nin
HB'nin olusturdugu poliploidinin {izerinde inhibitor etki gosterdigi de rapor edilmistir

(139).
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LDG ve tiirevlerinin genotoksik veya antigenotoksik etkilerinin birbirleri ile
karsilastirilarak yapildigi calismalar da bulunmaktadir. Luteolinin ¢ farkli tiirevinin
(L7G, L7R ve L7GI) genotoksisite potansiyelinin karsilastirildigi bir ¢alismada; 10, 20
ve 40 uM konsantrasyonlarinda glikozit tiirevlerinin hepsinin lenfosit hiicrelerinde MN
frekansini artirmadigi, aksine doza bagli olarak MN frekansini azaltarak antigenotoksik
etki gosterdikleri, hatta AFB1 mutajenik ajan ile DNA hasar1 olusturulmus hiicrelerde
L7R ve L7GI’nin L7G’den daha giiglii anti genotoksik olduklar1 bildirilmistir (145).

Bu tez ¢alismasinda bitki ekstrati ve LDG’nin olast genotoksik/antigenotoksik
etkilerini ortaya koymak amaciyla komet analizi de yapildi. Komet analizi tek veya ¢ift
zincir DNA kirilmalarini 6lgmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan, hizli, basit, duyarl
ve yaygin kullanim alanina sahip bir genotoksisite testidir. DNA hasari olan hiicreler
florasan mikroskop altinda hasarin siddetine gore kuyruklu yildiz seklinde goriiliirler.
Parcalanmamis, hasar almamis genetik materyal ¢ekirdek icinde kalirlar. Komet teknigi
ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilmesinde, kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki DNA vyiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Kuyruktaki DNA
yiizdesinin belirlenmesi ve sonuglarin gézle degerlendirilmesi diger parametrelere gore
doz cevap iliskisini daha iyi yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir (146, 147).
Calismamizda DNA hasarmin tespiti i¢in %DNAT ve Tail moment parametreleri esas

alinmustir.

Calismamizda H20: ile genetik hasara ugratilmig lenfosit ve hepG2 hiicrelerine P.
lanceolata metanol ekstratinin 200 ve 500 ug/ml konsantrasyonlari ile LDG’nin 10, 20
ve 30 uM konsantrasyonlart uygulanarak olasi antigenotoksik etkileri komet testi ile
arastirildi. Calisma sonuglarimiza gore; insan lenfosit hiicrelerinde P. lanceolata
ekstraktinin 500 pg/ml konsantrasyonu komet degerlerini anlamli artirdigi belirlendi.
Tibbi bitkilerin ekstraktlarinin antioksidan, antigenotoksik ve antikanserojen 6zellikleri
cok sayida calisma ile ortaya konmus olmasina karsin uygulanan dozun artmasiyla
birlikte tiim bu 6zelliklerin tersine doniisebildigi ve doza bagli olarak bitki ekstraktlarinin
genotoksik hatta kanserojenik olabilecegine dair ¢alismalarda bulunmaktadir (148).
Calismamizda H2O; ile DNA hasar1 olusturulmus hiicrelerde ise bitki ekstratinin her iki
dozunun da komet parametrelerini azaltarak antigenotoksik etki gosterdigi belirlendi.
Komet verilerine gore lenfosit hiicrelerindeki hasar1 biiytik bir oranla tamir ettigi goriildii.
Ayrica disiik doz bitki ekstrakti uygulamasinin antigenotoksik iyilestirici etkisi yiiksek

doz grubuna goére daha anlamli bulundu. Calismamizda bitki ekstraktinin DNA hasarli
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hiicrelerde iyilestirici etkilerini DNA onarim mekanizmalarini ¢alistirarak veya hasarli
hiicrelerde artan serbest radikalleri siipiiren enzim ve antioksidanlar1 aktive ederek yaptigi

diistiniilmektedir (143).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda P. lanceolata ile iliskili olarak hiicresel ve
genetik diizeyde toksisite ile ilgili cok az kaynak olmasi nedeniyle Plantago cinsinin diger
tirleri ile yapilan ¢aligmalar incelenmistir. Bu  calismalardan  birinde
P. major’in tetraklorid karbonu (CCls) ile uyarilan siganlarmn, ¢esitli dokularinda
antioksidatif  potansiyeli aragtirilmistir. P. Major ekstratinin 100 mg/kg
konsantrasyonunun CCl4’e maruz kalmis siganlarin sperm ve kemik iligi hiicrelerinde
DNA hasarmi azalttigi ve antioksidatif etki gosterdigi bildirilmistir (149). Insan fetal
akciger hiicrelerine bitki ekstraktt uygulamasinin hiicre biiyiimesini etkiledigi rapor
edilmistir (23). Baska bir ¢alismada A. eksi, E. elatterium, M. charantia, P. major, U.
dioica, V. albiimii, S.triloba, E.rigida, S.lavandulifolia, A.nordmannia gibi gesitli bitki
tirlerinin ~ antigenotoksisite  potansiyelleri  karsilastirilmis  ve incelenen  bitki
ekstraktlarinin higbirinin, TA98 ve TA100 suslarinda metabolik aktivasyon ile veya
metabolik aktivasyon olmaksizin pozitif yanit iiretmedikleri ve lenfositlerde yapilan
komet testinde DNA hasarli hiicreleri artirmadiklar bildirilmistir (150). Henn ve ark.
tarafindan yapilan c¢alismada P. australis ve P. major ekstraktlarimin sitotoksitesi
incelenmis ve sadece en yiiksek konsantrasyonda hiicre canliliginin engellendigi tespit
edilmistir (151). Yiiksel ark. yaptiklar1 ¢alismada Teucrium polium ve Rumex crispus
tirlerinin ektratlarinin farkli konsantrasyonlarda insan lenfosit hiicrelerinde genotoksik

olmayip aksine DNA hasarli hiicrelerde genoprotektif olduklarini bildirmislerdir (152).

Caligmamizda, bitki ekstratinin doza bagli antigenotoksik etkisinin bitkinin ana
komponentlerinden olan LDG flavonoidi araciligi ile olup olmadigi komet analizi ile
aragtirtldi. Buna gore saglikli insan lenfosit hiicrelerinde bitki ekstrakt bulgularina
uyumlu olarak sadece yiikksek doz LDG grubunda DNA hasarina bagli komet
parametreleri artis gosterdi. H2O2 ile DNA hasari olusturulmus lenfositlerde ise LDG’nin
tim dozlar1 iyilestirici etki gostererek antigenotoksik potansiyelini ortaya koydu.
Yaptigimiz calismaya benzer bir g¢alismada lenfosit hiicrelerine cynarin ve LDG
flavonoidleri MMC ve H>0, ile DNA hasar1 yapilmis hiicrelere uygulanmis. Bu
calismada her iki flavonoidin tek basina uygulandiginda MN frekansini artirmadigi,
MMC ile genetik hasar olusturulmus hiicrelerde ise cynarinin en diisiik konsantrasyonu

(6,25 pg/mL) hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda, LDG de ise tiim konsantrasyonlarda
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MN frekansini azalttig1 gozlenmistir. Ayni ¢alismada her iki fenolik bilesigin tek basina
uygulandiginda komet parametrelerini kontrole gore 6nemli olgiide artirmadigi buna
ragmen H>O, kombine gruplarinda ise cynarin ve LDG’nin tiim konsantrasyonlarda
komet degerlerini azaltarak genoprotektif etki gosterdikleri rapor edilmistir (140). Shen
ve ark. yaptiklar bir calismada LDG’nin Bisfenol-A-glycidyldimethacrylate (BisGMA)
tarafindan indiiklenen genotoksisiteye karsi koruyucu etkileri MN testi ile arastirilmistir.
Bunun i¢in LDG’nin dort farkli konsantrasyonu (0.3, 1, 3 ve 10 uM) RAW-264.7
makrofaj hiicrelerine uygulanmis ve LDG’nin en yiiksek iki konsantrasyonunda MN
frekansinin 6nemli diizeyde azaldigi bunun sonucunda LDG’nin BisGMA’nin neden
oldugu genotoksik etkilere karsi makrofajlar1 korudugu bildirilmistir (153). Aymi
caligmada komet analizi de yapilmis ve LDG’nin dort farkli konsantrasyonu 30 dakika
on muamele seklinde uygulanmigtir. LDG’nin en yiiksek iki doz uygulamasinin komet
parametrelerini  pozitif kontrole kiyasla Onemli Olgiide azalttigi bulunmustur.
Calismamizda maksimum LDG dozu (30 uM) benzer g¢alismalardaki dozlarin ¢ok
tizerindedir. Flavanoidlerin yiiksek dozlarda mutajenik ve genotoksik olabileceklerine
dair literatiirde pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (144). Bizim ¢alismamizda ise LDG’nin
yiiksek dozu (30 uM) genotoksik etki gostermistir. Benzer bir ¢aligmada Rusak ve ark.
LDG, kaempferol ve apigeninin genotoksik ve antigenotoksik etkilerini insan periferal
lenfosit hiicrelerinde komet testi ile incelemislerdir. Bu ¢alismada flavonoidler 2, 4 ve 18
saatlik siirelerde ve ti¢ farkli konsantrasyonlarda (1, 3 ve 10 uM) hiicrelere uygulanmis
sonugta doza ve uygulama siirelerine bagli olarak DNA hasarinin artan oranlarda
indiiklendigi saptanmistir. Bunun nedeni flavonoidlerin pro-oksidan aktivitelerine bagh

olarak DNA hasarina neden olduklari seklinde yorumlanmustir (144).

Flavonoidler igerisinde LDG diger flavonoid bilesenlerine gore DNA hasarina
kars1 koruyucu etkisi daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; Quercetin ve
LDG’nin kizartilmig balik ve koyun eti 6ziitlerinin genotoksisitesine karsi antikanserojen
etkisi rat kemik iligi hiicrelerinde MN testi ile arastirilmistir. Test edilen Quercetin ve
LDG’nin tiim konsantrasyonlarda mutajenik hiicre frekansini azalttigi ve LDG’nin
kizartilmig balik oOziitleri ile beslenen siganlarda %93, kizartilmis et oOziitleri ile
beslenenlerde ise %85 oraninda olusmus MN’li hiicrelerini azalttig1 belirlenmistir. Ayrica
LDG’nin genoprotektif 6zelliginin quercetinden daha fazla oldugu da bildirilmistir (142).
Noroozi ve ark. ¢esitli flavonoidlerin (LDG, myricetin, quercetin, kaempferol, quercitrin,

apigenin, quercetin-3-glucoside, rutin) ve C vitamininin farkli konsantrasyonlarda (6,
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23.2, 93 ve 279.4 mmol/L) H20: ile indiiklenmis DNA hasarli hiicreler tizerindeki
antioksidan etkilerini arastirdiklar1 bir caligsmada test edilen biitiin flavonoidlerin oksidatif
DNA hasarini doza bagli olarak azalttigi ve LDG i¢cin DNA hasariin %50’sini azaltan
konsantrasyonun 51 pumol/L olarak belirlendigini bildirilmistir. LDG’in maksimum
antioksidan etki dozunun 279 mmol/L oldugu ve test edilen diger flavonoidlere gore daha

fazla etkin oldugu rapor edilmistir (154).

Tibbi bitkilerin antikanserojenik etkileri yaygin ¢alisilan bir konudur. Yaptigimiz
calismada P. lanceolata ekstrati kanser hiicresine (Hep-G2) karsi sitotoksik etki
gostererek anti-kanserojen etki yapmistir. Calismamizda HepG2 hiicrelerinde P.
lanceolata'nin 200 ve 500 pug/ml konsantrasyonlariin komet olusumunu kontrole gore
anlamli arttig1 belirlendi. Yiiksek doz bitki ekstrati uygulamasinin genotoksik etkisi
diisiik doza gore daha fazla bulundu. H20; ile DNA hasar1 olusturulmus Hep-G2
hiicrelerinde ise P. lanceolata nin tiim dozlar1 antigenotoksik etki gostererek DNA hasarli
hiicreleri azaltti. Farkli Plantago tiirleri halk tarafindan kanser tedavisi amaciyla
kullanilmaktadir. P. major ssp. bitkisinin yapraklari kaynatilarak kanser hastalarinda
kullanilmaktadir (155-157). Yapilan bir c¢alismada P. lanceolata ve P. major
ekstratlarinin MCF-7 kanseri hiicre hattinda ve HUVEC hiicrelerinde 50, 100, 250, 500
ve 1000 pg/mL dozlarinin 24 ile 48 saatlik uygulama sonucu doza ve zamana bagli olarak
bitki ekstratlarmin MCF-7'de hiicre poliferasyonunu 6nemli derecede baskiladigi,
HUVEC hiicrelerinde ise hiicre poliferasyonunu az miktarda baskiladigi bildirilmistir
(158). P. lanceolata ekstratlarinin bazi kanser hiicrelerinin (HeLa, MCF7 ve HT-29)
biiylimesini engelledigi ve anti kanserojen etki gosterdigi bildirilmistir (23). Bir baska
calismada kolon kanser riskini azaltici faktorler ig¢in bir ¢alisma yapilmis ve bunun
sonucunda egzersiz, aspirin ve Plantago ovata ekstratlarin kullanimi1 kolon kanserini
azalttigr bildirilmistir (159). Uluslararas1 kanser enstitiisii tarafindan yayinlanan bir
calismada Plantago ekstratlarinin MCF-7 ve UACC-62 (melanoma) hiicre hatlari
tizerinde hiicre gelisimini baskilayarak sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (160). Bir
diger calismada dort farkli bitkinin yaprak ve tohumlarindan elde edilen ekstratlar 2 ve 4
mg/ml konsantrasyonlarda Beas-2B A-549, DU-145, CCC-221, K-562, MCF-7 ve PC-3
hiicre hatlarina uygulanmis ve hiicre canlilik testleri kullanilarak sitotoksik etkileri
incelenmistir. MTT sonucunda P. major tohumundan elde edilen oziitin A-549
hiicresinde %78, DU-145 hiicresinde %28 ve yaprak 0ziitiiniin ise DU-145 hiicresinde
%38 oraninda doza bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir. MCF-7
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hiicrelerinde ise yaprakdan elde edilen ekstratlarda herhangi bir etki goriilmezken tohum
ekstratlarinda hiicre poliferasyonunda %38 oraninda artig goriilmiistiir. Normal hiicre
hatt1 olan Beas-2B hiicresinde ise sitotoksit etki goriilmedigi bildirilmistir. Bu ¢alisma
sonucuna gore bitkilerin ekstre edilen kisimlarina ve uygulama dozuna bagl olarak
sitotoksik etkiler farklilik gostermistir (161). Ozaslan ve ark. tarafindan Ehrlich ascites
karsinomlu farelerde (Balb/C Mus musculus) yapilan in-vivo bir ¢alismada 25, 50 ve 75
ug/mL konsantrasyonlarda P. major yaprak ekstratlarinin tiimoriin  genislemesini
engelledigi gosterilmistir (162). Baska bir ¢alismada ise aym1 hayvan modelinde P.
major’in %1, %2 ve %3’liik konsantrasyon ekstraktlari, 0.1 ml/giin dozunda 10 giin
boyunca uygulanmis 6zellikle %1 konsantrasyonun kanser gelisiminde baskilayici etkiye
sahip oldugunu gosterilmistir (163). Bu ¢aligsmalarin aksine bir baska ¢alismada HeLa
hiicrelerinde P. major spp. ve cesitli bitki ekstratlarmin 1, 10 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini %50°den daha fazla azaltmadigi bdylece P.

major iin ekstratlarinin HeLa kanser hiicrelerinde sitotoksik olmadigi bildirilmistir (164).

Calismamizda LDG’nin uygulanan tiim dozlar1 Hep-G2 hiicrelerinde komet
olusumunu Onemli oranda artirmis ve sdzkonusu kanser hiicrelerinde genomik
kararsizliga neden olarak genotoksik etki gostermistir. Bu etki minimal doz
uygulamasinda diger dozlara gore daha fazla bulunmustur. LDG’in DNA hasarli HepG2
hiicrelerine kombine uygulamasinda ise, sadece LDG’in minimal doz grubu % DNAT ve
Tail moment parametrelerinde istatiksel olarak anlamli azalmaya neden olarak H20:

tarafindan olusturulan DNA hasarini 6nemli 6l¢lide azaltti.

Yaptigimiz ¢aligmaya benzer bir ¢alismada Horvathova ve ark. Quercetin ve
LDG’in ii¢ farklh konsantrasyonunun (20, 50 ve 100 pumol/L) H202’ye kars1 potansiyel
DNA koruyucu etkilerini komet testi ile insan melanom HMB-2 hiicrelerini kullanarak
degerlendirmislerdir. Quercetin ve LDG’in DNA hasarinin 6nemli 6l¢iide arttirmadigi,
her iki flavonoidin de H20: tarafindan indiiklenen oksidadif DNA hasarina karsi
koruyucu aktivite sergiledikleri saptanmistir. Quercetin koruyucu etkisi en diisiik dozu
icin %40 iken, en yiiksek dozu i¢in %80’dir. LDG’in koruyucu etkisi ise en diisiik dozu
icin %59 olup en yiiksek dozu i¢in %75’tir. Quercetin ve LDG’in H202'in olusturdugu
DNA hasarina karsi serbest radikalleri siipiirmek suretiyle koruyucu bir aktivite
sergiledikleri diistiniilmektedir (165). Diger bir ¢alisma ise Ramos ve ark. LDG ve
Ursolik asitin Caco-2 hiicrelerinde DNA tamiri ve DNA koruma {izerine etkilerini komet

testi kullanarak incelemislerdir. LDG (20 pM) ve ursolik asit (5 pM) H20; tarafindan
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indiiklenen DNA zincir kiriklarini uzun siireli uygulamada azalttig1 gozlenmistir. Ayrica
o6n muamele uygulamasi sonucunda LDG (10 pM) veya ursolik asit (5 uM) DNA iplik
kiriklarinin onarimini artirdigi gozlenirken, ge¢ muamele uygulamasinda boyle bir etki
goriilmemistir. Elde edilen bu sonug tamir aktivitesinin baslatilmasinda LDG veya ursolik
asit ve tamir enzimleri arasinda dogrudan bir etkilesim olmadigimi diisiindiirmiistiir.
Ayrica LDG ve ursolik asitin baz oksidasyonu lizerine etkilerini saptamak amaciyla
hiicrelere  8-OxoGuanin tesviki i¢in fotosensitizor Ro 19-8022 ve goriinen 151k
uygulanmistir. LDG’in kisa siireli inkiibasyon periyodu i¢in CaCo-2 hiicrelerini bu hasara
kars1 korudugu goézlenmistir. Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde LDG ve
ursolikasitin Caco-2 hiicrelerinde DNA’y1 hem oksidatif hasara karsi korudugu hem de
tamir aktivitesini arttirdigt belirlenmistir. Flavonoidler ve triterpenoidler gibi
fitokimyasallar kanserli hiicrelerde enzimatik ve nonenzimatik hiicresel antioksidan
aktivitelerini diizenlemek suretiyle antioksidan olarak hareket edebildikleri bildirilmistir
(166). Baska bir ¢alismada ise Quercetin ve LDG’nin Klastojenitelerini ve maling
melonom tedavisinde kullanilan melphalanin olusturdugu hasara kars1 etkilerini insan
melanom HMB-2 hiicrelerinde kromozomal anormallik testi ile inceleme yapmuslardir.
Quercetin’in total kromozomal anomalisi 20 ve 50 umol/L, LDG de ise 10 ve 20 umol/L
konsantrasyonlarda pozitif kontrole gore onemli Ol¢iide azalttimistir. Quercetin’in,
anormal metafaz yiizdesi ise 50 pmol/L, LDG den 20 pmol/L konsantrasyonlar1 pozitif
kontrole gore azalttigi belirlenmistir. Her iki flavonoid i¢in melphalan gibi sitotoksik
etkileri olan ilaglara karsi hiicreleri kromozomal hasarlardan korudugunu ifade

etmislerdir (165).

Calisma sonuglarina gére LDG’in DNA onarim mekanizmalarini aktive ederek
veya DNA hasarina yol acabilecek serbest radikal olusumlarin1 engeleyerek veya bu
radikalleri siipiiren sistemleri c¢alistirarak antimutajenik ve genoprotektif potansiyelini
gosterdigini diistiniiyoruz. Bunun nedeni LDG’in yiiksek antioksidan kapasitesine sahip
oldugunun ¢ok sayida calisma ile ortaya konmus olmasidir. LDG’in bir¢cok deney
modelinde reaktif oksijen tiirevleri (ROT tarafindan indiiklenen lipid, DNA ve protein
hasarini 6nledigi bulunmustur (49, 166). LDG’nin antioksidan 6zelliginin altinda birden
cok mekanizma bulunmaktadir. LDG kimyasal yapis1 nedeniyle hidroksil gruplarindan
bir hidrojen atomunu serbest radikallere verebilir, M-elektron sistemi etrafinda bulunan
ciftlenmemis elektronlari ¢ekebilir, bu sayede ROT siipiiriicii olarak islev gorebilir. LDG

antioksidan etkisini hiicresel bilesenlerin oksidasyonunu Kkatalizleyen enzimleri inhibe
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ederek de gosterebilir. Ayrica LDG glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz
(GR), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi endojen antioksidanlari
koruyarak veya bu antioksidanlari arttirarak antioksidan etkisini uygulayabilir. Son olarak
LDG, ROT olusumundan sorumlu olan gecis metali iyonlarim1 selatlayabilir ve
dolayistyla lipoksijenaz reaksiyonunun oOnlenmesine veya gecis metallerine baglh
olmayan oksidasyonun baskilanmasina neden olmaktadir. Bunun yani1 sira LDG’in bloke
edici etkisinin desmutajenik hareketinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. LDG ile
yapilan bazi ¢alismalarda LDG’in DNA tamir mekanizmalarini aktif hale getirebildigi de
gosterilmistir (49, 166). Bu nedenle LDG bir biyo-antimutajen olarak da hareket etmis
olabilir.

Bir flavonoid tiirevi olan LDG’in antikanserojen 6zelliklerine dair pek ¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. LDG anti-kanser 6zellikte bir flavonoid bilesigi olup kanser hiicrelerinin
poliferasyonunu ve migrasyonunu azaltip apoptozu indiikklemektedir (46, 167). LDG’in
farkl1 kanser hiicre hatlarinda antikanserojen aktivitesinin degerlendirildigi birgok
calisma yapilmis ve bu ¢aligmalarda LDG’in farkli malignansi tiplerine kars1 giiclii bir
antikanser ajani olarak hareket ettigi goriilmiistiir. Ozellikle karaciger, akciger, gogiis,
0zofagus, skuamdz hiicreli karsinom, kolon, prostat ve cilt kanserlerine karsi anti-
kanserojen etkisi belirlenmistir (46, 167-169). LDG kanser hiicrelerinin proliferasyonu,
metastaz ve anjiyogenezi baskilayip apoptozu indiikler. Ayrica LDG sitotoksisitesini
indiikleyerek farkli tipteki kanser hiicrelerinde apoptoz yolaklarmi uyarir. Ozellikle
LDG’in kan-beyin bariyerini gegebilmesinin, beyin kanserini iceren merkezi sinir sistemi

hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanimina uygun oldugu seklinde diistiniilmektedir (49).

Zang M. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada insan gastrik kanser (GC) hiicreleri
tizerinde LDG’in 24 saatlik uygulamasinda GC hiicrelerinin koloni olusturabilme ve
proliferasyon yeteneklerini doza bagimli olarak ©6nemli derecede inhibe ettigi

bildirilmistir (59).

Bir bagka ¢alismada ise farelerin deri altina MKN28 hiicreleri enjekte edilip deri
kanseri modeli olusturulmus akabinde LDG uygulanarak kanser gelisim parametreleri
takip edilmistir. LDG verilen farelerde tiimor biiyiikliigii ve agirhiginda azalma gozlenmis
boylece LDG nin kanser tedavisinde kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (58). Benzer bir
baska calismada LDG’nin Parkinson hastaligindaki etkisini belirlemek i¢in SH-SY5Y
hiicrelerine MP™ uygulanarak Parkinson semptomlari olusturulan hiicrelerde LDG’nin

Bcl-2/Bax oranini artirdigl, Kaspaz 3’{in ifadesini baskilayarak apoptozu engelledigi ve
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hiicre canliligini artirarak Parkinsona bagli hiicre 6lmiinii azalttigi bildirilmistir (170).
Diger bir ¢alismada ise Lee J. ve ark. MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde yaptiklari
calismada, LDG’nin yiiksek dozlarinin (20 ve 40 uM) kanser hiicrelerinde toksik etki
gosterirken diisiik dozlarin etkisinin olmadigi ayrica kanser hiicrelerinde Bax
ekspresyonunu artirip Bcl-xL  ekspresyonunu baskilayarak hiicreleri apoptoza

yonlendirdigi rapor edilmistir (171)

Danigsman F. (2015) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise 16semi hiicre
kiltiirlerinde apigenin, LDG ve sinensetin 16semide kullanilan ilag ile kombine
uygulanarak hiicre proliferasyon kinetikleri ve apoptotik etkileri aragtirilmistir. Losemi
hiicrelerine apijenin, LDG ve sinensetin 25-200 uM arasindaki dozlarda sitotoksik
aktivite gosterdigi ayrica sirastyla %50.21, %48.17,% 58.95 ve %0.17 oranlarinda
apoptotik etkileri oldugu bildirilmistir. Sonugta kronik miyeloid 16semiden korunmada
apijenin, LDG ve sinensetin kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir
(172). Yapilan diger bir ¢alismada Seo Y. ve ark. PC-3’de LDG’nin sitotoksikt ve
antikanserojen etkisini incelemislerdir. LDG PC-3 hiicrelerinde proliferasyondan
sorumlu kalsiyum ile aktive edilen klor kanallarini inhibe ederek ve ubikitin aracili hiicre
dis1 matriks proteinlerin par¢alanmasini azaltarak kanser hiicrelerinin metastasini ve
invazyonunu engelledigi rapor edilmistir (173). Benzer sekilde Lin T. ve ark. LDG nin
A431-111 ve A431-P hiicrelerinde UBE2S protein seviyesinin azaltarak hiicre dis1 matriks
proteinlerin par¢alanmasinin azalmasina neden olarak rahim kanseri hiicrelerinin

migrasyon yetenegini azaltigi bildirilmistir (174).

Cynara syriaca bitkisinden elde edilen alt1 farkli fenolik bilesigin (caffeic asit,
apigenin, apigenin-7-glikozit, LDG, LDG-7-glikozid ve cynarin) akut lenfoblastik
16semili hastalarindan alinan blastik hiicreler ve 16semik hiicre hatlar1 (DG75, B95, BB58,
K562) iizerindeki sitotoksik etkileri alt1 farkli konsantrasyonda test edilmis ve cynarin ve
caffeic asitin standardize edilmis hiicre dizileri lizerindeki sitotoksisite oranlarinin
proliferasyon oranlarindan daha diisiik oldugu bununla birlikte cynarin’in akut
lenfoblastik 16semi hastalarindan izole edilen lenfositlerde sitotoksik etkisinin proliferatif

etkisinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (175).

Bagka bir c¢aligmada ise insan miyelojen l6semi hiicrelerinde (K562) H20:
tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1 quercetin, rutin, LDG ve apigenin koruyucu
etkileri komet testi ile degerlendirilmistir. 20-100 umol/l konsantrasyon araliginda

LDG’nin DNA hasarin1 %44, Quercetin’in ise %42 oraninda onledigi saptanmistir.
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Rutin’in koruyucu etkisinin (100 ve 1000 pumol/L) olduke¢a diisiik (%8-10) oldugu,
Apigenin ise DNA tek zincir kiriklar1 tizerinde koruyucu bir etki sergilemedigi
gorilmistiir. H2O2’nin neden oldugu DNA hasarma karsi en giiclii inhibisyonun LDG
tarafindan saglandigi belirtilmektedir. Buna gore LDG ve Quercetin’in DNA’y1 oksidatif

ataklardan korumada daha etkili olduklar1 6ne siirtilmektedir (176).

Kanser hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolagi tiimdr hiicrelerinin apoptozunda
onemli rol oynamaktadir. Bir ¢alismada GC hiicrelerine 10 ve 30 uM LDG uygulamasi
sonucu Akt (Ser-473) fosforilasyonunu kontrol grubuna gore azaltigi, apoptotik Hs-746T
ve MKN28 gen ifadelerinin ise doza bagimli olarak arttig1 gosterilmistir. Epitelyal-
Mezangimal Doniisiim (EMT) olayi kanser hiicrelerinin invazyonu ve migrasyonununda
onemli rol oynayan mekanizmalardan biridir. LDG’nin GC hiicrelerinde F-aktinleri
par¢alanmasini hizlandirarak hiicre iskeletinin dagilmasina dolayisiyla mezensimal
fenotip gostermesine neden olabildigi ayrica Notch 1 sinyal yolagini inhibe ederek
EMT'yi geri ¢evirdigi bdylece hiicrelerinin invazyon ve migrasyon yetenegini azatttigi
bildirilmigtir. LDG’nin bu mekanizmalardaki rolii epitelyal biomarkerlardan E-Kadherini
azaltip mezensimal biomarkerlardan N-Kadherin ve Vimentin artirarak ayrica Notchl,
siklin-D1 ve Hes-1'in gen ifadelerini azaltarak yaptigi diisiiniilmektedir. LDGin

antikanserojen etkisine ek olarak antitiimor etkisi de bulunmaktadir (58).

Pek ¢ok calisma LDG’in hem topoizomeraz I hem de topoizomeraz II’yi inhibe
ettigini  bildirmistir (177). Ornegin; LDG’in 5 pM dozunun sigan karacigerinde
topoizomeraz I’in katalitik aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (178). Yapilan bir bagka
calismada ise LDG ve quercetinin 30-80 uM doz araliginda Cin hamster ovaryum AAS8
hiicrelerinde topoizomeraz 1l aktivitesini onledigi saptanmistir (177). Diger bir caligmada
ise myricetin, quercetin, fistein, LDG, daidzein, biochanin A, kaempferol, galangin ve
chrysin gibi flavonoidlerin 50 uM’lik konsantrasyonda topoizomeraz II'ye zarar verdigi
bildirilmistir (179). Tiim bu ¢alismalara gére LDG’in topoizomeraz II araciligi ile DNA
hasarini indiikleyebildigi gosterilmistir. LDG’in topoizomeraz II sayesinde neden oldugu

DNA hasarinin kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agmas1 bakimindan kullanish olabilecegi

iddia edilmektedir. (145).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, halk arasinda geleneksel olarak tibbi amaglarla kullanilan P.
lanciolata bitki ekstrati ile bu bitkinin 6nemli bilesenlerinden olan LDG flavonoidinin
antigenotoksik ozelikleri insan lenfosit hiicrelerinde ve antikanserojen Ozellikleri ise

HepG2 hiicrelerinde arastirildi.

Literatiir verileri ve bu ¢aligmadan elde edilen sonuclar bir araya getirildiginde P.
lanceolata bitkisinin metanol ekstrakti ile LDG flavonoidinin genotoksik olmadiklari
aksine DNA hasarli hiicrelerde doza bagl olarak genoprotektif etki gosterdikleri kanser
hiicrelerinde ise muhtemelen antioksidan mekanizmalar araciligi ile veya hiicre
transformasyon mekanizmalarindaki 6nemli makromolekiillerin etkilesimini bloke
ederek antikanserojenik ozellikler gosterdigi ortaya kondu. Calismadan elde edilen
sonuclarin gegerliligi kullanilan hiicre tipleri ve test maddelerinin uygulama dozlari ile
smirhidir.  P.  lanceolata ve LDG’nin  genotoksisite/antigenotoksisite  ve
kanserojenite/antikanserojenite potansiyellerine iliskin daha fazla bilgi edinebilmek igin

farkli dozlarda ve farkl: hiicre tiplerinde ¢alisilmasi onerilir.
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