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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

FARKLI BiTKi EKSTRELERININ iN VITRO ANTIKANSER
AKTIVITELERININ DEGERLENDIRILMESI

Utku GUNES

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalh

Damisman : Prof. Dr. Ali KARAGOZ

Bitkiler, bircok hastaligin tedavisinde kullanilma potansiyeli olan ¢ok sayida dogal bilesik
icerirler. Bu bilesiklerin kesfi i¢in 6ncelikle bitki ekstrelerinin biyoaktivitelerinin belirlenmesi
gerekir.

Bu tez calismasinin amaci, antikanser aktivite potansiyeli olan yeni dogal bilesikleri iceren
bitki ekstrelerinin belirlenmesidir. Bu kapsamda, 3’ii Tirkiye’ye endemik (Centaurea kilaea,
Centaurea hermannii, Kitaibelia balansae) olan toplam 8 (Crataegus orientalis, Centaurea
kilaea, Centaurea hermannii, Crataegus monogyna, Kitaibelia balansae, Plantago lanceolata
Centaurea behen) metanolik bitki ekstresinin Vero [Afrika Yesil Maymun (Cercopithecus
aethiops) bobrek fibroblast hiicre hatti] ve Hela (insan serviks kanseri epitel hiicre hatt1)
hiicreleri {lizerinde sitotoksik etkilerini MTT kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. Calisilan
bitki ekstrelerinden en yiiksek antikanser aktivite C. hermannii ekstresi tarafindan ortaya
konulmustur. Potansiyel antikanser aktiviteye sahip olan C. hermannii bitki ekstresinin Vero
ve HeLa hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisini dogrulamak amaciyla xCELLigence RTCA
sistemi ile hiicre indeksi parametreleri belirlenmistir. Daha sonra C. hermannii ekstresinin
hiicre ikilenme siiresini nasil etkiledigini ortaya koymak amaciyla Karboksi Floresein
Suksinimidil Ester (CFSE) ve hiicre siklusuna olan etkilerini belirlemek igin Propidium Iyodiir
(PT) boyama yontemleri kullanilmustir.

xii



MTT analizi ile 48. saatte elde edilen veriler degerlendirildiginde C. hermannii ekstresinin
normal transforme hiicre hatt1 Vero’daki diisiik sitotoksisitesi ve serviks kanseri hiicre hatti
HeLa’daki secici yiiksek sitotoksisitesi potansiyel antikanser aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. C. hermannii bitki ekstresinin Vero ve HeLa hiicre hatlari iizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla elde edilen verilerle ICso (Hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden
olan ekstre konsantrasyonu) ve SI (Segicilik indeksi; SI= 1Csp Vero hiicresi / ICso HeLa hiicresi)
degerleri hesaplanmistir. C. hermannii bitki ekstresi 1Csg degerleri Vero hiicre hatti igin 399,8
pug/mL, HelLa hiicre hatt1 i¢in 29,44 pg/mL olarak bulunmustur. SI degeri ise 11,88 olarak
hesaplanmustir.

C. hermannii i¢in XCELLigence RTCA sistemi ile hiicre indeksi parametrelerinin analizi
sonucunda elde edilen 1Cso degerleri Vero hiicre hatti igin 364,98 pg/mL ve HeLa hiicre hatt1
icin 28,91 pg/mL olarak bulunmustur. SI degeri ise 12,62 olarak hesaplanmistir. MTT
analizinden elde edilen veriler hem morfolojik degerlendirmeler ile hem de xCELLigence
sistemi ile yapilan analiz sonuglartyla tutarlidir.

C. hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa hiicrelerinin CFSE
boyama ile elde edilen sonuglar1 degerlendirildiginde 24. saatte, kontrol grubunun 2 olan
boliinme indeksinin konsantrasyon artisina paralel olarak 1,55’e diistiigii, 48. saatte ise 3,43
olan boliinme indeksinin konsantrasyon artisina paralel olarak 2,05’e diistiigii belirlenmistir.

C. hermanni bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa hiicrelerinin 48. saat
PI boyama ile elde edilen hiicre siklusu analiz degerleri incelendiginde, kontrol grubunun
yapilan analizleri sonucu popiilasyonun %80,5’inin Go-G1 fazinda %2,22’lik kismmin S
fazinda ve %13,8’lik kisminin ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Spontan olarak meydana
gelen pargalanmalarin ise %4 civarinda oldugu hesaplanmistir. 25 pg/mL konsantrasyonda,
popiilasyonun %55,2’si Go-G1 fazinda %9,32’lik kisminin S fazinda ve %23,6’°1ik kisminin ise
G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin par¢alanmasi ile olusan kiig¢iik boyutlu
pargalarin orant ise %11,89°dir. 100 pug/mL konsantrasyonda ise, popiilasyonun %4,18’1 Go-G1
fazinda, %17,8°’1 S fazinda, %51,2’si ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin
pargalanmasi ile olusan kii¢iik boyutlu pargalarin orani ise %16,82’dir.

C. hermannii bitki ekstresinin, HeLa hiicre popiilasyonunun hiicre siklus dagilimlarini anlamli
ol¢iide degistirmesi MTT, xCELLigence ve CFSE yontemleri ile ortaya konan etkilerini
dogrulayan bir sonug olarak degerlendirilmektedir.

Temmuz 2018, 78 sayfa.

Anahtar kelimeler: Metanolik Ekstre, Antikanser Aktivite, MTT, xCELLigence, Centaurea
hermannii, CFSE, Propidium Iyodiir
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Plants contain a large number of natural compounds which are potentially useful in the
treatment of many diseases. The bioactivity of plant extracts must be determined for the
discovery of these compounds.

Aim of this study, cytotoxic effects of the methanolic extracts of 8 plants (Crataegus orientalis,
Centaurea kilaea, Centaurea hermannii, Crataegus monogyna, Kitaibelia balansae, Plantago
lanceolata Centaurea behen), 3 of which are endemic species to Turkey (Centaurea kilaea,
Centaurea hermannii, Kitaibelia balansae), on Vero [African green monkey (Cercopithecus
aethiops) kidney fibroblast cell line] and HeLa (human cervical carcinoma epithelial cell line)
cells were determined by mitochondrial dehydrogenase activity, MTT, colorimetric method.
From the plant extracts studied, the highest antitumoral activity was revealed by Centaurea
hermannii extract. In order to confirm the cytotoxic effect of Centaurea hermannii plant extract
having potential anticancer activity on Vero and HeLa cell lines, cell-index parameters were
determined with xCELLigence RTCA system. Then, Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester
(CFSE) method was used to investigate how C. hermannii extract affected cell duplication and
the Propidium lodide (P1) staining method was used to determine the effects on the cell cycle.

Xiv



When the data obtained at 48" hour by MTT analysis is evaluated, the low cytotoxicity in the
normal transformed cell line Vero and the selective high cytotoxicity in the cervical cancer cell
line HelLa suggest that C. hermannii extract has potential anticancer activity. 1Cso (extract
concentration causing 50% of cells death) and Sl (selectivity index; SI = 1Cso Vero cell / ICso
HeLa cell) values were calculated to determine the cytotoxic effect of C. hermannii plant extract
on Vero and HeLa cell lines. The 1Cso values of the C. hermannii plant extract were 399.8 pg /
mL for the Vero cell line and 29.44 pg/mL for the HelLa cell line. Sl value is calculated as
11.88.

The 1Cso values of C. hermannii obtained from the analysis of cell index parameters by the
XCELLigence RTCA system were 364.98 pg / mL for the Vero cell line and 28.91 ug / mL for
the HelLa cell line.SI value is calculated as 12.62. The data obtained from the MTT assay is
consistent with both the morphological assessments and the results from the xCELLigence
system.

When the results obtained by CFSE staining of Centaurea hermannii plant extract treated and
untreated (control) HeLa cells were evaluated at 24" hour, the cleavage index of the control
group which is 2 decreased to 1.55 in parallel with the increase in concentration, and at the 48"
hour the cleavage index decreased from 3.43 to 2.05 in parallel with the increase in
concentration.

When cell cycle analysis values obtained by PI staining of Centaurea hermannii plant extract
treated and untreated (control) HeLa cells at 48" hour were examined, analysis of the control
group revealed that 80.5% of the population is in the Go-G1 phase, 2.22% is in the S phase and
13.8% is in the G2-M phase. The spontaneous fragments are calculated as about 4%. At 25 pg
/ mL concentration, it was determined that 55.2 % of the population was in S phase and 9.32 %
of in Go-G1 phase and 23.6 % of in G2-M phase. The proportion of the small sized pieces formed
by the disintegration of the cells is 11.89%. At the concentration of 100 ug / mL, it was
determined that 4.18 % of the population in Go-G1 phase, 17.8 % of in S phase, and 51.2 % of
in the G2-M phase. The proportion of the small sized pieces formed by the disintegration of the
cells is 16.82%. The significant change in cell cycle distributions of the HeLa cell population
by C. hermannii plant extract is assessed as a result confirming the effects of C. hermannii plant
extract by MTT, xCELLigence and CFSE methods.

July 2018, 78 pages.

Keywords: Methanol extract, Anticancer Activity, MTT, xCELLigence, Centaurea hermannii,
CFSE, Propidium iodide
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1. GIRIS

Giliniimiizde, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, kanser en ¢ok 6liime neden olan ikinci
siradaki hastalik olarak insanligr etkilemektedir. Kanser tedavisinde gelistirilen yeni
yaklagimlara ragmen kansere neden olan risk faktorlerinin de artmasi nedeniyle kanserden

kaynaklanan 6liimlerin yakin bir gelecekte azalmasi beklenmemektedir.

Kanser insan hayatini tehdit eden hem ciddi bir hastalik, hem sosyal sorunlara neden olan bir
hastalik, ayn1 zamanda {ilkelerin ekonomisi agisindan yiiksek saglik giderlerine neden olan bir
hastaliktir. 2013 yili verilerine gore, kanserin Amerika’ya yillik tedavi maliyeti 124 milyar
dolarin tizerindedir. 2020 yilinda ise bu rakamin 157 milyar dolar seviyesine ¢ikacagi tahmin

edilmektedir.

Gilintimiizde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan yaklagimlar cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Insanlarda yaklasik 200 civarinda kanser tipi ve bu kanserlerin de alt tipleri
bulunmasi nedeniyle, bu yaklagimlarin hepsinin bu kadar ¢esit kanser tipine kars1 etkin bir
sekilde uygulama olanaginin bulunamamasi, tedavi yaklagimlarinin ciddi yan etkilerinin ortaya
¢ikmasi ve maliyetlerinin yliksek olmasi, tedaviye karsi direng olusmasi gibi sebeplerle
arastirmacilar yeni, etkin ve daha diisiik maliyetli tedavi yaklasimlarin1 ortaya koymak i¢in

etkin bir arastirma i¢indedirler.

Hastaliklarin tedavisinde, bitkisel iiriinlerin kullanilmas1 antik ¢aglardan beri devam eden bir
siiregtir. Ozellikle yiizyillar boyunca nedeni bilinmeyen ve ismi dahi olmayan pek cok
hastaligin tedavisinde ¢ok c¢esitli bitkisel iirlinler denenmis ve insanlar1 tedavi ettigine
inanilmistir. Bu tiir tibbi bitkilerin diinyanin her tarafina dagilmasi doganin insanliga bir
hediyesidir [1]. Giiniimiiz modern tibbinda ise, nedensellik ¢ercevesinde bitkisel ekstreler
yeniden degerlendirilmis ve bu ekstrelerin temel bilesenleri aydinlatilmigtir. Bu yaklagim
sayesinde bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ¢ok ¢esitli bitkisel molekiiller tanimlanmis
ve biyoaktiviteleri aydinlatilmistir. Bu sayede, bitkisel ekstreler halk tibbina ait bir yaklasim

olmaktan ¢ikmis ve yeni molekiillerin kesfi i¢in bir havuz gorevi gérmeye baslamistir [2].

Bu havuzdan sec¢ilen molekiiller biyoaktivitelerine gore ¢ok cesitli kullanim alanlarina

dagilmaktadir. Bununla birlikte, insanlarin gogunlugu sentetik ilaglar1 kullanmak yerine bu tiir



bitkisel iiriinleri kullanmay1 tercih etmektedir [3]. Aym1 zamanda, bu tiir iiriinlerin dogal

kaynakl1 olmas1 sebebiyle insanlar bu tiir iiriinlere daha fazla glivenmektedir [4].

Antikanser aktivite g¢alismalarinda kullanilan bitkisel ekstrelerin potansiyellerini ortaya
koymak i¢in 6n ¢aligmalar in vitro yontemlerle baglamakta, bu sayede ¢ok fazla sayida ve
etkinlikte tarama yapilabilmektedir. Bunun sonucu olarak da timit vaat eden ¢ok sayida ajan

ortaya ¢ikmaktadir [5].

Bu c¢alismada, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik 8 metanolik bitki ekstresinin Vero ve Hela
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi, MTT,
kolorimetrik yontemi ile belirlenmesi hedeflenmistir. Yiiksek sitotoksik aktivite ve yiiksek
secicilik gosteren ekstreler ile bundan sonraki basamaklara gegilip, XCELLigence cihazi ile
gercek zamanl hiicre analizi yapilacaktir. Buradan ¢ikacak sonuglara gore, akan hiicre dlger
yardimiyla Karboksi Floresein Suksinimidil Ester boyama kullanilarak ekstrelerin hiicrelerin
ikilenme zamanina olan etkileri arastirilmasi ve propidium iyodiir boyama yardimai ile de hiicre
siklusunu fazlarina etkileri belirlenmesi bu tez calismasinin diger hedefleridir. Bununla birlikte
iilkemizde endemik olan ve olmayan biyolojik aktiviteleri ortaya konulmamis bitki ekstreleri
ile yapilacak bu calismalar dogal bilesiklerden yeni etkin ilaglarin gelistirilmesi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Gliniimiizde, kanser en ¢ok 6liime neden olan hastaliklar arasinda 2. sirada yer almaktadir. Her
yil, 14 milyon yeni vaka ve 8,2 milyon kanserle iligkili 6lim meydana gelmektedir. Bu

oliimlerin ¢ogu diisiik ve orta gelir seviyesine sahip tlilkelerde meydana gelmektedir [6].

Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) 2013 y1l1 verilerine gore, kanserin Amerika’ya yillik
tedavi maliyeti 124 milyar dolarin tizerindedir. 2020 yilinda ise bu rakamin 157 milyar dolar
seviyesine ¢ikacagi tahmin edilmektedir [7]. Yine ayni sekilde NIH 1n verilerine gore, bir kisiye

yasami siiresince %38,4 olasilikla kanser teshisi konacaktir [8].

Kanser tipleri, ¢ogu zaman ilk olustuklar1 organlara gore isimlendirilirler. Melanoma, melanosit
ad1 verilen ve deride, gbzde ve birka¢ organda daha bulunan ve pigment iireten hiicrelerin
kanseridir. Losemiler, 16kosit adi verilen kan hiicrelerinin kanseridir. Amerika’da en ¢ok
goriilen kanser tipleri karsinoma olarak adlandirilan ve organlarin yiizeylerinde yer alan epitel
hiicrelerinden kokenlenen tiplerdir. Sarkomalar ise, daha nadir goriiliirler ve mezensimal
hiicrelerden kaynaklanirlar [9]. Meme kanseri gibi sadece kadinlarda gériilen serviks kanserleri
¢ogu zaman “human papilloma viriis” (HPV) enfeksiyonu ile iligkili olan bir kanser tipidir.
Uterusun alt bolgesi serviks olarak adlandirilir. Serviks kanseri olusmadan 6nce, servikste yer
alan hicrelerde zaman i¢inde mikroskop altinda gozlemlenebilen morfolojik degisimler

meydana gelir [10].

Diinya Saglik Orgiitii, 2014 yilinda kadin {ireme organlar ile iliskili olan kanserleri genetik
parametreleri de dikkate alinarak siniflandirmistir. Yapilan siniflandirmaya gore serviks
kanserleri, kanseri olusturan hiicrelerin kokenlendikleri hiicre tiplerine gore skuamdéz hiicre
timorleri, glandiiler tiimorler, benign glandiiler tiimorler, diger epitel hiicre tlimorleri,

noroendokrin tiimorleri seklinde isimlendirilmistir [11].

Kanser, genetik, ¢evresel ve epigenetik birgok faktoriin birlesimi sonucu olusan bir hastaliktir
[12; 13]. Bu faktorlerden en 6nemlileri, onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir [14; 15; 16;
17]. Onkogenler, hiicrelerin normal biiylimelerini ve gelismelerini kontrol eden
protoonkogenlerin ¢esitli nedenlerle olusan mutasyonlar sonucunda kontrolsiiz olarak protein

tiretmeleri sebebiyle hiicreleri siirekli boliinmeye tesvik eden genlerdir [18; 19]. Timor



baskilayict genler ise, hiicre dongilisiinii kontrol eden ve kontrolsiiz boliinmeyi baskilayan
genlerdir [20]. Bir¢ok c¢alismada bu genlerin anlatimmin kanser hiicrelerinde azaldigi
gosterilmistir [21]. BRCAL geni bu tiimor baskilayici genlerin en 6nemlilerinden biridir ve
meydana gelen mutasyonlarin meme kanseri olusumunda aktif rol oynadigi bilinmektedir [22;

23].

Serviks kanseri sadece kadinlar arasinda goriilen bir kanser tipidir. 2018 yilinda, Amerika’da
13.170 yeni serviks kanseri hastasi ve bu hastaliga bagli 4.210 6liim meydana gelmesi
beklenmektedir. Buna ek olarak, iireme ¢agindaki kadinlarda meme kanserinden sonra en sik

rastlanan kanser tipidir [24].

Serviks kanserlerinin 5 yillik sag kalimi %68,8 olarak hesaplanmaktadir ve kadinlar arasindaki
insidansinin dagiliminda etnik kdken ¢ok Onemli bir unsur olusturmamaktadir. Serviks
kanserlerini en ilgi c¢ekici kilan nokta ise, erken tani ve tedavi yOntemlerindeki biitiin
gelismelere ragmen hastaligin 5 yillik sag kalimi 1970’lere oranla giiniimiizde daha diisiik

seyretmektedir [25].

Klasik kanser tedavi yaklasimlari cerrahi, hormon terapisi, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi, gen terapisi olarak gruplanmaktadir [26]. Bu tedavi yaklasimlarindan hangisinin
uygulanacagi kanserin tipine ve hastaligin seyrine gore degismektedir. En ¢ok kullanilan
yontem kemoterapi, kanser hiicrelerini yok ettigi kadar hastanin saglikli hiicrelerine de zarar
vermektedir [27]. Serviks kanseri tedavisinde ise, en ¢ok tercih edilen yontemlerden bir tanesi
kemoradyoterapi olarak anilan cisplatin temelli yaklasim, radyoterapi ve cerrahi
operasyonlardir [28]. Bu tedavi yaklagimlara ragmen serviks kanseri hastalarinin 5 yillik sag

kalimlarinda bir iyilesme olmadig1 lizerinde durulmasi gereken bir noktadir.

2.2. BITKISEL URUNLER

Bitkiler insanlar tarafindan besin kaynagi olmanin yani sira ilag, tekstil, yakit ve kimyasal
bilesenlerin iiretimi i¢in ¢ok uzun yillardir kullanilmaktadir. Geleneksel ve tamamlayici tipta
kullanilan bitkiler, giinliik hayatta kullanilarak nesilden nesile aktarilmistir ve bu sayede belli
bir bilgi birikimi olusmustur [29]. Diinyadaki farkli geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilan

tibbi bitkilerin farmakolojik 6zellikleri ve biyolojik aktivitelerinin insanlik yarar1 ig¢in



kullanilmak {izere ortaya konulmasi i¢in yogun bir ¢alisma yiiriitilmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii'ne gore diinya niifusunun neredeyse %80’i temel saglik ihtiyaclari i¢in bitkisel ilaglara

ve/veya bitkisel tiriinlere gerek duymaktadir [30].

Tibbi bitkiler, modern ve geleneksel tipta kullanilan ilaglarin en zengin biyokaynaklaridir.
Geleneksel toplumlar tarafindan kullanilan ¢ogu tibbi bitkinin etkinligi bilimsel olarak
kanitlanmamis olup bu bitkilerin biyolojik aktiviteleri hakkinda bilgi saglayacak etkin
biyoanalizlere ihtiyag duyulmaktadir [31]. Etnobotanik ¢alismalardan elde edilen bilgi
biyolojik kaynaklarin korunmast ve bu kaynaklardan faydalanilmasi i¢in olduk¢a dnemlidir
[29]. Bununla birlikte, geleneksel tip, bitkilerden elde edilen 1600 yeni ilacin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Bu yiizden, etnomedikal bitkilere ait bilgilerin ve bilimsel analizlerin bir araya
getirilmesi olduk¢a onemlidir [32]. Temel saglik tedavisi olarak bitkilerin bolgesel kullanimi1
farmakolojik 6zelliklerinden ileri gelmektedir. Cogu bitki ekstresi etkinligini metabolitlerinin
varligina bor¢ludur. Bu metabolitler genellikle bitkilerin kok, yaprak, siirgiin ve kabuk gibi
cesitli kisimlarinda bulunmaktadir. Tibbi bitkilerin peptitler, doymamis uzun zincirli yag
asitleri, aldehitler, alkaloitler, esansiyel yaglar ve fenolik bilesenler i¢erdigi farkli ¢alismalar ile
ortaya konulmustur. Bu bilesenler viriis, mantar ve bakteriler dahil insan ve hayvan
patojenlerine karsi uygulanan tedavilerde oldukga etkindirler [33]. Bu nedenle, bitkilerin gogu
onemli ilaglarin kaynagi haline gelmistir. Boylece ilag endiistrisi sentetik ilaglarin
hazirlanmasinda kullanilabilen biyoaktif ajanlarin bir kaynagi ve/veya modeli olarak geleneksel

tiptan etkin bir sekilde faydalanmaktadir [34].

Dogal iiriinler ve dogal {irlinlerden elde edilen ilaglar viral ve bakteriyel enfeksiyon, kanser ve
immiinolojik bozukluklar olarak kategorize edilen insan hastaliklarinin %87’sinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Diinyada recetelendirilen ilaglarin yaklasik olarak %25°1 bitkisel orijinli olup
3.000°den fazla bitki tiirliniin ise antikanser Ozelliklerinin oldugu bildirilmistir [35].
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“Paclitaxel”, “vinblastine”, “irinotecan”, “topotecan”, “etoposide” ve “combretastatin” gibi

klinik 6neme sahip ilaglar bitkilerden elde edilmistir.

Antikanser ilaglar, kanser hiicreleri disinda normal hiicreleri hedef alan ¢esitli mekanizmalarla
etkili olabilirler. Bununla birlikte, ¢ogu antikanser ilaglarin birincil hedefi tiimor hiicreleridir.
Taxus brevifolia bitkisinden elde edilen terpenoit ve “paclitaxel” apoptoz yolu ile hiicre
Olimiinii tetiklerken, “vincristine” (Oncovin), “vinorelbine” (Navelbine) ve “teniposide”

(Vumon) dogrudan tiimor hiicreleri iizerinde etkilidirler [5]. Son yillarda tibbi bitkiler ve



bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerindeki ¢alismalar, tibbi bitkilere olan ilgiyi tekrar
lizerine toplamistir. Bunun baslica sebepleri arasinda; bitkilerin kolay ve ucuz tedavi olanagi
saglamasi, sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen ve kullanilmaya baslandiktan sonra
anlagilan yan etkilerine gore bitkisel ilaclarin yan etkilerinin daha az olmasi, sentetik
bilesiklerin genellikle tek bir etkiye sahip olmasina karsin bitkisel ilaglarin birkag etkiye birden
sahip olmas1 sayilabilir. Dogal olmalar1 nedeniyle insan viicudu tarafindan kolayca kabul
edilen, arzu edilmeyen yan etkileri ya da zararlar1 yillarin deneyimiyle iyi bilinen, icermis
olduklar1 etken maddelerin yapilarinin aydinlatilmasiyla, ayni etkiyi gosterebilecek birgok
sentetik ilag icin model olarak kullanilabilen bitkisel materyaller halen modern tibbin
vazgecilemez unsurlarindandir. Ayrica iyi degerlendirildiklerinde {ilkeler i¢in biiylik bir

ekonomik potansiyel kaynaklaridirlar [36; 2].

Tiirkiye biiyiik bir halk tibb1 bilgisine ve zengin bir floraya sahiptir, bu nedenle ilgili ¢alismalar
icin potansiyel bir kaynak sunmaktadir. Bitki ¢esitligi anlaminda en zengin iilkelerden birisi
Tirkiye’dir. Smurlart dahilinde yaklasik 10.500 tiir tanimlanmis olup bunlarin %30’u
endemiktir [29]. Bir yerin gevresel 6neminin ortaya konulmasinda endemizm o6nemli bir
belirleyicidir. Diger Avrupa iilkeleriyle kiyaslandiginda Tiirkiye’deki endemizm orani oldukga
yiiksektir. Tiirkiye’deki geleneksel tip ¢aligmalari Cumhuriyetin kurulusundan (1923) bu yana
ilerleyerek devam etmistir [36; 29]. Gilinimiizde kirsal alanlarda yasayan insanlarin biiyiik bir
cogunlugu geleneksel olarak besin ve tedavi amacglh bitkileri kullanmaktadir. Son yillarda,
tedavi amacgli kullanilan bitkilerin geleneksel kullanimlar1 Tirkiye’de de arastiricilarin

dikkatini ¢ekmistir [29].

Caligmamizda, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik olan toplam 8 bitkiye ait bilgiler Tablo 2.1°de

bitkilerin genel goriiniimleri ise Sekil 2.1-8’de verilmektedir.



Tablo 2.1: Bu ¢alismada in vitro sitotoksik aktiviteleri degerlendirilen bitkiler.

. - Ornek Bitkinin Toplanilan

Kod Botanik Adi Aile No Kullamlan Kism Bolge

u1 f\:ﬂraBt?eebgus orientalis Pall. ex | oo ceae 98194 | Yapraklar Mersin
Centaurea kilaea Toprak Ustii o

U2 Boiss.(endemik) Asteraceae 68296 lastmlar Tekirdag

y3 | Centaurea hermannii Asteraceae  |80922 | oprak usti Kirklareli
F.Herm. (endemik) kisimlari

U4 Crataegus monogyna Rosaceae 109080 | Yapraklar Tekirdag
Jacq.subsp. monogyna

U5 Kltalbe!la balansae Boiss. Malvaceae 115453 | Yaprak ve ¢i¢ekler | Kahramanmarag
(endemik)

U6 | Crataegus pontica Rosaceae - Yapraklar -

U7 | Plantago lanceolata L. Plantaginaceae | 106794 | Yapraklar Edirne

U8 | Centaurea behen L. Asteraceae 98997 Jlopral Ly Malatya

kisimlar1

2.2.1. Crataegus orientalis, C. monogyna ve C. pontica

Crataegus, ali¢ olarak bilinmektedir ve Rosaceae ailesine aittir. Bu bitki, diinyanin iliman
kuzey bolgesinde genis yayilim gosterir. 280 tiirii ile en cok Dogu Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da bulunur. Bu tez kapsaminda, kullanilacak olan C.orientalis Akdeniz Bolgesi,
Tiirkiye, Kirim ve Bat1 Iran’da bulunur. Meyveleri turuncu ya da kirmizinin farkli tonlarindadir
[37; 38; 39]. Crataegus cinsleri ¢ok yiiksek miktarda flavonoid benzeri yapilar igerirler ve bu
kiiglik molekiiller sayesinde ¢ok c¢esitli biyolojik aktiviteler gosterirler. C. laevigata ve C.
monogyna bitkileri soguk ve kuraklik stresine maruz birakildiklar1 zaman bu bitkilerden elde
edilen ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin de arttig1 rapor edilmistir [40]. Baska bir
calismada, Crataegus aronia’nin da Oonemli derecede antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir [41]. Crataegus monogyna, tiiriine ait ekstrelerin ayni zamanda antimikrobiyal

ve antienflamatuar etkilerinin de oldugu gésterilmistir [42].

Crataegus genusuna ait bitkiler ¢ok ¢esitli biyoaktiviteler gosterseler de Crataegus orientalis
Crataegus monogyna ve Crataegus pontica tiirlerinin antikanser aktiviteleri ile ilgili literatiir

taramalarin da ¢ok fazla bilgi yer almamaktadir.



Sekil 2.1: Crataegus orientalis tiirline ait meyve ve yaprak goriintiisii [43].

Sekil 2.2: Crataegus monogyna tiiriine ait meyve ve yaprak goriintiisii [44].



Sekil 2.3: Crataegus pontica tiirline ait meyve ve yaprak goriintiisii [45].

2.2.2. Centaurea kilaea, C. hermannii ve C. behen

Centaurea genusu Tiirkiye’de en yaygin olarak bulunan genuslardan bir tanesidir [46]. Yabani
tiir olarak yetisen 205 taksonu bulunmaktadir [47; 48]. Centaurea genusu flavonoid, terpen ve
laktonlar agisindan oldukc¢a zengin bir icerige sahiptir. Geleneksel halk tibbinda bu genusa ait
bitkiler yiiksek atesin tedavisinde, karaciger ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde, antidiyabetik
olarak kullanilmaktadir [36; 49]. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda Centaurea genusuna

ait 3 tiir kullanilmstir.

Centaurea kilaea, yaklagik bir metre boyuna kadar uzayabilen, kumlu sahil ve kumsal tepesinde
yetisen bir bitkidir. Genellikle deniz seviyesinde yetisir. Tiirkiye’ye ait endemik bir tiirdiir ve
halk arasinda Kilyos diigmesi olarak bilinir. Ciceklenme zaman1 Haziran-Agustos arasinda olan

bu bitki Diizce, Istanbul, Kirklareli ve Sakarya cevresinde yetisir [50].

Centaurea hermannii, Catalca peygember ¢icegi olarak bilinmektedir. Tiirkiye’ye endemik
olan ¢ok yillik bir tiirdiir. Yalnizca Marmara bolgesinde yetisir, maki topluluklarinda ya da
mese ormanlarinda rastlanir. Taban yapraklar1 parcali ve dik govdeli, turuncu ¢igekleri vardir.

Centaurea hermannii, kullanilarak yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugu ekstre igeriginin
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aydinlatilmasina yonelik yapilan caligmalardir. Bu baglamda yapilan calismada, ekstre

iceriginin yiiksek oranda B-sitosterol, a-amyrin gibi maddeleri igerdigi tespit edilmistir [51].

Centaurea behen yaklasik bir metreye kadar uzayabilen, dik gévdeli, dikensiz, sar1 gigeklere
sahip ve genis yaprakli ¢cok yillik otsu bir bitkidir. Ciceklenme donemi Haziran-Agustos
donemidir. Filistin, Liibnan, Kuzey Irak, Kuzeybati ve Kuzey Iran’dan Tiirkiye’de Dogu
Anadolu’ya kadar genis bir cografyada yayilis gostermektedir. Genellikle 340-1730 metre aras1
yiikseltide ve kayalik yamaglarda, meralarda ve kumlu-tash alanlarda goriiliir. Yem degeri

olmayan bir bitki olup istilaci bitki sinifinda yer alir [52].

Centaurea behen’in kokleri eski yillardan beri Hindistan’da bitkisel ila¢ yapiminda da
kullanilmaktadir. Bu bitkinin kokleri ile yapilan bir c¢alismada CCls'iin indiikledigi
hepatoseliiler hasara karsi doza bagimli bir koruma saglayabildigi gosterilmis ve bunun da
karaciger hasarina kars1 etkili bir antioksidan etkiden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir [53].
Ayrica farkli galigmalarda koklerinden hazirlanan etanol ekstresinin antioksidan [54], tim
bitkiden hazirlanan metanol ekstresinin antioksidan [55], antibakteriyel [56; 57], antifungal

[57], antianjiyogenik [58] aktiviteleri oldugu bildirilmistir.

Sekil 2.4: Centaurea kilaea tiiriine ait ¢igek goriintiisii [59].
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Sekil 2.5: Centaurea hermannii tiiriine ait ¢gigek goriintiisii [60].

Sekil 2.6: Centaurea behen tiiriine ait ¢igek goriintisii [61].
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2.2.3. Kitaibelia balansae

Kitaibelia cinsinin Tiirkiye’de bulunan tek tiiri Kitaibelia balansae’dir. Cok yillik karasal bir
otsu bitki olan Kitaibelia balansae uzun ve dallanmis govdeye sahiptir. Her dal iizerinde bir
tane pembe renkte c¢icek bulunmaktadir. Haziran-Eylil aylart arasinda ¢iceklenme
gerceklestirmektedir. Kokleri yaklagik 100-150 ¢cm uzunlugunda olabilmektedir. Kitaibelia
balansae 1100-1900 m arasindaki yiiksekliklerde dogal olarak goriillmektedir. Mersin
Giilekbogazi’ndan 1855 yilinda ilk defa Balansa tarafindan toplanmistir [62].

Kitaibelia balansae ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir yiiksek lisans tez
calismasinda (2015) bu bitkinin ucucu yaglariin ve biyolojik aktif bilesiklerinin taramasi
yapilmistir. Calisma sonucunda antiinflamatuar ve antioksidan etkisi olan hiperisin,
antidepresan etkisi olan hiperforin, antiviral etkileri olan likokalkon, antimikrobiyal,
antioksidan ve antidiyabetik etkileri olan mangiferin gibi dnemli molekiiller rapor edilmistir
[63]. Yapilan bir diger calismada ise yaprak, cicek ve govdeden elde edilen ekstrelerin
antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Cicek ve govdeden yapilan ekstrelerde

antimikrobiyal aktivite goriiliirken, yaprak ekstresinde hangi bir aktivite gériilmemistir [64].

Sekil 2.7: Kitaibelia balansae tiiriine ait ¢i¢ek goriintiisi [65].
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2.2.4. Plantago lanceolata

Plantago lanceolata (Dar yaprakl: sinirli ot) gévdesi yuvarlak, yapraklari kisa sapli ve paralel
damarli, ¢ok yillik karasal otsu bitkidir. Cigekleri uzun sapin ucunda basak sekilde bulunur.
Nisan-Agustos arasi ¢igek agar. Avrasya'ya 6zgii bir bitki olmasina ragmen Kuzey Amerika ve
diinyanin birgok yerinde uygun yasam alanlarinda goriilmektedir. Geleneksel tipta Plantago
lanceolanta’nin bazi kisimlari, idrar soktiiriicii, antienflamatuvar, antibakteriyel, deri ve
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi rapor edilmektedir [66; 67]. Plantago

lanceolata hayvanlarin beslenmesinde de 6nemli bir yere sahiptir [68].

Plantago lanceolata’nin yapraklarindan yapilan analizlerde birkag aktif molekiil izole
edilmistir. Bu molekiiller laksatif ve diiiretik etkisi olan aucubin, asperuloside, catalpol;
antienflamatuvar etkiye sahip olan apigenin, 7-O-glukosit ve skutellareindir [69]. Plantago
lanceolata’dan hazirlanan ekstreler ile yapilan ¢alismalarda bir¢ok biyolojik aktivite ortaya
konmustur. Bitkinin toprak {istii kismi ile yapilan caligmalarda bronsiyal nezle, farenksin
mukoz membranindaki inflamasyonun ve agiz-bogaz hastaliklarnin tedavisinde kullanildigi
rapor edilmektedir [70; 71]. Plantago lanceolata’nin metanol ekstresi ile insan renal
adenokarsinoma (TK-10), meme adenokarsinoma (MCF-7) ve melanomu (UACC-62) hiicre
hatlar1 izerinde yapilan ¢alismada, bu kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Bitkinin antikanser etkisinin sahip oldugu luteolin-7-O-B-glukozit flavonoide bagl
oldugunu bildirilmistir [72]. Plantago lanceolata’nin su ekstresinin gii¢lii bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [73]. Ayrica bitkinin yaprak kisimlarinda bulunan
polisakkaritlerin, makrofajlar1 aktive ederek immun diizenleyici etkilerinin oldugu rapor

edilmistir [74].
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Sekil 2.8: Plantago lanceolata tiiriine ait ¢igek goriintiisii [75].

Bu c¢aligmada, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik olan toplam 8 bitki ekstresinin normal transforme
hiicre hatti (Vero) ve serviks kanser hiicre hatti (HeLa) iizerindeki sitotoksik etkilerini
mitokondriyal dehidrogenaz aktivite testi (MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-11)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir), xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz (RTCA) DP Sistemi ile
hiicre indeksi degerlerinin belirlenmesi, hiicre ¢ogalmasii takip eden Karboksi Floresein
Suksinimidil Ester (CFSE) boyama yontemi ve DNA miktarini 6lgen propidium iyodiir (PI)
boyama yontemi ile ortaya koyarak bitkilerin antikanser aktivite potansiyellerinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELERIN HAZIRLANMASI
3.1.1. Stok EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) Hazirlanmasi

9,5 gram toz EMEM tartildi. 100 mL distile su i¢inde iyice ¢oziiniinceye kadar karistirildi. 0,22
um’lik filtreden gegirilerek steril edildi. +4°C’de saklandi.

Stok EMEM’den 200 mL besiyeri hazirlamak i¢in, 20 mL stok besiyeri, 20 mL 1s1 ile inaktive
edilmis fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), 2 mL antibiyotik-antimikotik karigimi
[(penisilin (100 U/mL), streptomisin (100 pg/mL), amphoterisin B (0,25 pg/mL)], 2 mL
sodyumbikarbonat (NaHCOz3) ve 156 mL steril distile su eklendi ve nazikg¢e karistirildi.
+4°C’de saklandi.

3.1.2. Dulbecco's Phosphate-buffered Saline (DPBS) Hazirlanmasi

9,55 g toz halindeki DPBS 1 L distile suda ¢ozdiiriildii. 121°C’de 1,2 atm basing altinda 15
dakika otoklavlanarak steril edildi.

3.1.3. Tripsin Hazirlanmasi

70 mL steril DPBS igine 0,2 g tripsin ve 0,04 g etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) eklendi
ve karisim 100 mL’ye tamamlandi. Ultrasonik su banyosu yardimiyla ¢ozdiiriildi. 0,22 pm’lik
filtreden gegirilerek steril edildi. Kullanim kolayligi a¢isindan mikro santrifiij tiiplerine

boliiniip, -20°C de saklandi.
3.1.4. Sodyum Bikarbonat (NaHCOz3) Hazirlanmasi

%5’lik NaHCO3 hazirlamak i¢in 2,5 g sodyum bikarbonat tartildi ve hacim 50 mL’ye
tamamlandi. 121°C’de 1,2 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

3.1.5. MTT(3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Hazirlanmasi

Mililitrede 5 mg olacak sekilde 200 mL hazirlamak i¢in, 1 g MTT, 200 mL PBS’de ultrasonik
su banyosu yardimiyla ¢ozdiiriildii. 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edildi. 15 mL’lik

santrifiyj tiiplerine boliindii ve aliiminyum folyo ile sarilip -20°C’de saklandi.



16

3.1.6. CFDA, SE (Karboksi Floresein Diasetat Suksinimidil Ester) Hazirlanmasi

1 flakon CFDA, SE iizerine firmanin talimatlar1 dogrultusunda 18 pL steril dimetil siilfoksit
(DMSO) eklendi. Nazikge pipetaj islemi yapildi. +4°C’de saklandi.

3.2. BITKILERIN ELDESi VE EKSTRELERIN HAZIRLANMASI

Bu tezde kullanilan bitkilerin toplanmasi, metanolik ekstrelerinin hazirlanmasi 1.U. Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dalinda gerceklestirilmis olup, ekstreler Dog. Dr. Caglayan
GURER’den temin edildi.

Kurutulmus bitki materyalleri (Crataegus orientalis Pall. ex M.Bieb., Centaurea kilaea Boiss.,
Centaurea hermannii F.Herm., Crataegus monogyna Jacg.subsp. monogyna, Kitaibelia
balansae Boiss., Plantago lanceolata L., Centaurea behen L.) oda sicakliginda metanol (% 95)
ile perkole edildi. Metanol ekstreleri 40 ile 50°C’de kuruyana kadar doner evaporatorde
bekletildi. Daha sonra metanol ekstreleri 72 saat -80 °C’de bekletilip donduruldu ve bu siire
sonunda liyofilizasyon ile ¢oziicli olan metanol ucurularak kuru ekstreler haline getirildi.
Toplam ekstre miktarlar1 hassas terazide tartilarak belirlendi ve her biri ayr1 bir deney tiipiine

aktarilip karanlikta +4 °C’de muhafaza edildi.

Tiim ekstrelerin stok konsantrasyonlari 10 mg/mL olacak sekilde vorteks ve ultrasonikator ile
su i¢inde tam olarak ¢oziinmeleri saglandi. Ana stoklar 0,45 pm c¢apindaki filtrelerden
gecirilerek steril hale getirildi. Hazirlanan ekstre ana stoklar1 (10 mg/mL) Eagle’s Minimum
Essential Medium (EMEM) besiyerleri ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlandi ve

kiltiir ortamlarina aktarildi.
3.3. HUCRE HATLARI

Hazirlanan ekstrelerin in vitro antikanser aktivite potansiyellerini belirlemek amaciyla
deneylerimizde normal transforme hiicre hatti olan Vero [Afrika Yesil Maymun (Cercopithecus
aethiops) bobrek fibroblast hiicre hatti] ve kanser hiicre hatti1 olan HeLa (1951 yilinda insan
serviks karsinomundan elde edilmis epitel hiicre hatt1) hiicreleri kullanildi. Hiicrelerin

devamliligini saglamak icin, haftada 2 defa pasajlama islemi yapildi.
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Sekil 3.2: HeLa hiicrelerinin 48. saat sonunda tek tabaka goriintiisii (100x optik biiylitme).
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3.3.1. Hiicre Hatlarinin Sivi Azottan Ac¢ilmasi

HeLa ve Vero hiicreleri sivi azottan alindiktan sonra 37°C’de su banyosunda ¢ozdiiriildii. 15
mL’lik santrifiij tiiplerinde 5 mL besiyeri lizerine 1 mL ¢6zlinmiis hiicre eklendi. 5 dakika 1200
devir/dakika’da santrifiij edildikten sonra iist siv1 atildi. 5 mL besiyeri ile pipetaj yapilarak
kiiltiir kabina alind1. 37°C ve %5 COz igeren inkiibatore konuldu. Sivi azottan ¢ikarilan hiicreler,
yeniden gegerli morfolojilerini gostermeleri ve standart bliyiime egrilerine ulasmalari igin

deneylere bagslamadan 6nce 4 kez pasajlandi (alt kiiltiirleme). Daha sonra deneylerde kullanildu.
3.3.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Devamliliginin Saglanmasi

Tam tabaka olusturmus HeLa ve Vero hiicrelerinin (monolayer) devamliliklarinin saglanmasi
icin yeni kiiltiir ortamina aktarilmasi (pasaji) gerekmektedir. Bu amacla, dncelikle hiicrelerin
tizerindeki besiyerleri uzaklagtirildi. Hiicreler, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
ile i¢ kez yikand1 ve Tripsin/EDTA enzim ¢ozeltisi (kalsiyum ve magnezyum icermeyen DPBS
icerisinde hazirlanmis %0,2 Tripsin ve %0,04 EDTA ¢ozeltisi ile 3-5 dakika siireyle 37°C’de
inkiibe edildi. Tutundugu yiizeyden ayrilan hiicrelerin iizerine antibiyotik-antimikotik karigimi
ve 1s1ile inaktive edilmis %10 FBS iceren taze EMEM eklendi ve hiicreler 1500 devir/dakikada,
5 dakika siireyle santrifiij edilerek toplandi ve ardindan taze EMEM ile hiicreler yeniden
siispanse edildi. Hiicreler hemositometrede sayilarak, yaklasik 2x10* hiicre/cm? olacak sekilde
yeni kiiltlir ortamlarina aktarildilar. Daha sonra kiiltiir kaplar1 %90°dan fazla bagil nem ve %5
CO; saglayan 37°C’lik etiive (Heraus B-5060 EK/CO3) kaldirildilar. Ayn1 islemler ortalama

haftada iki kez tekrarlanarak hiicrelerin devamliliklar1 saglandi.
3.3.3. Hiicre Hatlarimin Dondurularak Saklanmasi

Ayrica kiiltirde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler erken pasajlarinda iken
dondurularak saklandi. Bu amagla logaritmik fazdaki hiicreler tripsinize edildikten sonra
santrifiijlenerek toplandilar. %45 FBS, %10 DMSO ve %45 EMEM iceren saklama ortamina
1x107 hiicre/mL olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklar1 kademeli olarak donduruldu (-80°C ve
-196°C).
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3.4. EKSTRELERIN HUCRE HATLARININ COGALMASI UZERINE ETKIiLERIi
3.4.1. Sitotoksisite Analiz Testleri

Tez kapsaminda kullanilan bitkisel ekstrelerin Vero ve Hela hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek i¢in kolorimetrik bir yontem olan MTT [76] yontemi ve ger¢ek zamanli

hiicre 6l¢iimii ile sitotoksisiteyi belirleyen xCELLigence yontemleri kullanildi [77].
3.4.2. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Yontemi

MTT kolorimetrik yontemi, canli hiicrelerin sart MTT yi mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi
ile suda ¢oziinmeyen koyu kahverengi formazan kristalleri sekline ¢cevirmesi ve bu kristallerin
de DMSO ile ¢oziindiiriilerek canlilikla dogru orantili olarak olusan rengin spektrofotometrede

540 nm dalga boyunda 6l¢iimii temeline dayanir.

Bu dogrultuda, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 2x10° hiicre/mL’lik hiicre (Vero ve Hela)
stogundan 100 pL/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi yapildiktan sonra 18 saat siireyle
karbondioksitli etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodundan sonra ortamdan besiyerleri
uzaklastirllmadan kuyulara degisik konsantrasyonlarda ekstre igeren ve igermeyen (kontrol)
besiyerleri 100 pL olarak eklendi. Kiiltiir kaplarinin etiivde 48 saatlik inkiibasyonundan sonra
kuyulardaki EMEM besiyerleri uzaklastirildi ve kuyulara (30 pL/kuyu) MTT eklendi ve 3 saat
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodunun sonunda her kuyuya 150 L. DMSO eklendi ve
kiiltiir kaplar1 30 dakika olusan formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in karistirildi. Daha sonra
olusan renk 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢iildii. Absorbsiyon degerlerinden
kontrole gore karsilastirilarak % cinsinden hiicrelerin canlilik ve inhibisyon degerleri agagidaki

formiillere gore hesaplanarak belirlendi (Denklem 3.1 ve 3.2).
% Canlilik = (Ornek absorbansi / Kontrol absorbansi) x 100 Denklem (3.1)
% Inhibisyon = (1- (Ornek absorbans1 / Kontrol absorbanst)) x 100 Denklem (3.2)

Ekstrelerin Vero ve HeLa hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini ortaya koymak i¢in hesaplanan %
inhibisyon degerleri ile ¢izilen grafikten ICso (Hiicrelerin %50’sinin 6liimiine neden olan
pg/mL cinsinden ekstre konsantrasyonu) degerleri belirlendi. Her iki hiicre hatti i¢in elde edilen

ICs0 degerleri ile her bir metanolik bitki ekstresinin segicilik indeksi (Selectivity Index; SI =
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ICs0 Vero hiicresi / ICso HeLa hiicresi) degeri de belirlendi. Tiim deneyler en az 3 tekrarli olarak

gergeklestirildi.

3.4.3. xCELLigence Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz (RTCA) DP Sistemi ile Hiicre

Indeksi Degerlerinin Belirlenmesi

xCELLigence, gercek zamanli hiicre analiz cihazi (RTCA), altin elektrotlardan olusan 6zel bir
yiizey iizerine hiicrelerin tutunmasi ve artan tutunmaya baglh olarak, bu elektrotlardan gecen
mikro akim miktarindaki azalmay1 6lgerek ger¢ek zamanl olarak hiicre canliligini 6lgmeyi

saglamaktadir [78].

RTCA Kontrol Unitesi RTCA Analiz Unitest

Altin kapl E-plate'in goriinimi

Sekil 3.3: xCelligence cihazi ve kullanilan altin kapli kiiltiir kaplarinin ytizeyi [78].

Bu dogrultuda, E-plate ad1 verilen 16 kuyucuklu 6zel kiiltiir kaplarmin her bir kuyusuna 50 pL
besiyeri eklendi, daha sonra E-plate xCELLigence istasyonuna yerlestirildi ve arka plan
empedansi 6l¢iildii. Bu dlgiimden sonra, her bir kuyuya 1.6 x 10° hiicre/mL hiicre stogundan 50
pL eklendi. Hiicreler 18 saat siireyle karbondioksitli etiivde inkiibe edildi. 18 saat sonunda,
hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine degisik konsantrasyonlarda
bitki ekstrelerini iceren ve icermeyen 100 pL taze besi yeri eklendi ve karbondioksitli etiivde
48 saat inkiibe edildi. RTCA 2.0 yazilimi kullanilarak 15 dakikalik periyotlar ile her bir
kuyudaki empedansa bagli olan hiicre indeksi 6l¢iildii. Deney sonunda, RTCA 2.0 yazilimi
kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki hiicre indeksi (cell index) degisimleri analiz edildi ve

ICs0 hesaplamasi yapildi.
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Sekil 3.4: XCELLigence ile yapilan Ol¢iimlerde hiicre artisina bagli olarak olciilen hiicre indeksi
degerleri [78].

3.4.4. Hiicre Generasyonu ve Hiicre Siklusu Analiz Testleri

Tez kapsaminda kullanilan bitkisel materyalin Vero ve HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisi MTT ve xCELLigence yontemiyle belirlendikten sonra hiicre generasyonunu belirlemek
igin florimetrik bir yéntem olan CFSE yontemi, hiicre siklusu analizi i¢in ise Propidium Iyodiir

(PT) boyama yontemi kullanildi [79].
3.4.5. Hiicre Generayonunun CFSE Yontemiyle Belirlenmesi

Karboksi Floresein Suksinimidil Ester (CFSE) yontemi, hiicre generasyonun takibi igin
kullanilan floresan bir yontemdir. Karboksi Floresein Diasetat Suksinimidil Ester (CFDA, SE)
hiicre i¢ine girmeden dnce floresan olmayan bir boyadir. Hiicre i¢ine girdikten sonra, hiicre i¢i
esterazlar tarafindan asetat gruplar1 kesilir bunun sonucunda karboksi floresein molekiiliiniin
membran gecirgenligi engellenir ve floresan 6zellik kazanir. Suksinimidil ester grubu ise hiicre
ici serbest amin gruplarina baglanir ve her bir mitoz boliinmede sonraki nesillere miktari

azalarak aktarilan Karboksi Floresein Suksinimidil Ester (CFSE) halini alir [80].
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Bu hiicre i¢indeki azalma, hiicre basina diisen emisyon miktarinin da azalmasina yol agarak

Akan Hiicre Olger analiz programlarina yansir [81].
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Sekil 3.5: CFSE yogunlugu ve boliinme sayist iligkisini gosteren grafik ve histogram [82].

Hiicre nesillerini takip etme amaciyla, hiicreler tripsinle tutunduklar1 yiizeyden kaldirildi,
tizerlerine 5 mL EMEM besiyeri eklendi. 1800 devir/dakika santrifiij yapilarak hiicreler
¢oktiiriildii. Ust faz atilds, iizerlerine 1 mL besiyeri eklenerek hiicreler tekrar siispanse edildi ve
hemositometri yardimiyla sayildi ve en fazla hiicre sayis1 2 x 107 hiicre olacak sekilde 1 mL
besiyerinde tekrar seyreltildi. Bu hiicre siispansiyonun igerisine, daha énceden hazirlanmig olan
CFDA, SE 1 pL olarak karanlik ortamda eklendi ve nazik¢e pipetaj yapilarak hiicre
siispansiyonu karistirildi. 6 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra, fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 5 mL serumlu besiyeri eklenerek nazikge pipetaj yapilip
1800 devir/dakikada santrifiij yapildi ve list faz atildi. Bu basamak 2 kez tekrarlandi. 2.
santrifiijjden sonra hiicreler siispanse edildi ve hemositometri yardimiyla sayildi. 2 x 10°
hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina
kuyu basina 500 pL olacak sekilde ekildi. Hiicreler 18 saat siireyle karbondioksitli etiivde
inkiibe edildi. 18 saat sonunda, hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirilmadan degisik

konsantrasyonlarda bitki ekstrelerini igeren ve icermeyen 500 pL taze besi yeri eklendi ve
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karbondioksitli etiivde 24 ve 48 saat siireyle inkiibe edildi. 24. ve 48. saatin sonunda hiicreler,
eksitasyon/emisyon dalgaboyu 495 nm / 517 nm olacak sekilde BD FACS Akan Hiicre Olger
cihazinda 6l¢iildii. Konsantrasyonlara gore hiicre basina diisen ortalama emisyon degerinde

meydana gelen degisime gore analiz islemi yapildi. Elde edilen veriler FlowJo ve Modfit

programi ile analiz edildi.

=

.;
o |
o
Lo
R
E
s To0 T 3
A =
v ?]
I
s B
I

1
— 3
— i
— L
o0 TR T2 L] Tos
CEFSE FLOTESATL oo o e e e

Sekil 3.6: Hiicre boliinmeleri ile CFSE miktarindaki azalmay1 gosteren histogram A) Uyarilmamis
splenosit kiiltiirii B) anti-CD3 ile uyarilmis splenosit kiiltiiriinde meydana gelen degisim [83].

3.4.6. Propidium Iyodiir (PI) Boyama ile Hiicre Siklusu Analizi

Propidium Iyodiir (PI) DNA ve RNA farki gdzetmeksizin niikleik asitlere baglanan floresan bir

boyadir. Akan Hiicre Olger’nin kirmizi floresan kanalinda 6lgiiliir ve hiicrelerin sahip oldugu

DNA miktarinit histogram seklinde verir [84].
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Sekil 3.7: PI floresan emisyonuna gore hiicre dongiistiniin boliimlerini gosteren histogram [85].

Hiicre déngiisiinii PI ile analiz edebilmek icin, hiicreler dncelikle 24 kuyucuklu plakalara 10°
hiicre/mL olacak sekilde 1 mL ekildi. 24 saat %5 CO2 varliginda inkiibe edildi. 24 saat sonunda,
degisen konsantrasyonlarda ekstreler uygulandi ve 48 saat tekrar inkiibasyona birakildi. 48.
saatin sonunda hiicreler, PBS ile 2 defa yikand1 ve tripsin ile yiizeyden kaldirildi. Uzerlerine
besiyeri eklendi ve santrifiij ile hiicreler ¢okertildi. Coken hiicreler, 2 mL %70 soguk etanol ile
vortekslendi ve 4°C’de 30 dakika fikse olmalari i¢in bekletildi. 30 dk sonrasinda 4 mL PBS
nazikge pipetaj yapilarak eklendi ve hiicreler tekrar santrifiijlendi. Hiicrelerin iizerine 200 pL
baglanma tamponu eklendi sonrasinda 10 uL PI eklenip oda sicakliginda karanlik ortamda 15
dk boyanmas: igin bekletildi. Akan Hiicre Olger’de, 605 nm emisyon olacak sekilde dl¢iim
yapildi. Tiim deneyler 3 tekrar olarak yapildi. Elde edilen veriler FlowJo programu ile analiz

edildi.
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3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Deneylere ait tiim sayisal veriler kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel olarak GraphPad
Prism yazilim programi (GraphPad Prism version 7.0, GraphPad Software, San Diego
California USA, Anonim-c) kullanilarak degerlendirildi. Gruplarin kontrol grubuna gore
anlamliliklar tek yonlii ANOVA ve Dunnett testi ile degerlendirildi. Anlamlilik degeri olarak

P <0.05 seviyesi temel alindi.
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4. BULGULAR

41. MTT (3-(45-DIMETILTIYAZOL-2-11)-2,5-DIFENIL TETRAZOLYUM
BROMUR) YONTEMI iLE HUCRE CANILIGININ BELIRLENMESI

Calismamizda 8 metanolik bitki ekstresinin 6n denemeler sonucunda belirlenen konsantrasyon
degerlerine gore Vero ve HeLa hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik aktivite degerleri ortaya
konulmustur. Konsantrasyonlara kars1 % inhibisyon degerlerine gore hazirlanan grafikler Sekil
4.1-8’de gosterilmektedir. Bu grafiklere ait inhibisyon degerleri Tablo 4.1-8’de verilmistir.
Ayrica her iki hiicre hatti igin grafiklerden hesaplanan ICso (half maximal inhibitory
concentration: hiicrelerin % 50’sinin dliimiine yol agan konsantrasyon) degerlerine ve ICsp
degerlerinden hesaplanan, SI (Vero ICso/HeLa ICso) degerlerine gore hazirlanan sonuglar ise

Tablo 4.9’de verilmektedir.
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Sekil 4.1: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerine Crataegus orientalis ekstresinin etkisi.

Tablo 4.1: Vero ve HeLa hiicrelerinin canliligi {izerine Crataegus orientalis ekstresinin
konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon | % Inhibisyon
(ng/mL) Vero HelLa
10 5,26 5,10
50 4,45 3,83
100 9,62 4,99
250 -4,70 14,66
500 11,44 19,77

Crataegus orientalis ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonuna kadar uygulanan degerlerinin

HeLa ve Vero hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisi saptanmamistir. 250 ve 500 pg/mL

konsantrasyonlari Vero hiicrelerinde proliferatif etki gosterirken, HeLa hiicrelerinde hafif

sitotoksik etki gdstermektedir.
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Sekil 4.2: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig: tizerine Centaurea kilaea ekstresinin etkisi.

Tablo 4.2: Vero ve HelLa hiicrelerinin canliligi iizerine Centaurea kilaea ekstresinin konsantrasyonlara

gore % inhibisyon degisimi.

s@

Konsantrasyon % Inhibisyon | % Inhibisyon
(ng/mL) Vero Hela
10 1,30 2,78
50 8,69 8,40
100 15,37 15,32
250 24,00 24,90
500 45,01 35,29

Centaurea kilaea ekstresinin 500 pg/mL konsantrasyonuna kadar uygulanan degerlerinin HeLa

ve Vero hiicreleri iizerinde etkileri incelendiginde Vero hiicreleri lizerinde daha yliksek

sitotoksik etkisi oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Hela

Il Vero
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Sekil 4.3: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerine Centaurea hermannii ekstresinin etkisi.

Tablo 4.3: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlihigr {izerine Centaurea hermannii ekstresinin
konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon | % Inhibisyon
(ng/mL) Vero Hela
10 5,44 25,09
50 16,21 64,51
100 24,84 77,05
250 45,90 82,68
500 55,75 94,19

Centaurea hermannii ekstresinin 500 pg/mL konsantrasyonuna kadar uygulanan degerleri

incelendiginde, Vero hiicrelerine kiyasla HeLa hiicreleri iizerinde ¢ok daha yiiksek sitotoksik

etkisi oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.4: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerine Crataegus monogyna ekstresinin etkisi.

Tablo 4.4: Vero ve HelLa hiicrelerinin canlih@ {izerine Crataegus monogyna ekstresinin
konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi.

Crataegus monogyna ekstresinin,

Konsantrasyon % Inhibisyon | % Inhibisyon
(ng/mL) Vero HelLa
10 1,71 1,72
50 4,75 7,75
100 -2,05 16,57
250 -16,06 20,19
500 -34,79 23,59
Vero ve Hela hiicreleri {izerine olan etkileri

degerlendirildiginde 50 pg/mL konsantrasyona kadar her iki hiicre hattinda anlamli bir farklilik

olusmamistir. 100 pg/mL konsantrasyondan itibaren Vero hiicre hattinda kansantrasyon artigina

paralel olarak yiiksek mitotik aktivite ortaya ¢ikarken HeLa hiicre hattinda ise konsantrasyon

artigina paralel olarak sitotoksik aktivite ortaya ¢ikmustir.
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Kitaibelia balansae
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Sekil 4.5: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlihigr izerine Kitaibelia balansae ekstresinin etkisi.

Tablo 4.5: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilign {izerine Kitaibelia balansae ekstresinin
konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon | % Inhibisyon
(ng/mL) Vero HelLa
10 5,27 5,28
50 22,72 34,83
100 31,68 40,09
250 60,89 73,80
500 82,57 93,66

Kitaibelia balansae ekstresinin, Vero ve HeLa hiicreleri tizerinde 500 ug/mL konsantrasyonuna

kadar anlaml1 bir farklilik olugturmadig1 ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.6: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig: izerine Crataegus pontica ekstresinin etkisi.

Tablo 4.6: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerine Crataegus pontica ekstresinin konsantrasyonlara
gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon % Inhibisyon
(ng/mL) Vero Hela
10 -4,09 7,01
50 -3,39 17,56
100 -4,98 19,87
250 31,22 30,82
500 58,86 56,14

Crataegus pontica ekstresinin, Vero ve HeLa hiicreleri tizerinde 500 pg/mL konsantrasyonuna

kadar anlaml1 bir farklilik olusturmadig: goriilmektedir.
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Sekil 4.7: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlilig1 tizerine Plantago lanceolata ekstresinin etkisi.

Tablo 4.7: Vero ve HeLa hiicrelerinin canlihigi tizerine Plantago lanceolata ekstresinin
konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon % Inhibisyon
(ng/mL) Vero HelLa
10 6,77 6,43
50 12,19 48,99
100 18,90 57,61
250 41,48 79,26
500 68,92 85,75

Plantago lanceolata ekstresinin, Vero hiicrelerine gére HeLa hiicreleri tizerinde konsantrasyon

artisina paralel olarak hafif diizeyde sitotoksik etki gdsterdigi ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.8: Vero ve HeLa hiicrelerinin canliligi tizerine Centaurea behen ekstresinin etkisi.

Tablo 4.8: Vero ve HeLa hiicrelerinin canliligi izerine Centaurea behen ekstresinin konsantrasyonlara
gore % inhibisyon degisimi.

Konsantrasyon % Inhibisyon % Inhibisyon
(ug/mL) Vero Hela
10 6,16 8,30
50 12,60 6,90
100 18,22 19,79
250 26,83 33,83
500 31,11 61,69

Centaurea behen ekstresinin, Vero hiicrelerine kiyasla Hela hiicreleri iizerinde 500 pg/mL

konsantrasyonuna kadar orta diizeyde sitotoksik etkisi oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Tablo 4.9: Ekstrelerin HeLa ve Vero hiicreleri tizerinde MTT yontemi ile belirlenen ICso (ng/mL) ve
SI degerleri (SI= Vero ICso/HelLa ICsp).

I . Vero I1Csg HelLa ICs
Bitki ekstreleri (ng/mL) (ng/mL) Sl
Crataegus orientalis >500 >500 -
Centaurea kilaea >500 >500 -
Centaurea hermanni 349,8 29,44 11,88
Crataegus monogyna >500 >500 -
Kitaibelia balansae 165 106 1,55
Crataegus pontica 404 470 0,85
Plantago lanceolata 296,4 66,98 4,3
Centaurea behen >500 371 >1,3

MTT yontemi ile belirlenen, ICso degerleri kullanilarak olusturulan SI degerleri goz Oniine
alindiginda (SI degeri > 2’den biiyiik olan ajanlarin potansiyel antikanserojen aday olabilecegi
gerceginden) en yiiksek SI degerinin (11,88) Centaurea hermannii bitki ekstresi, daha sonra
Plantago lanceolata bitki ekstresi (4,3) oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Crataegus orientalis ve C.
monogyna’ya ait SI degerleri hesaplanamamakla birlikte, 6zellikle C. monogyna bitki
ekstresinin normal transforme hiicre hatt1 olan Vero hiicrelerinde mitotik aktivite gdsterirken,
kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicrelerinde sitotoksik aktivite gdstermesi bitkinin potansiyel

antikanserojen molekiiller tasiyabilecegi fikrini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.9: 48. saat sonunda ekstre uygulanmamis (kontrol) Vero hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii
(100x optik biiyiitme).

Sekil 4.10: 48. saat sonunda Centaurea hermannii ekstresinin 1Cso konsantrasyonunun (349.8 pg/mL)
uygulandig1 Vero hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii (100x optik biiyiitme).
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Sekil 4.11: 48. saat sonunda ekstre uygulanmamis (kontrol) HeLa hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii
(100x optik biiyiitme).

Sekil 4.12: 48. saat sonunda Centaurea hermannii ekstresinin 1Cso konsantrasyonunun (29.44 pg/mL)
uygulandig1 HeLa hiicrelerine ait mikroskop goriintiisii (100x optik biiyiitme).
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C. hermannii ekstresinin ICso konsantrasyonunun Vero ve HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkileri sonucu ortaya ¢ikan mikroskop goriintiileri (Sekil 4.9-12) inclendiginde MTT sonuglari

ile uyumlu oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

4.2. XCELLIGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZ (RTCA) DP SISTEMI
iLE HUCRE iNDEKSIi DEGERLERININ BELIRLENMESI

MTT analizi sonucunda elde edilen verilere gore ortaya ¢ikan (Tablo 4.9) sonuglara gore en
yiiksek aktiviteye sahip C. hermannii ekstresinin HeLa ve Vero hiicreleri tizerindeki etkileri
xCELLigence hiicre analiz sistemi ile de ortaya konmustur. Bu analizden elde edilen verilere
ait sonuclar ve bu verilere ait ICso degerleri Sekil 4.13-16’da, ICsp’den elde edilen SI

degerlerine ait veriler ise Tablo 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.13: Centaurea hermannii bitki ekstresinin konsantrasyona bagli olusan Vero hiicrelerine ait
gercek zamanli hiicre indeksi 6l¢iim grafigi.
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Sekil 4.14: Centaurea hermannii bitki ekstresinin konsantrasyona bagli olugsan Vero hiicrelerine ait
gergek zamanl hiicre indeksi verileri (R?: 0,9916).
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Sekil 4.15: Centaurea hermannii bitki ekstresinin konsantrasyona bagli olusan HeLa hiicrelerine ait
gercek zamanli hiicre indeksi 6l¢iim grafigi.
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Sekil 4.16: Centaurea hermannii bitki ekstresinin konsantrasyona bagli olusan HeLa hiicrelerine ait
gercek zamanl hiicre indeksi verileri (R?: 0,9605).

Tablo 4.10: Centaurea hermannii bitki ekstresinin, HeLa ve Vero hiicreleri lizerinde xCELLigence

RTCA yontemi ile belirlenen ICso (ug/mL) ve buna bagl hesaplanan SI degerleri. (SI= Vero ICsp
/ HeLa ICsp).

Bitki ekstresi Vero ICso (ng/mL) HelLa ICso(ng/mL) Sl

Centaurea hermannii 364,98 28,91 12,62

xCELLigence RTCA yontemi ile belirlenen C. hermannii ekstresine ait SI degeri (12,62) daha
once MTT analizi ile belirledigimiz SI degeri ile (11,88) uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.3. HUCRE GENERASYONUNUN CFSE YONTEMIiYLE BELIRLENMESI

MTT ve XCELLigence yontemleri ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda, en
yiiksek aktiviteye sahip Centaurea hermannii ekstresinin Hela hiicrelerinin ikilenme siiresi
tizerindeki etkileri CFSE boyama yontemi kullanilarak ortaya konulmustur (86). 0. 24. ve 48.
saat sonunda Akan Hiicre Olger’den elde edilen verilerin Modfit programlart ile analiz sonuglari
Sekil 4.17-25’te verilmistir. Centaurea hermannii ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis
(kontrol) gruplardaki her bir hiicrenin kaginci generasyonda oldugunun ortalamasini veren
Boliinme Indeksi’ne (BI: Proliferation index) gore hazirlanan sonuglar Tablo 4.11°de

verilmektedir.
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Sekil 4.17: Ekstre uygulanmayan (kontrol) ve CFSE ile boyanan HeLa hiicrelerinin 0. saat Akan Hiicre
Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglari (Mavi: 1. nesil, %99,44; Turuncu: 2. nesil, %0;
Yesil: 3. nesil %0; Pembe: 4. nesil %0).
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Sekil 4.18: Ekstre uygulanmayan (kontrol) ve CFSE ile boyanan HeLa hiicrelerinin 24. saat Akan Hiicre
Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1. nesil, %5,83; Turuncu: 2. nesil,
%83,30; Yesil: 3. nesil %9,06; Pembe: 4. nesil %1,81).
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Sekil 4.19: 5 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan HelLa
hiicrelerinin 24. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %8,12; Turuncu: 2. nesil, %89,98; Yesil: 3. nesil, %2,23; Pembe: 4. nesil, %0,48).
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Sekil 4.20: 25 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan HelLa
hiicrelerinin 24. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %8,72; Turuncu: 2. nesil, %89,28; Yesil: 3. nesil %1,71; Pembe: 4. nesil %0,29).
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Sekil 4.21: 100 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan HelLa
hiicrelerinin 24. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %10,15; Turuncu: 2. nesil, %88,62; Yesil: 3. nesil %0,83; Pembe: 4. nesil %0,21).
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Sekil 4.22: Ekstre uygulanmayan (kontrol) ve CFSE ile boyanan HeLa hiicrelerinin 48. saat Akan Hiicre
Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1. nesil, %2,19; Turuncu: 2. nesil,
9%10,34; Yesil: 3. nesil %86,62; Pembe: 4. nesil %0,85).
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Sekil 4.23: 5 ug/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan HelLa
hiicrelerinin 48. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %3,38; Turuncu: 2. nesil, %40,73; Yesil: 3. nesil %54,49; Pembe: 4. nesil %0,79).
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Sekil 4.24: 25 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan Hela
hiicrelerinin 48. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %4,09; Turuncu: 2. nesil, %76,75; Yesil: 3. nesil %17,67; Pembe: 4. nesil %0,49).
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Sekil 4.25: 100 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan ve CFSE ile boyanan HelLa
hiicrelerinin 48. saat Akan Hiicre Olger verilerinin Modfit programi analiz sonuglar1 (Mavi: 1.
nesil, %6,73; Turuncu: 2. nesil, %74,65; Yesil: 3. nesil %18,28; Mor: 4. nesil %0,34).

Tablo 4.11: Centaurea hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa
hiicrelerinin CFSE boyama ile elde edilen BI (boliinme indeksi) degerleri.

Zaman(Saat)

Centaurea hermannii
Konsantrasyonu (ng/mL)

Bl

0
24
24
24
24
48
48
48
48

Kontrol
Kontrol
5
25
100
Kontrol
5
25
100

2,00
1,87
1,83
1,55
3,43
2,66
2,12
2,05

Centaurea hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa hiicrelerinin

CFSE boyama ile elde edilen sonuglar1 degerlendirildiginde boliinme indeksinin 48. saatte

2’den (kontrol grubu) konsantrasyon artisina paralel olarak 1,55’e dustiigi, 48. saatte ise

3,43’den konsantrasyon artigina paralel olarak 2,05’e diistiigii goriilmektedir.
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4.4. PROPIDIUM iYODUR (PI) BOYAMA ILE HUCRE SIKLUSU ANALIZI

Centaurea hermannii ekstresinin HeLa hiicrelerinin hiicre siklusunun hangi basamagina etki
ettigini belirlemek amaciyla yapilan PI boyama sonucunda elde edilen verilerin, FlowJo
programi ile yapilan analiz sonuglart Sekil 4.26-29°da, bu sonuglara gore hazirlanan

karsilastirma tablosu Tablo 4.12’de verilmektedir.
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Sekil 4.26: Ekstre uygulanmayan (kontrol) HeLa hiicrelerine ait 48. saat hiicre siklusu verileri.
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Sekil 4.27: 5 ng/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan HeLa hiicrelerinin 48. saat hiicre
siklusu verileri.
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Sekil 4.28: 25 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan HeLa hiicrelerinin 48. saat
hiicre siklusu verileri.
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Sekil 4.29: 100 pg/mL konsantrasyonda Centaurea hermannii uygulanan HeLa hiicrelerinin 48. saat
hiicre siklusu verileri.
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Tablo 4.12: Centaurea hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamus (kontrol) HelLa
hiicrelerinin 48. saat hiicre siklusu verileri.

Konsantrasyon

(ug/mL) Go-G1 S G2-M
Kontrol %80,5 %2,28 %13,8
5 %60,8 %7,03 %23,0

25 %55,2 %9,32 %23,6
100 %4,18 %17,8 %51,2

Centaurea hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa hiicrelerinin
48. saat Pl boyama ile elde edilen Akan Hiicre Olger verilerinin FlowJo programi ile hiicre
siklusu analiz degerleri incelendiginde, kontrol grubunun yapilan analizleri sonucu
poptilasyonun %80,5’inin Go-G1 fazinda %2,22°1ik kisminin S fazinda ve %13,8’lik kisminin
ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Spontan olarak meydana gelen pargalanmalarin ise %4
civarinda oldugu hesaplanmistir. ICso konsantrasyonunda (25 pg/mL) , popiilasyonun %55,2’s1
Go-G1 fazinda %9,32°1ik kisminin S fazinda ve %23,6’lik kisminin ise G2-M fazinda oldugu
belirlenmigtir. Hiicrelerin parcalanmasi ile olusan kiiciik boyutlu pargalarin orani ise
%11,89°dir. 100 ng/mL konsantrasyonda ise, popiilasyonun %4,18’1 Go-G1 fazinda, %17,8°1 S
fazinda, %51,2’s1 ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin parcalanmasi ile olusan

kiigiik boyutlu parcalarin orani ise %16,82°dir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde, kanser en ¢ok 6liime neden olan hastaliklar arasinda 2. sirada yer almaktadir. Her
yil, 14 milyon yeni vaka ve 8,2 milyon kanserle iliskili 6lim meydana gelmektedir. Amerika
Ulusal Saglik Enstitlisii (NIH) 2013 yili verilerine gore, kanserin Amerika’ya yillik tedavi
maliyeti 124 milyar dolarin {izerindedir. 2020 yilinda ise bu rakamin 157 milyar dolar
seviyesine ¢ikacagl tahmin edilmektedir [7]. Yine ayni sekilde NIH 1n verilerine gore, bir kisiye

yasam siiresince %38,4 olasilikla kanser teshisi konacaktir [8].

Kansere kars1 olan miicadelede giiniimiizde kullanilan mevcut yaklagimlarin yetersizligi ve bu
tedaviler yiiziinden olusan yan etkiler yeni tedavi yaklagimlari ve farkli molekiillerin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir [87; 88; 89]. Giiniimiizde kullanilan kemoterapi ajanlarinin
biiylik kism1 dogal {iriinlerin yar1 sentetik formlarindan olusmaktadir [90]. Bu dogal {iriinler
icinde, bitkisel metabolitler cok dnemli bir orana sahiptir [91]. Kansere karsi olan savasta yeni
molekiillerin kesfi ve yeni yaklasimlarin gelistirilebilmesi i¢in bu bitkisel metabolitler dogal bir

havuz olusturmaktadir [92].

Sitotoksik yeni bitkisel molekiillerin kesfedilebilmesinin en genel basamagi ise bitkilerden elde
edilen ekstrelerin hiicre hatlar1 tlizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve sitotoksik etki

gosteren ekstrelerin iceriklerinin aydinlatilmasidir [93].

Kanser hiicreleri iizerinde toksik etki gdsteren ekstrelerin, transforme normal hiicre hatlarina
olan etkilerinin aydinlatilmasi ve bitkisel ekstrelerin kanser ve transforme normal hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkilerinin farkliliklarinin gosterilmesi de diger bir 6nemli noktadir.
Giintimiizde klinikte kullanilan kemoterapi ajanlarinin normal hiicreler lizerinde de ciddi toksik
etkileri oldugu diisiiniildiiglinde, transforme normal hiicrelere sitotoksik etkisi diisiik, kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi yliksek ekstrelerin kesfi yeni yaklasimlar gelistirmek i¢in

hayati bir 6neme sahiptir [94].

Calismamizda, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik olan toplam 8 bitki metanol ekstresinin normal
transforme hiicre hatti (Vero) ve serviks kanser hiicre hatti (HeLa) iizerindeki sitotoksik
etkilerini mitokondriyal dehidrogenaz aktivite testi (MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-11)-2,5-
difenil tetrazolyum bromiir), xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz (RTCA) DP Sistemi

ile hiicre indeksi degerlerinin belirlenmesi, hiicre ¢ogalmasini takip eden Karboksi Floresein
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Suksinimidil Ester (CFSE) boyama yontemi ve DNA miktarin1 dlgen propidium iyodiir (PI)
boyama yontemi ile ortaya koyarak bitkilerin antikanser aktivite potansiyellerini

degerlendirmeyi hedefledik.

MTT analiz sonuglar1 incelendiginde ¢alisilan 8 bitkiden Crataegus orientalis ekstresinin 100
ng/mL konsantrasyonuna kadar uygulanan degerlerinin HeLa ve Vero hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkisi saptanmazken, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlari Vero hiicrelerinde
proliferatif etki gosterirken, HeLa hiicrelerinde hafif sitotoksik etki gosterdigi (Tablo 4.1),
Crataegus monogyna ekstresinin ise 100 pg/mL konsantrasyondan itibaren Vero hiicre hattinda
konsantrasyon artigina paralel olarak mitotik aktivite ortaya ¢ikarken HeLa hiicre hattinda ise
konsantrasyon artisina paralel olarak dikkat g¢ekici sitotoksik aktivite gosterdigi ortaya
¢cikmaktadir (Tablo 4.4).

Centaurea hermannii ekstresinin 500 pg/mL konsantrasyonuna kadar uygulanan degerleri
incelendiginde, Vero hiicrelerine kiyasla HeLa hiicreleri iizerinde ¢ok daha yiiksek sitotoksik
etkisi oldugu ve galigilan bitkiler igerisinde en yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip bitki ekstresi
oldugu (Tablo 4.3), Plantago lanceolata ekstresinin de Vero hiicrelerine gore HeLa hiicreleri
tizerinde konsantrasyon artisina paralel olarak orta diizeyde sitotoksik etki gosterdigi ortaya
¢ikmaktadir (Tablo 4.7). MTT analiz sonucuna gore HeLa hiicrelerine kars1 en dikkat ¢ekici
sitotoksik etkinligi ortaya koymus olan C. hermannii bitki ekstresinin sitotoksik etkinligi bir
diger yontem olan xCELLigence RTCA yontemi ile de ortaya konulmustur (Sekil 4.13-16).
Ortaya ¢ikan sonuglar MTT sonuglari ile uyumlu bulunmustur. C. hermannii bitki ekstresinin
MTT yontemi ile belirlenen ICsp degeri Vero i¢in 399,8 ng/mL iken HeLa i¢in 29,44 ng/mL,
xCELLigence yontemi ile belirlenen ICsg degeri Vero igin 364,98 pg/mL iken HeLa igin 28,91
ng/mL olarak ortaya ¢ikmistir.

Gilinlimiizde, kullanim onay1 almis ajanlarin etkinligini ortaya koyan en 6nemli paremetrelerden
bir tanesi yiiksek SI degeri olarak kabul edilmektedir (SI degeri > 2’den biiylik olan ajanlarin
etkin ve potansiyel antikanserojen aday olabilecegi kabul edilmektedir). MTT yontemi ile
belirlenen, ICso degerleri kullanilarak olusturulan SI degerleri goz Oniine alindiginda (Tablo
4.9) en yiiksek SI degerinin (11,88) C. hermannii bitki ekstresi, daha sonra P. lanceolata bitki
ekstresi (4,3) oldugu ortaya c¢ikmaktadir. C. orientalis ve C. monogyna’ya ait SI degerleri
hesaplanamamakla birlikte, 6zellikle C. monogyna bitki ekstresinin normal transforme hiicre

hatt1 olan Vero hiicrelerinde mitotik aktivite gosterirken, kanser hiicre hatti olan HeLa
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hiicrelerinde sitotoksik aktivite gostermesi bitkinin potansiyel antikanserojen molekiiller
tagiyabilecegi fikrini desteklemektedir. Bu bitkilerle ile yapilan c¢alismalarda daha yiiksek
konsantrasyonlar ve/veya fraksiyonlama g¢aligmalar1 sonrasinda ¢ok daha etkin sonuglarin

cikabilecegi beklenebilir.

xCELLigence RTCA yontemi ile belirlenen C. hermannii ekstresine ait SI degeri (12,62)
(Tablo 4.10) daha 6nce MTT analizi ile belirledigimiz SI degeri ile (11,88) uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Literatiir ¢calismalar1 incelendiginde Centaurea genusuna ait ¢ok sayida bitkinin sitotoksik
aktiviteleri ile ilgili ¢aligsmalara rastlanmaktadir. C. bruguierana tiiriine ait metanol ekstresi ile
yapilan bir ¢aligmada, kolon kanseri ve meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilmis ve ¢esitli
fraksiyonlarin yiiksek SI degerleri gosterdigi bulunmustur [95]. C. albonitens tiirii ile yapilan
calismada ise, bu bitkinin metanol ekstresinin, hematolojik kanserler iizerindeki sitotoksik
etkileri saglikli periferik kan hiicreleri ile kiyaslanarak gosterilmistir [96]. C. cyanus tiirii ile
yapilan caligmada ise, bu tiire ait ekstrenin fenolik icerigi aydmlatilmis ve ¢esitli kanser
hiicreleri {izerindeki diisiik sitotoksik etkileri gosterilmistir [97]. C. hermannii ekstresine ait
literatiirde biyolojik aktiviteye ait bir calismaya rastlanmamistir. Bu baglamda ¢alismamizda
ortaya ¢ikan HeLa hiicreleri i¢in yiiksek SI degeri onemli ve Ozgiin bir bulgu olarak

degerlendirilmektedir.

Daha 6nceden yapilan calismalar agikca gostermektedir ki, klinikte yaygin olarak kullanilan
kemoterapi ajanlarindan olan Aktinomisin D’nin SI degeri 13,5 olarak hesaplanmistir [98]. Bir

diger kemoterapi ajan1 olan Cisplatin’in SI degeri ise 2,8 civarinda hesaplanmistir [99].

SI degerinin yani sira, Amerikan Ulusal Kanser Enstitlisii'ne gore, Kanser hiicre hatlari
tizerinde yapilan ¢alismalarda sadece ICso degeri 30 pug/mL konsantrasyondan diisiik olan

bitkisel ekstrelerin ilag gelistirme ¢aligmalart i¢cin daha uygun oldugu bildirilmektedir.

Yiiksek SI degerine (~12) ve diisiik ICso degerine (~29) sahip olan C. hermannii ekstresinin
geleneksel kemoterapotik ilaglarin toksik yan etkileri ve sinirli etkinlikleri géz Oniine

alindiginda yeni ve etkin dogal ajanlar i¢in 6nemli bir kaynak olacagi beklenebilir.

Bir¢ok yayinda, MTT testinin sinirlayici etkileri ele alinmis olup bu etkilerin elimine

edilebilmesi igin farkli metotlarla birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir [100; 101]. Bu
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amagla C. hermannii ekstresinin, MTT analiz sonucu olusan sitotoksik etkilerini
dogrulayabilmek i¢in hiicrelere ait mikroskop goriintiileri (Sekil 4.18-19) incelendiginde 1Csg
konsantrasyonunda ekstrenin 48. saat sonundaki HeLa ve Vero hiicreleri lizerindeki sitotoksik

etkilerinin MTT sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

MTT testi ve mikroskobik incelemeyi dogrulamak amaciyla 3. bir yontem olan ve son yillarda
popiilaritesi artan, hiicreleri ger¢ek zamanli olarak analiz etmeye yarayan xCelligence RTCA
yonteminden faydalanildi. Bu yontemin ekstrenin igindeki bilesiklerden MTT yontemi gibi
etkilenmemesi, arka plan 6l¢iimiinii kuyularin kendi i¢inde ve ger¢ek zamanl kinetik 6l¢iim
yapmast yontemin avantajlart olarak goziikkmektedir [102; 103; 104]. Kuvvetli bir antioksidan
olan Vitamin E ve Vitamin A lizerine yapilan ¢caligmalarda, Vitamin E’nin MTT yi formazana
indirgedigi ve hatali pozitif sonuglar verebilecegi ileri siiriilmektedir [105; 106]. Bunu destekler
sekilde cesitli antioksidan molekiillerin MTT’yi indirgedigi bagka ¢aligsmalar da yer almaktadir
[107].

Kuvvetli antioksidan igerige sahip bitki ekstrelerinin MTT testi sonuglarinda yiiksek canlilik
orani verdirtme olasilig1 diistintildiiglinde, Crataegus orientalis ve C. monogyna ekstrelerinin
sahip oldugu mitotik aktiviteyi aydinlatabilmek i¢in sonraki ¢aligmalarda bu ekstrelerin
antioksidan aktivitelerine bakilmasi veya farkli bir sitotoksisite analiz yontemi ile
degerlendirilmesi zorunlulugu ortaya c¢ikmaktadir. Cikan sonuglara gore, muhtemel yiiksek
antioksidan aktivite gosteren ekstreler igin MTT den daha uygun bir canlilik testi yapilmasi
veya 2. bir testle dogrulanmasmin gerekliligini gostermektedir. Bu sebeple, XCELLigence
RTCA yontemi kullanilarak C. hermannii bitki ekstresi ile yapilan ve sitotoksik etkinligini
ortaya koyan galigmalarin MTT analiz sonuglari ile de uyumlu olmasi C.hermannii bitki
ekstresinin  MTT testiyle Olgiilebilen sitotoksik aktivitesinin antioksidan aktiviteden

kaynaklanmadigini diisiindiirmektedir.

Sitotoksik etkiyi belirledikten sonra C. hermannii bitki ekstresinin hiicrelerin ikilenme
stirelerini nasil etkiledigini ortaya koymak amaciyla CFSE yontemi tercih edilmistir [108; 109;
110]. 0. 24. ve 48. saatte yapilan 6l¢iimler ve yapilan karsilastirmalara gore elde edilen sonuglar
(Sekil 4.17-25), bu verilerden elde edilen bolinme indeksi (BI) verileri (Tablo 4.11)
incelendiginde C. hermannii bitki ekstresi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) HeLa
hiicrelerinin CFSE boyama ile elde edilen sonuglar1 boliinme indeksinin 48. saatte 2’den

(kontrol grubu) konsantrasyon artisina paralel olarak 1,55’e diistiigii, 48. saatte ise 3,43’den
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konsantrasyon artisina paralel olarak 2,05’¢ diistiigii gortilmektedir. Bu veriler 1s18inda, 48.
saatte kontrol grubunun ikilenme zamani 20,99 saat iken C. hermannii bitki ekstresinin 25
ug/mL konsantrasyonun da ise 33,96 saat olarak hesaplanmistir. C. hermannii bitki ekstresinin,
HeLa hiicrelerinin ikilenme zamanini anlamli olarak arttirmast MTT ve xCELLigence
yontemleri ile ortaya konan sitotoksik etkisini dogrulayan bir sonu¢ olarak

degerlendirilmektedir.

C. hermannii bitki ekstresinin hiicrelerin ikilenme siiresini arttirici yondeki etkileri sebebiyle
hiicre siklusuna olan etkileri ve siklusu hangi basamakta durdurdugunun ortaya konmasi
amactyla, PI boyama yontemi kullanildi. Apoptotik ve nekrotik hiicreleri diglayabilmek icin
sekiller histogram degil, skatergram olarak verilmistir ve boyutu kii¢iik olan yapilar analize
almmamistir. PI boyama sonucu, hiicre igerisindeki DNA miktart hiicrelerin siklusun hangi
fazinda oldugu ile dogrudan orantilidir [111; 112; 113]. Bu yontem sonucunda elde edilen
veriler degerlendirildiginde (Sekil 4.26-29) kontrol grubunun yapilan analizleri sonucu
poplilasyonun %80,5’inin Go-G1 fazinda %2,22°1ik kisminin S fazinda ve %13,8’lik kisminin
ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Spontan olarak meydana gelen pargalanmalarin ise %4
civarinda oldugu hesaplanmistir. C. hermannii bitki ekstresinin 25 pg/mL konsantrasyonunda
ise, popiilasyonun %55,2’si Go-G1 fazinda %9,2’lik kisminin S fazinda ve %23,6’lik kisminin
ise Go-M fazinda oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin pargalanmasi ile olusan kiigiik boyutlu
pargalarin orant ise %11,89°dir. 100 pug/mL konsantrasyonda ise, popiilasyonun %4,18’1 Go-G1
fazinda, %17,8’1 S fazinda, %51,2’s1 ise G2-M fazinda oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin
pargcalanmasi ile olusan kiiclik boyutlu parcalarin orani ise %16,82dir. Bu sonuglar, C.
hermannii bitki ekstresinin hiicre dongiisiinii biiyiik oranda 6zellikle G2-M ve S basamaklarinda
durdurdugunu gostermektedir. C. hermannii bitki ekstresinin kompleks bir molekiil karigimi
oldugu g6z oniine alindiginda, bu ekstrenin etkilerini hem DNA sentezini yavaslattigini hem de
hiicreleri G2-M fazinda kontrol noktasinda durdurdugunu diisiindiirmektedir [114; 115]. C.
hermannii bitki ekstresinin, HeLa hiicre popiilasyonunun hiicre siklus dagilimlarini anlamli
Olciide degistirmesi MTT, xCELLigence ve CFSE yontemleri ile ortaya konan etkilerini

dogrulayan bir sonug olarak degerlendirilmektedir.

3’1 Tiirkiye’ye endemik 8 metanolik bitki ekstresinin potansiyel antikanser aktivitesinin ortaya
konmasi amaciyla yapilan galismalar sonucunda endemik bir tiir olan C. hermannii bitkisinin

giiclii ve limit vaat eden bir antikanserojen aday olabilecegi ortaya konulmustur. Bundan
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sonraki calismalarda, C. hermannii bitki ekstresinin aktiviteden sorumlu molekiil ve/veya
molekiillerin aydinlatilmasi ve bu molekiillerin etki mekanizmalarinin ortaya konmasi

planlanmaktadir.
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