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OZET

BAZI  Papaver ~ALKALOIDLERININ SITOTOKSIK AKTIVITELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Papaver alkaloidlerinin (amurin, armepavin, izokoridin, izotebain, makrantin, mekambrin,
mekambridin, narkotin, orientasidin, oripavin, salutaridin, tebain, berberin) Vero ve HelLa
hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid) yontemi kullanilarak degerlendirildi. Vero ve HeLa hiicre hatlar
alkaloidlerin 1-300 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda 48 saat siireyle inkiibe edildiler. MTT
yontemi ile Olgiilen sitotoksisite degerleri SDsy (ug/ml) olarak ortaya kondu. Test edilen
alkaloidlerden HeLa hiicreleri i¢in berberin, makrantin ve mekambrin, Vero hiicreleri i¢in
tebain, mekambrin ve berberin en fazla sitotoksisite gosteren alkaloidler olarak ortaya
cikmaktadir. En aktif alkaloidler SDsy degeri 12.08 pg/ml olan berberin ve SDsy degeri
24.16 pg/ml olan makrantindir. Berberin ve makrantin en yiiksek sitotoksik aktiviteyi bir
kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicrelerine kars1 gosterirken, normal bir hiicre hatt1 olan Vero
hiicrelerine kars1 diisiik sitotoksik aktivite gostermislerdir. Salutaridin iki tip hiicreye karsi
da sitotoksik aktivite gdstermemistir. Mekambrin alkaloidinin Vero hiicrelerinde 100 pg/ml
konsantrasyonda, HeLa hiicreleri i¢in ise 150 pg/ml konsantrasyonda % 100 sitotoksisite
gosterdigi yani hiicrelerin tamaminin 6liimiine neden oldugu ortaya ¢ikmustir.
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SUMMARY

EVALUATION OF CYTOTOXIC ACTIVITIES OF SOME Papaver ALKALOIDS

The cytotoxic effect of papaver alkaloids (amurine, armepavine, isocorydine, isothebaine,
macranthine, mecambrine, mecambridine, narkotine, orientacidine, oripavine, salutaridine,
thebaine, berberine) on Vero and HeLa cell lines were evaluated using the MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. Vero and HeLa cell lines
were treated with various concentrations of alkaloids (1-300 pg/ml ) for 48 h. Values for
cytotoxicity measured by MTT assay were expressed as SD50 (pg/ml). From the tested
alkaloids, berberine, macranthine, mecambrine for HeLa cells and thebaine, mecambrine,
berberine for Vero cells showed potent cytotoxic activity. The most active alkaloids were
berberine and macranthine with SD50 of 12.08 pg/ml and SD50 of 24.16 pg/ml
respectively. Whereas berberine and macranthine showed the highest cytotoxic activity
against HeLa cancer cell line but these alkaloids exhibited low cytotoxic activity against
Vero normal cell line. Salutaridine exhibited no cytotoxic activity against two types of cell
lines. Mecambrine alkloid showed 100 % cytotoxic activity on Vero cells at 100 pg/ml and
HeLa cells at 150 pg/ml concentration.
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1. GIRiS

Insanoglu, bitkilerden tarihin en eski ¢aglarindan beri ilag, gida, baharat, yakit, katki
maddesi, mesken yapimi, boyar madde, gerektiginde savasta ve avlanmada zehir olarak
faydalanmistir (Baytop, 1999; Abu-Dahab ve Afifi, 2007). 19. yiizyilin ortalarinda ilk
sentetik renklendiricinin kesfine kadar geleneksel kullanimlarinin yani sira kozmetik, zirai
miicadele ve sanatta da bitkilerin kullanimina rastlanmaktadir. Tarihteki yazili kaynaklarda,
ilk insanlarin c¢esitli hastaliklarin ve enteritlerin tedavisi i¢in bitkilerden yararlandiklar

belirtilmektedir (Essawi ve Srour, 2000; Ozer ve dig., 2001).

Hastalik tedavilerinde bitki kullaniminin ne zaman basladig1 kesin olarak bilinmiyorsa da,
kullannomin giiniimiize kadar gelebilmis olmasi, dozu ve stabilitesi kolay ayarlanabilen
sentetik ilaglarin varligina karsin glinimiizde de gelismis ve gelismekte olan toplumlarda
dahi tercihen kullanilmalar1 dolayisiyla, tibbi bitkiler yiizyillardir degerini korumaktadir
(Bozan, 1994; Stevigny ve dig., 2005). ilag hammaddelerinin biiyiik bir kism1 ya dogrudan
bitkilerden izole edilerek ya da dogal kokenli olup sentetik olarak degistirilerek modern
tipta kullanilir (Tolonen, 2003). Giiniimiizde bitkisel kokenli ila¢ kullanimlari, diinya ilag
pazarmin sadece % 20’sinden yararlanabilen gelismekte olan iilkelerde daha fazladir.
Gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’1 saglik gereksinimlerini ilk etapta geleneksel
tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan {ilkelerde
yasadigl diisliniiliirse, toplam diinya niifusunun % 64’4 bitkileri tedavi amaclh
kullanmaktadir. Gelismis iilkelerde ise regete ile satilan ilaglarin yaklasik % 25°i bitkisel
kokenli kimyasallardir. Bu ilaglarin kesfedilmesinde halk arasinda degisik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkilerin arastirilmas: ve degerlendirilmesi biiyilik katki saglamistir.

Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin bugiinkii ekonomik ve saglik



acisindan sahip olduklari 6nemlerini bu arastirmalara bor¢ludur (Tathi ve Akdemir, 2006;

Rosenkranz ve Wink, 2008).

1920’11 yillarda baslayan ve 1950°li yillarda doruk noktasina ulasan sentetik ilaglarin
gelistirilmesi ve mikroorganizmalarin kullanilarak 6zellikle antibiyotiklerin fermentasyon
yoluyla {iiretimi, tibbi bitkilerin diinya ticaret hacmindeki payini énemli Ol¢lide azaltmis
olmasina karsin son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler
tizerindeki c¢alismalar, tibbi bitkilere olan ilgiyi tekrar {izerine toplamistir (Sokmen ve
Giirel, 2001). Bunun baslica nedenleri arasinda; bitkilerin kolay ve ucuz tedavi olanagi
saglamasi, sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen ve kullanilmaya baslandiktan sonra
anlasilan yan etkilere gore bitkisel ilaglarin yan etkilerinin iyi bilinmesi, sentetik
bilesiklerin genellikle tek bir etkiye sahip olmasina karsin bitkisel ilaglarin birkag etkiye
birden sahip olmasi 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
bircok sentetik ilag i¢cin model olarak kullanilabilen bitkisel materyaller halen modern
tibbin vazgecilemez unsurlarindandir. Ayrica iyi degerlendirildiklerinde iilkeler igin biiyiik

bir ekonomik potansiyel kaynaklaridirlar (Baytop, 1999).

Bitkiler insanlarin tedavisinde kullanilabilen 6énemli terapdtik 6zelliklere sahip pek c¢ok
kimyasal madde icerirler (Jiang ve dig., 2005; Stevigny ve dig., 2005). Bitkilerden izole
edilen ve biyolojik aktivitesi saptanmis olan belli basli molekiil gruplari; polisakkaritler,

flavonoidler, terpenler, alkaloidler, fenoller ve amino asitlerdir (Zahran ve dig., 2005).

Glniimiizde aktif kullanimi olan pek c¢ok farmasdtik ajan, bitkiler, hayvanlar, deniz
organizmalar1 ve c¢esitli mikroorganizmalarin arastirilmasi sonucu ortaya ¢ikmistir (El-
Baroty ve dig., 2007; Yalgmn, 2007; Song ve dig., 2008). Cok ¢esitli sentetik ilaclarin
varligma karsin giiniimiizde bile bitkiler pek ¢ok iilkede ozellikle de geligmekte olan
iilkelerde hala hastaliklarin tedavisinde aktif sekilde kullanilmaktadir. Gelismis tilkelerde
bile artik bitkilerin ve bitkisel {irtinlerin kullanimi her gegen giin artmaktadir. Giiniimiizde

tibbi bitkiler yeni ilaglarin kesfinde de 6nemli bir role sahiptir. Pek ¢cok modern ilag farkli



toplumlarda geleneksel olarak kullanilan bitkilerin arastirilmasi sonucu ortaya ¢ikmustir.
1981-2002 yillar1 arasinda degisik amaglar i¢in kullanima sokulan 877 molekiiliin %
49’unu dogal molekiil, yar1 sentetik dogal {iriinler veya dogal {iriinler model alinarak
sentezlenen sentetik iiriinler olusturmaktadir. Ozellikle kanser ve infeksiyon hastaliklari ilag
kesfinin bir kaynag olarak tibbi bitkilerin kullaniminda 6nemli bir konuma sahiptir. Bu
amagla da diinya genelinde bitki tiirlerinin 6nemli bir kismi taranmistir. FDA (gida ve ilag
dairesi) tarafindan onaylanan dogal kaynakli antikanser ve antiinfektif preparatlarin diger
preparatlara oram1 % 60-75 gibi yiiksek bir oran1 olusturmaktadir (Abu-Dahab ve Afifi,
2007).

Bu c¢alismada Papaver cinsinin tiirlerinden elde edilen bitkisel kdkenli 13 saf alkaloidin
(amurin, armepavin, izokoridin, izotebain, makrantin, mekambrin, mekambridin, narkotin,
orientalidin, oripavin, salutaridin, tebain ve berberin) (Sar1,1975; Sariyar, 2002) normal
hiicre hatt1 olan Vero ve bir kanser hiicre hattt olan HeLa hiicre kiiltiirlerinde in vitro

sitotoksik aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL KISIMLAR

Dogal iiriinler ilk caglardan beri ilag, pigment, tatlandirici ve degisik amagclarla
kullanilmistir (Tablo 2.1). Ama insanoglu 19. yiizyilin sonuna kadar bu dogal {iriinlerin
spesifik 6zelliklerinin ve kimyasal 6neminin farkina varamamistir. Gegen yiizyil boyunca
dogal iiriinlerle ilgili caligmalar birden hiz kazanarak organik kimyanin giiclii bir dal1 haline
gelmistir. Bu degisimde ¢ok daha giiglii ve yeni spektroskopik ve kromotografik tekniklerin
gelistirilmesi ayrica toplumun kimyasallara karsi1 bakis agisinin degismesi gibi birgok faktor

de rol oynamistir (S6kmen ve Giirel, 2001).

Tablo 2.1: Endiistride kullanilan bitkisel kdkenli dogal iiriinlerden bazilar.

Uriin- Besin Islevi Elde Edildigi Bitki

Kinin Acilastirict Cinchona ledgeriana
Monellin Renklendirici Dioscorephyllum cumminsii
Mirakulin Tatlandirict Synsepalum dulcifilum
Glisirrizin (Meyan) Tatlandirict Crocus sativa

Krosetin Tatlandiric Glycyrrhiza glabra
Betalain Renklendirici Beta vulgaris

Likopein Koku verici Vanilla plenifolia

Humulon, Lupuon

Aci1 ve koku verici

Humulus lupulus

Vanillin

Renklendirici

Lycopersicum esculentum

Parfiim ve Kozmetik

Lavanta yag1

Parfiim ve kozmetik

Lavandula officinalis

Gl yagt Parfim Rosa damascena

Yasemin yagi Parfiim Jasminum spp.

Zirai Miicadele

Anakardik asit Insektisit Anacardicum occidentale

Nikotin Molluskusit Nicotiana tabacum

Piretrin, Sinerin, Insektisit Chrysanthemum cinerariaefolium

Yasmolin




Tarih boyunca bitkiler tibbi amacla kullanildig1 gibi ayrica zehir olarak da kullanilmistir.
Bitkilerden elde edilen bazi bilesikler ise haliisiinasyona neden verici ozellikleri ile de
kullanilmigtir. Buradan da anlasildigi gibi tarih boyunca insanoglu bitkileri biyoaktif
bilesiklerin kaynagi olarak ¢ok degisik amaglar i¢in kullanmiglardir (Macias ve Galindo,
2007). Yasamin siirdiiriilebilmesi igin gereksinim duyulan besinler bitkilerden karsilanir.
Clinki bitkiler, temel besin gereksinimlerini saglamak i¢in gereken karbonhidrat, protein ve
yaglar igerirler yani primer metabolitlerin kaynagini olustururlar. Bununla birlikte ayrica
yiksek yapili bitkiler diisiik molekiil agirlikli ve basta ilag sanayi olmak lizere kimya,
besin, kozmetik, zirai miicadele vb. sektdrlerde ekonomik agidan degerli bir¢ok sekonder
metabolit olarak adlandirilan kimyasal molekiilleri de sentezlerler (S6kmen ve Giirel, 2001;
Namdeo, 2007). Biyosentetik kaynak, genel olusum ve metabolizmada firetilen bilesigin
biyokimyasal gorevine bagli olarak primer ve sekonder metabolitler olarak isimlendirilir.
Primer ve sekonder metabolizmay1 tanimlamak gerekirse primer metabolik yollar biitiin
yasam formlar1 i¢in gerekli olan primer metabolitleri iiretirler. Bu bilesikler yasamin
olugmasi ve siirdiiriilebilmesi i¢in ihtiyag duyulan karbonhidratlar, amino asitler, yaglar,

proteinler ve niikleik asitleri igerirler.

Bitkiler viriislere, mikroorganizmalara, herbivorlara ve bitki rakiplerine kars1 koymak igin
cesitli stratejiler gelistirmistir. Hidrofobik dis epidermis yapisi fiziksel bir bariyer olarak
gorev alir. Bitkiler ayrica dikenleri, ¢cengelleri ve trikomlar1 gibi baz1 fiziksel silahlarinin
yani sira ayrica sindirilemeyen hiicre duvart bilesenleri, genis g¢esitlilikte iirettikleri
kimyasal savunma molekiilleri ve toksik proteinler gibi diger savunma yontemlerine de
sahiptirler. Bitkiler g¢evresel stresin {iistesinden gelmek ve dogal diismanlarina karst
kendilerini savunmak amacli sekonder metabolitler olarak isimlendirilen ve 200.000’nin
tizerinde ¢esitlilige sahip olan diisiik molekiiler agirlikli dogal iiriinler tiretirler. Sekonder
metabolitler primer metabolitlerden farklidir ve bitkiler i¢in genellikle temel metabolik
siireclerde rol oynamazlar. Sekonder metabolitlerin biiyiik ¢ogunlugu izoprenoid,
fenilpropanoid, alkaloid ve yag asitleri metabolik yollarindan tiirevlenirler. Bu zengin
cesitliligin sonucu olarak mikrobiyal saldirilara veya hayvan saldirilarina karsi savunma
yetenegini gelistirerek evrim siirecinde dogal sec¢ilimi saglarlar (Dixon, 2001). Sekonder

metabolitler tiirlin yasamsal fonksiyonlari i¢in gerekli degillerdir ve primer metabolitlerden



sonra diger metabolik yollar kullanilarak iiretilirler. Bu metabolik yollar degisik familya ve
tiirler icin tiirlerin evrimsel mekanizmalar1 ile ilgili olup ¢ok 6zgiindiirler. Aslinda, bazi
tiirlerdeki spesifik bilesenler tiirlerin sistematik tanimlanmasina (kemotaksonomi) yardim
ederler yani sekonder metabolit gruplar botanik siniflandirma igin belirteg olarak
kullanilmaktadirlar. Sekonder metabolitler bitkilerde ¢ok daha sinirli miktarlarda olusurlar.
Bazilarinin organizmada kanitlanmig herhangi bir fonksiyonu yokken, bazilari hayati

rollere sahiptirler (Dewick, 1997; Bratt, 2000; Bourgaud ve dig., 2001).

Sekonder metabolitlerin, diger bir deyisle dogal {iriinlerin, say1 ve yapi itibari ile ¢ok biiyiik
cesitlilikte iiretilmeleri yiiksek bitkilere has ozelliklerden birisidir. Onceleri bu iiriinler,
bitkiler tarafindan olusturulan ve hi¢ bir islevi olmayan atik maddeler olarak kabul
edilmekteydi. Ancak daha sonra bu metabolitlerin; savunma, korunma, ortama uyum,
hayatta kalma ve nesillerini siirdiirmek icin bitkiler tarafindan gelistirilmis oldukca
karmagik mekanizmalarin iiriinleri oldugu anlasilmistir. Daha sonra bu dogal iiriinlerden

bazilar1 bitki doku kiiltiirlerinde iiretilmeye baslanmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Bitki hiicre kiiltiirleri tarafindan {iretilen baz1 dogal bilesikler.

Alkaloidler Flavanoidler Lignin Steroidler ve tlirevleri
Antrakinonlar Kalkonlar Naftokinonlar Taninler
Benzokinonlar Kinonlar Niikleik asitler Terpenler
Diantronlar Ksantonlar Organik asitler Terpenoidler
Fenoller Lateks Peptidler Vitaminler

Bitkiler ¢cok degerli ve ¢ok cesitli sekonder metabolitleri iiretirler. Bu degerli sekonder
metabolitlerin kiiltiir ortamindaki veya dogada biliylimekte olan bitkilerden eldeleri her
zaman c¢ok tatmin edici diizeylerde degildir. Cogu zaman bu sekonder metabolitler tiire

veya cinse Ozgldiir ve smirh tretilirler veya biiylime ve gelisme evrelerinin bazi belirli



donemlerinde, stres veya bazi besin maddelerinin varliginda aktive olup iiretilebilirler. Son
yillarda bitki hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin {iretilme yOntemleri iizerine
calismalar yogun bir sekilde yliriitiilmektedir. Fakat ilgilenilen sekonder metabolitlerin
cogunun tiretimi biliylimenin optimizasyonu Tlizerinde yapilan kapsamli c¢aligmalar ve
yiiksek tliretim saglayan hiicre suglarinin se¢imine karsin ¢ok diisitk miktarlarda kalmustir.
Bunlarin baglica nedenleri arasinda tiire 6zgii yollarin kontrolii ve doku farklilasmas1 gibi
nedenler sayilabilir. Bu yiizden sekonder metabolitlerin {iretimine alternatif olarak kok,

embriyo ve siirgiin kiiltiirleri izerine de yogunlasilmistir (Murthy ve dig., 2008).

1805 yilinda Friedrich Sertlirner’in hashastan morfini izole etmesi ile bitki sekonder
bilesikleri tizerindeki ¢alismalar hiz kazanmistir. Sertiirner’in bu ¢alismasi ile bitkiden aktif
bir maddenin izole edilebilecegi ve bu saf kimyasal maddenin aktif reaksiyonlara neden
olabilecegi gosterilmistir. Daha sonra bir aktif maddenin izolasyonunu bir digeri izlemistir.
Aktif madde izolasyonundaki bu hizli gelisme 6zellikle organik kimyanin temel dallar1 olan

sentetik, analitik ve farmasotik kimyaya dogrudan etki etmistir (Hartmann ve dig., 2005).

Bitki sekonder metabolitleri arasinda alkaloidlerin yeri ve dnemi farklidir. Alkaloidlerin
tarihcesi insanlik kadar eskidir. insanoglu alkaloid ihtiva eden preparatlar1 tibbi olarak
cesitli hastaliklarin tedavisinde ve degisik amaglar i¢in zehir olarak yaklasik 4000 yil
boyunca kullanmistir. Alkaloidler diinya medeniyetlerinin baslangicindan beri biyolojik
aktiviteleri iyi bilenen maddelerdir. Hastaliklar1 iyilestirmek i¢in geleneksel tipta, kabile
savaglart sirasinda toksik ozellikleri sebebi ile silah olarak ve avlanmada kullanilmistir

(Wink, 2003; El-Desouky ve dig., 2007).

Alkaloidler yasayan organizmalarda bulunan ve ¢ok cesitlilik gosteren sekonder metabolit
gruplarindandir. Yapilari, metabolik yollari, ekolojik ve farmakolojik olarak aktiviteleri gok
farklilik gosterir. Alkaloidlerin bir¢ogu ylizyillar boyunca tipta kullanilmistir ve halen
onemli ilagc hammaddesi olarak kullanilmaktadir. Insanoglu alkaloidleri zaman igerisinde
zehir, ilag, ¢ay, merhem olarak kullanmislardir. Alkaloidler ¢ok kullanisli ve ¢ok da
tehlikeli olan dogal {iriinler olarak karakterize edilirler. Ayn1 zamanda bu molekiiller kolay

ekstre edilebilir ve saflagtirilabilir 6zelliktedirler (Wink, 2003; El-Desouky ve dig., 2007).



Friedrich Sertiirner (1805) tarafindan morfinin (Sekil 2.1) kesfi kimyada ve farmakolojide
ilerleme saglanmasinda 6nemli bir katki yapmistir. Morfin gerek analjezik (agr kesici) ve
gerekse narkotik (uyusturucu) 6zelliklerinden dolay1 yiizyillardir ilag olarak kullanilmustir.
Sertlirner’in gelistirdigi metodu kullanarak eczaci olan Pelletier ve Caventou 1817-1820
yillar1 arasinda brusin, kafein, kolsisin, emetin, kinkonin, piperin vb. gibi farmasotik olarak
aktif alkaloidleri izole etmislerdir. izole edilen bu alkaloidler ge¢mis 180 yilda diger
alkaloidlerin kimyalarinin anlasilmasi i¢in de temel olusturmustur. Pelletier ve Caventou
1826 yilinda ayrica tarihi agidan dnemli olan koniin alkaloidini izole etmeyi basarmislardir.
Bu alkaloid Sokrates’in 6liimiine neden olan baldiran zehrinin aktif maddesi olmasinin yani
sira 1870 yilinda ilk kez yapist tanimlanmis olan ve 1886 yilinda da ilk sentezlenmis
alkaloid olmasi sebebiyle de 6nemli bir alkaloiddir (Cordell, 1946; Roberts ve Wink, 1998;
Aniszewski, 2007).

Sekil 2.1: Friedrich Sertiirner tarafindan 1805 yilinda ilk izole edilen alkaloid olan morfinin

kimyasal yapisi.

Alkaloidler ytiksek yapili bitkilerde ¢ok bol miktarlarda bulunurlar. Yiiksek yapili bitkilerin
en az % 25’1 bu molekiilleri igerirler. Bu, her dort bitkiden birinin en az bir alkaloid icerdigi
anlamina gelir. Fakat son yillarda hayvanlardan, bdceklerden, deniz canlilarindan,
mikroorganizmalardan ve diisiik yapili bitkilerden de alkaloidler izole edilmistir (Pelletier,

1998; Roberts ve Wink, 1998).

Alkaloidlerin adlandirmalarina bakildiginda bazi sorunlarla karsilasilmaktadir. Cok farkl

cesitte alkaloid tipi oldugu i¢in tek bir adlandirma yapilamamaktadir. Buna bir 6rnek indol



alkaloidleridir. indol alkaloidlerinin birgok farkli iskeleti bulunur. Bu yiizden bircok
arastirict  biitlin  alkaloidler i¢in biyogenezize dayanmis bir isimlendirme sistemi
kullanmislardir. Yaygin olarak kullanilan isimlendirme sisteminde alkaloid isimleri ‘ine’ ile
olarak sonlandirilir. Ayrica diger dogal iiriinlerde de oldugu gibi sistematik olmayan
isimlendirme de kullanilir. Cins isimden (atropine, Atropa belladonna), tir isminden
(kokain, Erythroxylon coca), drug isminden (ergotamine, ergot (ilag yapiminda kullanilan
hastalikli ¢avdar mahmuzu)), bilesigin fiziksel islevinden (emetin, emetik (kusturucu)),

inlii alkaloid kimyagerlerinin isminden (pelletierine) tiirevlenebilir.

Biyologlara gore alkaloidler, saf ve miikemmel dogal iiriinlerdir ve herhangi bir biyolojik
ve farmasotik aktiviteye sahip, tibbi ve ekolojik kullanimi olabilen, yapisinda azot igeren
heterosiklik kimyasal bilesiklerdir. Biyologlar agisindan alkaloidler i¢in en 6nemli nokta
farkli hiicresel organizmalarda aktif olan 6zel bir kimyasal grup olmalar1 ve bitki, hayvan
ve mikroorganizmalarda biyolojik siireclerde yer almalaridir. Alkaloidler i¢in uzun bir
istisna listesi hazirlamadan kesin bir tanimlama yapmak miimkiin degildir. Cogu zaman bu
istisna listesinden bahsetmekten kacginilir ve alkaloidlerin temel karakterlerini belirterek bir
tanim ortaya konur. Bu bilesiklerin (1) oncelikle merkezi sinir sistemini iizerinde diisiik
veya ¢ok miktarda toksik etkileri, (2) kimyasal yapilarinin temel karakteri, (3) heterosiklik
azot bileseni, (4) amino asit veya tiirevlerinden sentezlenmeleri, (5) dogada dagilimlarinin

siirli olmasi gibi bazi karakteristlik 6zellikleri izerinde durulmustur (Aniszewski, 2007).

Tip i¢in en dnemli 6zellikleri arasinda alkaloidlerin kuvvetli fizyolojik etkilerinin oldugu ve
genis olarak tibbi uygulamalarda iyilestirici ilag olarak kullanilabilmesidir. Bazi
alkaloidlerin ¢ok diisiik dozlarda dahi yiiksek toksik etkileri olabilir. Tibbi agidan
alkaloidler lizerine bazi farkli tammmlamalar da vardir. Bu tanimlamalardan biri alkaloidleri,
azot esasli, bitki ve hayvanlar aleminde olusan bilesikler olarak tanimlamigtir. Tanimlardan
bir digeri ise ‘insanlar ve diger hayvanlar iizerinde farmakolojik etkileri olan, alkalin

kelimesinden tiirevlenmis ve organik azot bilesikleridir’ seklindedir.
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Kimyacilar alkaloidleri giiclii fizyolojik aktiviteleri olan, genellikle toksik ve kimyasal
ozelliklerini kaybetmeyen kompleks heterosiklik azotlu bilesik gruplari olarak tanimlarlar.
Fakat bu tanimlamada bazi istisnalar vardir. Diger bir kimyasal tanimlama, alkaloidleri
bitki ve hayvanlardan elde edilen azot iceren bilesikler olarak belirtmektedir. Daha sonra
kimyacilar alkaloidlerin biyogenik, azot iceren ve N-heterosiklik bilesikler oldugu iizerinde

durmuslardir.

Tip, kimya ve biyolojinin caligma alanlarmin farkli olmasina karsin tanimlarin bazilar
hemen hemen aynidir. Bilim adamlar1 bu tirlinlerin tip, biyoloji ve kimya agisindan ¢ok
onemli olduklar1 konusunda hemfikirdirler. Ozetle alkaloidler diger kimyasal {iriinlerin
sentezinde kullanilabilen ve canli organizmalar tarafindan tretilen kimyasal iriinlerdir.
Alkaloidler biyolojik, farmokolojik, fizyolojik ve kimyasal olarak aktif genis bir bilesik
grubudur. Alkaloidlerin bu 0zelliklerini gosteren anti-malaryal ajanlar (kinin ve
klorokinin), antikanser ajanlar (taksol, vinblastin, vinkristin) ve beyinde kan dolagimini
destekleyici ajanlar (vinkamin), ¢alismalar sonucu izole edilmis ve insanligin kullanimina

sunulmustur (Aniszewski, 2007).
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Sekil 2.2: Antikanser ajan olarak kullanilan iki 6nemli alkaloidin (a- vinkristin, b- vinblastin)

kimyasal yapisi.

Alkaloidlerin ayrica yukarida sayilan Ozelliklerinden baska canlilarin ekolojik olarak
bulunduklar1 ortama adaptasyonlarinda ve herbivorlara karsi bitkilerin miicadelesinde ¢ok
onemli rollere sahip olduklar1 da bilinmektedir. Ekolojik agidan bakildiginda dogal iirtinleri
iireten canli organizmalar ortama maksimum adaptasyon i¢in bunu yaparlar. Cimlenmeyi
ve tohum gelisimini engelleyen en az 50 alkaloid bulunmustur. Ayrica herbivorlar
uzaklastirmanin yani sira antibakteriyal ve antifungal 6zelliklere de sahip ¢ok sayida

alkaloid bulunmustur (Blum, 2004).

Alkaloidler allelopatik aktivite i¢in de Onemlidirler. Alkaloidlerin ylizyillardir tibbi
kullanimlar iizerine ¢alisildigindan allelopatik aktiviteleri iizerinde pek ¢alisilmamis fakat

son yillarda alkaloidlerin allelopatik aktivitelerini belirlemek amaciyla fitotoksisiteleri
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iizerine ¢alismalar yogunlasmistir. Yapilan bir ¢calismada kafeinin allelopatik aktiviteleri ve

herbivorlara karsi olan etkileri ortaya konmustur (Anaya ve dig., 2006).

Alkaloidlerin in vitro ve in vivo aktivite potansiyellerini ortaya koymak amaciyla ¢ok
sayida galigma yapilmis ve bu c¢alismalar sonucunda degisik aktivitelere sahip (antiviral,
antitiimoral, antimikrobiyal, sitotoksik, antioksidan, fizyolojik stimulant, antihelmintik,
antimalarial) molekiiller izole edilmistir (Alexandrova ve dig., 2000; Duncan ve dig., 2003;
Parkin, 2004; Letasiova ve dig., 2005; Stevigny ve dig., 2005; El-Desouky ve dig., 2007,
Sener ve dig., 2007; Rosenkranz ve Wink, 2008). Yapilan bir ¢aligmada (El-Desouky ve
dig., 2007) Arum palaestinum’dan izole edilen ve pirrol alkaloidleri igeren bitkinin etil
asetat fraksiyonunun giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Sener ve
digerlerinin ( 2007) yaptig1 bir ¢calismada ise Consolida tiirlerinden izole edilen diterpenoid
alkaloidlerinin antibakteriyal, antifungal ve antiviral aktivite potansiyelleri in vitro
degerlendirilmis ve 5 alkaloidin (likoktonin, 18-metillikoktonin, delkozin, 14-aetildelkozin
ve l4-asetilbrovnin) antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur. Ayrica bu
alkaloidlerin 1-32 pg/ml konsantrasyonlar arasinda, bir DNA viriisii olan Herpes simpleks
virlislerine kars1 aktivite gostermezken bir RNA viriisii olan Parainfluenza viriis 3’e karsi
degisik derecelerde antiviral aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. Rosenkranz ve Wink
(2008), yaptiklar1 ¢calismada kinolin, kinolizidin, izokinolin, indol, terpen, tropan, steroid ve
piperidin tipi 55 alkaloidin Trypanosoma b. brucei’de apoptoz indiiksiyonuna etkisini
mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikler ve DNA fragmantasyonunun
Olgiilmesi ile degerlendirmislerdir. Calisilan alkaloidlerin bazilarimin apoptozu etkin bir
sekilde indiikledigi ortaya konmustur. Stevigny ve digerleri (2005) 50 aporfinoid
alkaloidinin in vitro sitotoksik ve in vivo antitimodral aktivite potansiyellerini
degerlendirmisler ve c¢alisilan alkaloidlerden bazilarinin giiglii sitotoksik ve antitiimdral

aktiviteye sahip olduklarini ortaya koymuslardir.

Tanimlanmis olan 21,000 alkaloide karsin sadece 600’{ biitiin biyokimyasal 6zellikleri ve
cok daha azinin ekofizyolojik rolleri arastirilmistir. Giiniimiizde 8000’den fazla alkaloidden
tiirevlenmis dogal bilesik vardir. Her yil ortalama 100 yeni molekiil arastiricilar tarafindan

kesfedilmektedir (Wink, 1998; Blum, 2004). Giinlimiizde de hem yeni alkaloidlerin
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izolasyonlar1 hem de aktivitelerinin ortaya konmasina yonelik ¢alismalar yogun bir sekilde
devam etmektedir. Bu c¢alismalarda kullanilan 6nemli bitki gruplarindan biri de Papaver
cinsine ait tiirlerdir. Papaver cinsi tlirlerinden izole edilen en yaygin alkaloid olan
papaverin alkaloidinin kimyasal yapisi Sekil 2.3’de verilmistir. Biz de bu calismada
Papaver cinsinin tiirlerinden elde edilen alkaloidlerin (Tablo 2.3) biyolojik aktivitelerinin
degerlendirilmesi amaciyla in vitro sitotoksik aktivite potansiyellerini ortaya koymay1
hedefledik. /n vitro sitotoksik aktivite potansiyelleri calisilan 13 alkaloidin kimyasal
yapilar Sekil 2.4’de verilmistir (Sar1,1975; Sartyar, 2002).

HsC =
H3C\ = N

0
“CHs
O/CHS

Sekil 2.3: Papaver cinsi tiirlerinden izole edilen papaverin alkaloidinin kimyasal yapisi.
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Sekil 2.4: In vitro sitotoksik aktivite potansiyelleri ¢aligilan 13 alkaloidin (a- amurin, b- armepavin,
c- berberin, d- izokoridin, e- izotebain, f- makrantin g-mekambrin, h- mekambridin, i- narkotin, j-
orientalidin, k- oripavin, 1- salutaridin, m- tebain) kimyasal yapisi.



Tablo 2.3: Calismada kullanilan alkaloidlerin izole edildigi Papaver tiirleri.
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Alkaloidler

izole Edildigi Papaver tiirleri

Amurin

P. apokrinomenon
P. pilosum
P. strictum

Armepavin

P. fugax
P. persicum

Berberin

P. curviscapum

P. polychaetum

P. dubium ssp. dubium

P. dubium ssp. laevigatum
P. dubium ssp. lecoqii

Izokoridin

P. commutatum ssp. euxinum
P. rhopalothece
P. macrostomum

Izotebain

P. pseudo-orientale

Mekambrin

P. armeniacum
P. fugax
P. triniifolium

Mekambridin

P. lasiothrix
P. pseudo-orientale

Makrantin

P. pseudo-orientale

Narkotin

P. cylindricum
P. fugax

Orientalidin

P. pseudo-orientale

Oripavin

P. orientale
P. cylindricum

Salutaridin

P. bracteatum

P. lasiothrix

P. pseudo-orientale
P. fugax

P. persicum

Tebain

P. bracteatum
P. cylindricum
P. triniifolium
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Genel olarak sitotoksisite testlerinin 6nemine bakacak olursak; bir ajanin konak hiicre
sistemi lizerinde toksik etkisini arastirmak, ajanin etkinligi ve diger biyolojik aktivite
testlerinin glivenilirligi bakimindan ¢ok Onemlidir. Hiicre Kkiiltiirlerinde sitotoksisite
tayinleri genellikle, hiicre canlilik testi, hiicre cogalma hiz1 testi, mikroskobik incelemeyle
ortaya ¢ikan hiicre morfolojisindeki degisikliklerin belirlenmesi, hiicredeki toplam protein
miktar tayini, enzim aktivite tayini ve hiicresel niikleik asit sentezinin dl¢iilmesi temeline
gore yapilir (Saetung ve dig., 2005). Sitotoksisite, kimyasallarin hiicreler ve dokular
tizerindeki  aktivasyon mekanizmasinin  anlasilmasinda  6nemli bir faktordiir.
Sitotoksisitenin karsinogenez ve iltihaplanmanin da i¢inde bulundugu patolojik siireglerde

onemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Putnam, 2002).

Kimyasallarin sitotoksisitesi hiicre 6liimiiniin, canliliginin, hiicre yapisinin, morfolojisinin,
enerji metabolizmasinin ve hiicre ¢ogalmasmin Olgiilmesi gibi ¢esitli parametrelerle
belirlenebilir. Bir bilesigin sitotoksik etkisi test edilirken hiicrelerin genel mekanizmasi ve
hiicre tiplerine 0zgii mekanizmalar goz Oniinde tutulmalidir (Putnam, 2002). Hiicre
canliliginin belirlenmesi mutagenez, malignant transformasyon, apoptoz, hiicresel patoloji
ve farmosotik toksisiteyi degerlendirmede oldukca 6nemlidir. Ciinkii bu tip siireglere yol
acan mekanizmalar sadece canli hiicrelerin degisimiyle meydana gelir (Komissarova ve

dig., 2004).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile 6l¢iilmesinin bir¢ok faydasi s6z konusudur. Bunlardan
biri, toksisite testleri i¢in kullanilan hayvan sayisini en aza indirmesidir. /n vitro testlerin
diger bir iistiinliigii hiicre ya da organin toksik etkiye karst mekanizmasinin belirlenmesidir.
Yeni drlinlerin toksisitesinin in vitro yontemlerle erken evrelerinde belirlenebilmesi,
harcanan para, zaman ve deney hayvanlarindan kazang saglayabilir (Putnam, 2002). In vitro
sitotoksisite testleri hiicre canliligi, hiicre cogalmasi, membran biitlinliigii, DNA sentezi ya
da hiicresel metabolizma gibi ¢esitli parametrelerin Ol¢lilmesiyle temel hiicre toksisitesini
de belirler. Bu parametreleri dlgen ¢esitli sitotoksisite deneyleri vardir. En ¢ok kullanilan
yontemler “Neutral Red Uptake” ve “Tripan Blue Exclusion” yontemi (hiicre canliligr i¢in),
“Lowry Coomassie Blue”, “Sulforodamin B (SRB)” yontemi ve “Kenacid Blue” yontemi

(toplam hiicre proteini ve hiicre ¢ogalmasini belirlemek i¢in), MTT (mitokondriyal aktivite
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ve hiicresel metabolizmay1 belirlemek i¢in) ve intraseliiler laktat dehidrogenaz aktivite
yontemleridir (hiicre lizizini belirlemek i¢in) (Gad, 2002; Saetung ve dig., 2005). Laktat
dehihrogenaz (LDH) yontemi, hiicre disi ortamdaki laktat dehidrogenaz aktivitesinin
Ol¢iimiine dayanir ve Membran biitiinliigiinii tayin etmeye yarayan bir yontemdir. “Neutral
red” yonteminde ise boya canli hiicrelerin igine girer ve canli hiicrelerin lizozomlarinda

toplanirlar (Fotakis ve dig., 2005).

Giiniimiize kadar hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicre canliligini ve ¢ogalmasini belirlemek
icin birgok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerden en kullanigh olanlar, 96 kuyucuklu
kiiltiir kaplarinin kullanildigr modern tekniklerdir. Boylece bir¢ok 6rnek ayni anda ve hizli
analiz edilebilmektedir. Canli hiicreler tripan blue, nigrosin, eritrosin, etidium bromid ve
propodium iyodid gibi boyalara kars1 gegirgen degillerdir (Zahran ve dig., 2005). “Tripan
Blue Exclusion” (TBE) ve MTT (tetrazolyum tuz rediiksiyon) deneyleri monolayer
kiiltiirlerde sitotoksisite Olglimleri ya da toksik madde varliginda hiicre canliliginin
belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerdir (Fent, 2001; Fotakis ve dig., 2005;
Weyermann ve dig., 2005).

Deney gruplarinin ¢ogalma hizlar1 ve canliliklari, hiicre canliligini tayin eden MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) yontemi (Mosmann,1983; Liu ve dig.,
2003; El-Desouky ve dig., 2007; Val’Ko ve dig., 2007) ile tayin edildi. Bu yontemin temel
prensibi, pembe renkli tetrazolyum tuzunun mitokondriyal solunum zincirinde yer alan ve
sadece canli hiicrelerde aktif olan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi araciligiyla koyu
kirmizi renkli, suda ¢Oziinmeyen formazan boyaya doniismesine dayanmaktadir.
Mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi, canli hiicrelerin sayisi arttikca artmaktadir.
Bu nedenle, enzim aktivitesi arttikca formazan boyanin iiretimi de artmaktadir. Formazan
boyanin kantititesi, direkt olarak ortamdaki metabolik olarak aktif hiicre sayisi ile iligkilidir.
Dolayisiyla spektrofotometre ile 6l¢iilen formazan boyanin absorbansi, canli hiicre sayisi
ile direkt olarak orantili olmaktadir. MTT yontemi hiicrenin metabolik aktivitesini
Olctiiglinden dolayi, hiicre sayisindaki azalma ya hiicre 6liimiiniin bir sonucu ya da hiicre
cogalmasindaki azalmadan kaynaklanabilir (Shime ve dig., 2001; Liu ve dig., 2003;
Kobayashi ve dig., 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKiSEL MATERYAL

Bu c¢alismada, bitkisel materyal olarak Rhoedales takimina ve Papaveraceae familyasina ait
olan ve Tiirkiye’de farkli cografyalarda yetisen Papaver cinsinin tiirlerinden elde edilen 13
saf alkaloid (amurin, armepavin, izokoridin, izotebain, makrantin, mekambrin,
mekambridin, narkotin, orientalidin, oripavin, salutaridin, tebain, berberin) kullanildi
(Sar1,1975; Sartyar, 2002). Bu alkaloidler saf bir sekilde 1.U. Eczacihik Fakiiltesi

Farmakognozi Anabilim Dali’ndan temin edildi.
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Sekil 3.1: Papaver somniferum var. giganteum (hashag) bitkisinin genel gériiniimii.

Rhoedales takimina ve Papaveraceae familyasina ait Papaver cinsinin tiirlerinden elde

edilen alkaloidlerden bazilar1 Sekil 2.4-12” de goriilmektedir.

3.1.1. Alkaloidlerin Bitkilerden Saf Halde Elde Edilmesi

Alkaloidlerin saflastirma islemleri 1.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali

arastirmacilari tarafindan yiiriitiilmiis ve ¢galismamizda bu saf alkaloidler kullanilmistir.

Bitkiler toplandiktan sonra, kokler ve toprak iistii kisimlari birbirinden ayrilmstir,

laboratuar sartlarinda kurutulmus ve orta incelikte toz haline getirilmistir. Toz haline
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getirilmis bitki kistmlarindan kimyasal arastirmalar kapsaminda fitokimyasal 6n denemeler
yapilarak flavon tiirevleri, antrasen tiirevleri, saponin, tanen bilesikleri ve alkaloid taramasi
yapilmistir. Alkaloid taramasi kapsaminda 1g. toz haline getirilmis 6rnek, 10 ml % 3’lik
H,SO4 c¢ozeltisiyle bir miiddet isitilarak tiiketilmistir. Soguduktan sonra siiziilmistiir.
Siiziintii 5 ml % 10’luk amonyak ¢ozeltisiyle kalevilendirilmis (bazik ortama alindi) ve
ayirma hunisinde 10 ml eterle tiketilmistir. Eterli ¢dzelti su banyosu iizerinde
yogunlastirllmig ve bakiye 10 ml % 3’lilk H,SOy4 ile ¢ozllmistiir. Bu asitli ¢ozeltide

alkaloid tayini 6zel reaktiflerle yapilmistir:

1- Bouchardat belirteci: Esmer-kirmizi ¢okelti
2- Dragendorff belirteci: Turuncu-kirmizi ¢okelti
3- Mayer belirteci: Siit rengi ¢okelti

3.1.1.1. Tersiyer Alkaloidlerin Tiiketilmesi ve Ayrilmast

Toz haline getirilmis materyal oda 1sisinda, etanol ile tiikketme s1vis1t Dragendorff belirtecine
kars1 pozitif reaksiyon vermeyinceye kadar perkolatorde tiiketilmistir. Etanollii kisimlar
diisiik basingta surup kivamina kadar yogunlastirilmis ve bakiye % 3’liik hidroklorik asit
cozeltisi ile alinmistir. Klorofil, yag vb. maddelerin uzaklastirilmasi ig¢in dnce petrol eteri
daha sonra dietileter ile tiiketilmistir. Asitli kisim % 10’luk amonyak c¢ozeltisi ile
kalevlendirilmis ve kloroform ile Dragendorff belirtecine karsi pozitif reaksiyon
vermeyinceye kadar tiiketilmistir. Kloroformlu kisimlar birlestirilmis, susuz sodyum siilfat
ile suyu alinmus, siiziilmiis ve algak basingta kuruyana kadar ugurularak tersiyer alkaloidler

elde edilmistir.

3.1.1.2. Katerner Alkaloidlerin Tiiketilmesi ve Ayrilmasi

Kloroform ile tiiketmeden sonra geriye kalan sulu kismin pH’1 sulandirilmis hidroklorik
asit ¢ozeltisi ile 6-7’ye ayarlanmig, hacminin 74’ii oraninda potasyum iyodiiriin sudaki
doymus ¢ozeltisi ilave edilmistir. Kloroform ile tiiketilmistir. Susuz sodyum siilfat ile suyu

alinmus, siizlilmiis, algak basingta kuruluga kadar ugurularak katerner alkaloid ekstresi elde
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edilmistir. Dragendorff’a karsi ¢ok soluk renk verdigi icin katerner alkaloid ekstresi

calistlmamustir.

3.1.2. Saf alkaloidlerin stoklarinin hazirlanmasi

I.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’ndan saf olarak temin edilen amurin,
armepavin, izokoridin, izotebain, makrantin, mekambrin, mekambridin, narkotin,
orientalidin, oripavin, salutaridin, tebain 100 pl kloroform (CHCI;), berberin 300 pl
kloroform i¢inde ¢o6zdiiriildii. Daha sonra her alkaloidin son hacmi 500 pg/ml olacak
sekilde EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) i¢ine alinarak ultrasonikasyon su
banyosu ve vorteks ile ¢oziinmeleri saglandi. Tam olarak ¢6ziindiigliinden emin olunan 500
pg/ml’lik ana stogun sterilizasyonu i¢in 45 pm capida milipor filtreler kullanildi. Steril
sekilde hazirlanan bu ana stoktan her denemeden 6nce degisik konsantrasyonlarda EMEM

igerisinde seyreltilen alkaloidler deneylerde kullanildi.

3.2. HUCRE KULTURU

In vitro sitotoksik aktivite potansiyelini belirlemek amaciyla deneylerimizde normal
transforme hiicre hatti olan Vero (Afrika Yesil Maymun (Cercopithecus aethiops) bobrek
fibroblast hiicre hatt1) ve kanser hiicre hattt olan HeLa (1951 yilinda insan serviks
karsinomundan elde edilmis epitel hiicre hatt1) hiicreleri kullanildi. Hiicrelerin devamliligi

haftada iki kez pasajlarla saglandi.
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Sekil 3.3: Tek tabaka halinde cogalma gosteren HeLa hiicrelerinin 3 giinliik kiiltiirii.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Devamlih@inin Saglanmasi

Vero ve Hela tam tabaka olusturmus hiicrelerin (monolayer), yeni Kkiiltiir ortamina
aktarilmasi (pasaji) igin, Oncelikle hiicre tabakasi Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) ile ii¢ kez yikandi ve Tripsin/EDTA enzim ¢ozeltisi (Ca™ ve Mg igermeyen
DPBS igerisinde hazirlanmig % 0.1 Tripsin ve % 0.04 EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik
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asit) cozeltisi) ile 10-15 dakika siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Tutundugu ylizeyden
ayrilan hiicrelerin iizerine antibiyotik-antimikotik karigimi [penisilin (100 U/ml);
streptomisin (100 pg/ml); amphoterisin B (0.25 pg/ml)] ve %10 fetal calf serum (FCS)
iceren taze EMEM eklendi ve hiicreler 1000 devir/dakikada, 5 dakika siireyle santrifiij
edilerek toplandilar ve daha sonra taze EMEM ile yeniden siispanse edildiler. Hiicreler
hemositometrede sayilarak, yaklasik 1x10° hiicre/ml olacak sekilde yeni kiiltiir ortamlaria
aktarildilar. Daha sonra kiiltiir kaplar1 % 90’dan fazla bagil nem ve % 5 CO, saglayan 37
°C’lik etiive (Heraus B-5060 EK/CQO,) kaldirildilar. Ayni islemler ortalama haftada iki kez

tekrarlanarak hiicrelerin devamliliklar1 saglandi.

Ayrica kiiltiirde meydana gelebilecek risklere karsi hiicreler belli araliklarla dondurularak
saklandilar. Bu amagla logaritmik fazdaki hiicreler tripsin uygulandiktan sonra
santriflijlenerek toplandilar. % 50 FCS, % 10 DMSO (dimetil siilfoksit) ve EMEM iceren
saklama ortaminda yaklasik 1x10" hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre stoklart

donduruldular (- 80 °C ve -196 °C).

3.3. ALKALOIDLERIN Vero ve HeLa HUCRELERI UZERINDE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

3.3.1. Hiicre Cogalma Egrisi

Vero ve HeLa hiicreleri ile MTT ve TBE yontemlerini uygulamadan 6nce her iki hiicrenin
de hiicre ¢ogalma egrisini olusturmak, hiicrelerin kaginci saatte hangi fazda olduklarim
anlamak ve uygulanacak alkaloidin hiicre hatlar1 ile en az ka¢ saat muamele edilmesi
gerektiginin anlasilmasinda 6nemli rol oynar. Bu amagla ilk olarak Vero ve HeLa hiicreleri
icin ayr1 ayr1 13 gilinliik cogalma egrisi grafigi ¢ikartilmistir ve ikilenme zamani “(doubling

time)” her iki hiicre hatt1 i¢in de elde edilmistir.

Vero ve Hela hiicrelerinin ¢ogalma egrilerini olusturmak iizere 24 kuyucuklu kiiltiir

kaplarina hemositometrede sayilarak 5x10* hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi yapild: ve
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hiicreler % 5 CO, igeren 37 °C’lik etiive kaldirildi. 24 saatin sonunda etiivdeki kiiltiir
kaplarinin li¢ kuyusu tiger kez DPBS ile yikandi ve daha sonra 100 pl Tripsin/EDTA ilave
edilerek etiive kaldirildi. 15 dakika sonra etiivden alinan kiiltiir kaplarinin tripsin uygulanan
kuyularina 900 pl EMEM ilave edilerek hiicreler siispanse edildi (ayn1 zamanda hiicrelerin
uzun siire tripsin uygulanmasi ile gorebilecegi zarar engellenmis oldu). Tripsin uygulanan
her ti¢ kuyudan 100 pl ve tripan mavisinden de 100 pl alinarak 1:1 oraninda siispanse edildi
ve 5-10 dakika bekletilip hiicrelerin hemositometrede sayimlar1 yapildi. Bu islem her 24
saatte bir li¢ kuyudaki hiicreler sayilacak sekilde Vero ve HeLa hiicreleri igin ayri ayri
toplam 13 giin boyunca tekrarlandi. Hiicrelerin birbirlerinin ¢ogalmalarin1 engelleyici
maddeleri besiyerine birakmalar1 (kontakt inhibisyon) ve kuyularda fazla miktarda olan
hiicrelerin besiyerinin pH’sin1 degistirmesi sebebiyle ii¢iincii giiniin sonunda her giin olmak
kosulu ile besiyerleri taze EMEM ile degistirildi. Absise zaman (giin), ordinata hiicre
sayilar1 yerlestirilerek her iki hiicre hatti icin de cogalma egrisi olusturuldu. Ikilenme

zamani (doubling time, DT) asagidaki formiile (Ebato ve dig., 1988) gore hesaplandi:

DT= (t-to) log2/ logN-logNy

3.3.2. Hiicre Canlilik Testi

Vero ve HelLa hiicreleri 24 ve 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Grainer, 662160) yaklasik
1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekildiler. Hiicrelerin % 5 CO, igeren 37 °C’lik etiivde 24
saatlik inkiibasyonundan sonra ortamdaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelere alkaloid
icermeyen (Kontrol) ve degisik konsantrasyonlarda alkaloid igeren taze EMEM besiyerleri
eklendi. Hiicreler tekrar % 5 CO, igeren 37 °C’lik etiivde 48 saat siireyle inkiibe edildiler.
Inkiibasyon periyodundan sonra canli hiicre sayis1 TBE ve MTT yontemlerine gore

belirlendi.
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3.3.2.1 Tripan Blue Exclusion Yontemi (TBE yontemi)

TBE yontemi igin Oncelikle hiicreler tripsin uygulanarak bulunduklar yiizeyden
kaldirildilar ve daha sonra 1000 devir/dakika hizda, 5 dakika santrifiij ile ¢okeltilerek
ayrildilar. Cokelti siispanse edilerek hiicre siispansiyonu elde edildi ve daha sonra hiicre
stispansiyonu esit hacimde DPBS’de hazirlanmis % 0.5 tripan mavisi ile karigtirildi ve 5-10
dakika bekletildikten sonra hemositometrede hiicre sayimi yapildi. Canli hiicreler boyaya
kars1 gecirgen olmadiglr ve sadece Olii hiicreler boyandigi icin total hiicre sayisindan,
boyanan hiicre sayisi ¢ikarilarak canli hiicre sayist bulundu (Fent, 2001; Fotakis ve dig.,

2005; Weyermann ve dig., 2005).

3.3.2.2. Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Yontemi (MTT Yontemi)

MTT yéntemini uygulamak amaciyla mililitresinde 1x10° hiicre bulunacak sekilde EMEM
icerisinde hazirlanmig olan hiicre siispansiyonundan her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde
96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekim yapildi. Hiicre ekimi yapilan kiiltiir kaplar1 % 5 CO,
iceren 37 °C’lik etlivde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda yiizeye tutunmus
olan hiicrelerin tlizerindeki EMEM besiyeri uzaklastirildi, 200 ul DPBS ile bir kez yikandi
ve kontrol grubuna 200 pl taze EMEM, diger kuyulara ise alkaloidlerin 6nceden belirlenen
EMEM igerisinde hazirlanan konsantrasyonlar1 kuyu basina 200 ul olacak sekilde eklendi
ve tekrar % 5 CO; igeren 37 °C’lik etiivde 48 saat inkiibe edildi. 48. saatin sonunda kiiltiir
kaplarindaki besiyerleri uzaklagtirilip ti¢ kez 200 ul DPBS ile yikandi. Daha sonra yikanan
kuyucuklara 35 pl MTT [5 mg MTT/ml DPBS] eklenerek tekrar 2-4 saat siireyle etiivde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara 200 ul DMSO eklenerek
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in 37 °C’ye ayarlanmis c¢alkalayici etiivde 15 dakika
stireyle 180 devir/dakika'da ¢alkalamaya alindi. Calkalama sonucunda ¢oziinen ve homojen
dagilim gosteren formazan boyanin optik yogunluklari 540 nm dalga boyunda ve referans
dalga boyu 690 nm olacak sekilde sprektrofotometrede Slgiildii (Mosmann,1983; Liu ve
dig., 2003; El-Desouky ve dig., 2007; Val’Ko ve dig., 2007). Alkaloidlerle muamele
edilmeyen (Kontrol) hiicre canliligt % 100 olarak kabul edildi. Deney ve Kontrol
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gruplarinin ortalama absorbans (OA) degerleri karsilagtirilarak, asagidaki formiil ile %

canlilik degeri hesaplandi. Deneyler en az 3 kez tekrarlandi.

% Canlilik = [ OA ( Deney ) / OA ( Kontrol ) ] x 100

Sekil 3.4: MTT yontemi sonucu ortaya ¢ikan renk degisimleri (2. kolon B-G arasindaki
kuyucuklarda % 100 canlilik sonucu olusan renk degisimi, 12. kolon kor (blank), diger
kolonlarda ise canliliktaki degisime gore ortaya ¢ikan renk degisimini yansitmaktadir).

Ayrica baslangi¢ asamasinda alkaloidlerin ¢6ziindiiriilmesinde kullanilan kloroformun en
yiksek final konsantrasyon degeri de, sitotoksik acidan her iki hiicre hattinda da

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE COGALMA EGRIiSi

Vero ve Hela hiicreleri ile MTT ve TBE yontemi uygulamadan once her iki hiicrenin de
hiicre cogalma egrisini ¢ikarmak, hiicrelerin kaginci saatte hangi fazda olduklarin1 anlamak
ve uygulanacak alkaloidin hiicre hatlar1 ile en az ka¢ saat muamele edilmesi gerektiginin
anlasilmasinda 6nemli rol oynar. Bu amagla ilk olarak Vero ve HeLa hiicreleri i¢in ayr1 ayr1
13 giinliik ¢cogalma egrisi grafigi ¢ikartilmistir ve ikilenme zamani “(doubling time)” her iki
hiicre hatt1 iginde elde edilmistir. Absise zaman (giin), ordinata hiicre sayilar1 yerlestirilerek

cogalma egrisi olusturuldu (Tablo 4.1) (Sekil 4.1, 4.2).

Tablo 4.1: Vero ve HeLa hiicrelerinin zamana gore belirlenmis hiicre sayilari.

Zaman Vero HeLa
(Giin) (Hiicre sayisi/ml) (Hiicre sayisi/ml)
0 5000040 1000000
1 43330+5774 142100+8879
2 90000426460 213000+15570
3 170000+51960 295800+1973
4 3900004164600 437200+7141
5 510000+36060 606700+48900
6 670000+156200 748500+73790
7 1057000148400 919700+100300
8 1107000+£92380 1115000459600
9 1087000187700 1260000+55930
10 112700064290 1273000+7215
11 1137000+£101200 1277000+10370
12 1140000+103900 1277000+10750
13 1133000+£90740 12760006062
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1500000

10000004

500000

Hiicre sayisi/ml

0

L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) 1
012345678 9101112131415
Zaman (glin)

Sekil 4.1: 10 hiicre/ml ile baslatilan kiiltiirlerde canli HeLa hiicre sayist belirlenerek olusturulmus

yari-logaritmik ¢ogalma egrisi (Grup igindeki tekrarlar arasindaki tutarlilik tek-yonlit ANOVA testi
ile belirlenmistir) (P<0.0001, R*: 0.9923).

1200000-
1000000+
800000+
600000+
400000-

Hiicre Sayisi/mli

200000+

0

012345678 9101112131415
Zaman (giin)

Sekil 4.2: 5x10* hiicre/ml ile baslatilan kiiltiirlerde canli Vero hiicre sayis1 belirlenerek olusturulmus

yari-logaritmik ¢ogalma egrisi (Grup igindeki tekrarlar arasindaki tutarlilik tek-yonlii ANOVA testi
ile belirlenmistir) (P<0.0001, R*: 0.9647).

Ikilenme zamani HeLa hiicreleri icin 39 saat, Vero hiicreleri icin 46 saat olarak

hesaplanmustur.
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4.2. ALKALOIDLERIN Vero ve HeLa HUCRELERI UZERINDE ETKIiSINIiN
DEGERLENDIRILMESI

4.2.1. Sitotoksisite Testleri

4.2.1.1. Hiicre Canlilik Testi

13 saf alkaloidlerin Vero ve HeLa hiicreleri {izerine sitotoksik etkilerini degerlendirmek
icin iki yontem uygulandi. Alkaloidlerle 48 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra canli

hiicre sayist TBE ve MTT yontemine gore belirlendi. Her iki yontemde elde edilen

sonuglara gore hazirlanan grafik Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 ‘de verilmektedir.

4.2.1.2. TBE ve MTT Yontemlerinin Karsilastirilmast

Amurin

—— MTT Yo6ntemi

—-®- - Tripan Blue Exclusion y6éntemi

% Canhhk

O T T T

T T T T T
Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.3: Vero hiicrelerinde amurin alkalodinin degisik konsantrasyonlarinin MTT ve TBE ydntemi
ile elde edilen sonuglarinin karsilastirilmasi.
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Amurin —— MTT Yontemi

—-®- - Tripan Blue Exclusion Y 6ntemi

% Canhlk

0 T T T T T T T T
Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.4: HeLa hiicrelerinde amurin alkalodinin degisik konsantrasyonlarinin MTT ve TBE
yontemi ile elde edilen sonug¢larinin karsilastiriimasi.

Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de goriildiigii gibi amurin alkaloidinin Vero ve HeLa hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerinin MTT ve TBE yontemleri ile degerlendirilmesi sonucu

ortaya ¢ikan grafigin her iki yontemde de paralellik gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir.

Her iki yontemin diger biitlin alkaloidlerde de benzer etki géstermesi nedeniyle sitotoksik

aktivite degerlendirmesinde bundan sonra sadece MTT ydntemi sonuglar1 verilecektir.

4.3. SAF ALKALOIDLERIN IN VITRO SITOTOKSIK AKTIVITELERININ MTT
YONTEMIiYLE DEGERLENDIRILMESI

Caligmamizda 13 saf alkaloidin 6n denemeler sonucunda belirlenen konsantrasyon
degerlerine gore Vero ve Hela hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik aktivite degerleri ortaya
konmustur. Bu degerlere gore hazirlanan sonuglar Tablo 4.2-15’te ve grafikler Sekil 4.5-
18°de gosterilmektedir. Ayrica 13 alkaloidin her iki hiicre hatt1 i¢in de elde edilen SDsg
degerlerine gdre (SDso; hiicrelerin % 50’sinin 6liimiine neden olan pg/ml cinsinden ekstre

konsantrasyonu) hazirlanan tablo ise Tablo 4.16’da verilmektedir.
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% Canlihik
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—--=--Hela
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50

100

Konsantrasyonlar (ug/ml)

Sekil 4.5: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {izerine amurin alkaloidinin MTT yontemi ile belirlenen

sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=5, P<0.0001, R% 0.9784 ve HeLa i¢in n=5, P<0.0001, R*: 0.9894).

Tablo 4.2: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine amurin alkalodinin MTT yontemi ile belirlenen

sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

%

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

Canlihk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 93+ 9033+ | 91.3+ | 72.83+ | 59.46+ 45.94+ 40.83+ 27+ 14.74+
0 435 3.51 737 8.37 5.42 331 1.19 435 1.73
HeLa 100+ 106+ 100+ | 95+ 90+ 72.88+ 74+ 4887+ | 333+ 30+
0 1.04 454 | 244 2.34 3.57 4 25 3.78 435
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Armepavin

—e— \Vero

120 - —-®--Hela

% Canhilik

Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200
Konsantrasyonlar(ug/ml)

Sekil 4.6: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine armepavin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=6, P<0.0001, R%: 0.9892 ve HeLa i¢in n=5, P<0.0001, R%:
0.9901).

Tablo 4.3: In vitro Vero ve HelLa hiicreleri iizerine armepavin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)
%
Canhlik Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 88.33+ 87.2+ | 84.7+ | 703+ 68.7+ 477+ 28.1+ 29.6+ 1.3+
0 1.15 2.03 6.67 5.03 9.28 6.88 0.7 1.97 0.51
HeLa 100+ 107+ 9475+ | 84+ 73+ 61.67+ 37+ 14+ 9.44+ 2.13+
0 3 0.95 432 11.22 2.082 2 2.64 1.5 0.25
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Berberin

—e—\Vero
—-®--Hela

% Canlhihik

Kontrol 1 5 10 25

50 100
Konsantrasyonlar (png/ml)

150 200

Sekil 4.7: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {izerine berberin alkaloidinin MTT yontemi ile belirlenen
sitotoksik etkisi (Vero igin n=7, P<0.0001, R*: 0.9804 ve HeLa i¢in n=8, P<0.0001, R* 0.9944).

Tablo 4.4: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {izerine berberin alkalodinin MTT ydntemi ile belirlenen
sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

%

Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300

Vero 100+ 108.2+ | 88.72+ | 76.71% | 7439+ | 5924+ | 40.49+ 31.67+ | 13.57+ | 1235+
0 14.10 471 6.75 5.34 2 2.8 4.04 0.36 1.52

HeLa 100+ 93.2+ 70.67+ | 48.17+ | 2833+ | 24+ 19.33+ 14.7+ 5+ 0.99+
0 1.78 2.94 5.56 2.08 1 459 0.54 0.17 0.01
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izokoridin

—e—\Vero

= Hela

% Canhilik

Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Konsantrasyonlar (png/ml)

Sekil 4.8. In vitro Vero ve HeL a hiicreleri iizerine izokoridin alkaloidinin MTT y&ntemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=5, P<0.0001, R% 0.9073 ve HeLa i¢in n=5, P<(0.0001, R%:
0.8906).

Tablo 4.5: In vitro Vero ve HeL a hiicreleri iizerine izokoridin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

%

Canlihk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 89.2 + 90.67+ | 78.16+ 79+ 72.9+ 65.57+ 60.33+ 62+ 48+
0 1.6 2.08 8.41 3 2.68 13.38 5.68 5.19 454
HeLa 100+ 101 + 1053+ | 1063+ 116+ | 1227+ | 134.6+ 1373+ | 159.5+ 174+
0 6.95 251 2252 9.84 11.06 14.99 251 6.98 7.81
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Sekil 4.9: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {izerine izotebain alkaloidinin MTT yontemi ile

belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=6, P<0.0001, R%: 0.9682 ve HeLa i¢in n=7, P<0.0001, R%:

0.8611).

Tablo 4.6: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine izotebain alkalodinin MTT yontemi ile

belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

%

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300

Vero 100+ 104 + 102+ 89.67+ | 8833+ | 73.98+ | 81.67+ 7151+ | 70.77+ | 56.93+
0 3.05 2 2.08 0.57 8.67 2.08 1.5 1.57 275

HeLa 100+ 101 = 1043+ | 1003+ | 111.7+ | 120+ 126.3+ 1237+ | 1424+ | 1603+
0 2.08 3.05 493 5.68 13.75 19.6 12.34 5.16 9.07
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Sekil 4.10: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine makrantin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=4, P<0.0001, R%: 0.9760 ve HeLa i¢in n=5, P<0.0001, R%:
0.9863).

Tablo 4.7: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine makrantin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)
%
Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 122 + 107.7+ | 1157+ | 1093+ | 1072+ | 80.65+ 70.67+ | 62.83+ | 5833+
0 3.05 2.08 8.65 5.68 2.28 451 4.16 3.53 2.08
HeLa 100+ 103 + 84.53+ | 75.17+ | 48.13+ | 31.96+ | 29.33+ 223+ | 22,67+ | 1148+
0 4.01 5.03 4.95 478 3.82 3.05 2.56 3.51 1.3
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Sekil 4.11: In vitro Vero ve HeL a hiicreleri iizerine mekambrin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=9, P<0.0001, R% 0.9961 ve HeLa icin n=9, P<0.0001, R*:
0.9870).

Tablo 4.8: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine mekambrin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)
%
Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 114 + 1024+ | 1044+ | 7774+ | 57.86+ 2.93+ 1.75+ 0.41+ 0.19+
0 0.47 10.85 3.39 3.38 1.39 1.07 1.08 0.51 0.07
HeLa 100+ 104 + 1003+ | 96.97+ | 682+ | 29.28+ | 11.59+ 3.53+ 2.08+ 1.4+
0 4.56 4.89 7.57 3.61 491 6.82 0.93 0.35 0.55
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Sekil 4.12: In vitro Vero hiicreleri iizerine mekambridin alkaloidinin MTT yontemi ile belirlenen

Tablo 4.9: In vitro Vero hiicreleri {izerine mekambridin alkalodinin MTT yontemi ile belirlenen
sitotoksik etkisini gosteren sonuglar.

sitotoksik etkisi (n=5, P<0.0001, R*: 0.8736).

% Canlilik

Alkaloid Konsantrasyonu (pg/ml)

Kontrol 10 50 100 200 300
100+ 107.3+ 100.8+ 91.73+ 81.57+ 68
0 6.65 49 7.44 3.89 9.53
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Sekil 4.13: In vitro HeLa hiicreleri lizerine mekambridin alkaloidinin MTT yontemi ile belirlenen
sitotoksik etkisi (n=5, P<0.0001, R* 0.9627).

Tablo 4.10: /n vitro HeLa hiicreleri lizerine mekambridin alkalodinin MTT yontemi ile belirlenen
sitotoksik etkisini gosteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (pg/ml)

% Canlilik

Kontrol 50 100 150 200
100+ 111+ 127.9+ 148+ 150+
0 9.89 7.1 1.41 3.6
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Sekil 4.14: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine narkotin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=7, P<0.0001, R%: 0.9665 ve HeLa icin n=6, P<0.0001, R*:

0.7743).

Tablo 4.11: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri lizerine narkotin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gosteren sonuglar.

%

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

Canlihk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300

Vero 100+ 104 + 1003+ | 97.67+ | 93.67+ | 92.77+ | 82.22+ 73.6+ | 71.97+ | 56.83%
0 55 1.52 1.52 2.08 436 1.2 4.99 3.21 431

HeLa 100+ 108 + 123+ 1343+ | 123.7+ | 104.7+ 120+ 128+ 132.7+ 134+
0 2.64 1.73 251 4.04 14.98 15 4 12.5 5.29
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Sekil 4.15: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine orientalidin alkaloidinin MTT yontemi ile

belirlenen sitotoksik etkisi (Vero igin n=9, P<0.0001, R*: 0.9196 ve HeLa i¢in n=9, P<0.0001, R*:

0.9884).

Tablo 4.12: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {izerine orientalidin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gosteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)
%
Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 1043+ | 96.67+ | 94.13+ 92+ | 88.45+ | 82.07+ 75.86+ 68.6+ 67.67+
0 6.02 2.08 5.06 3.6 2.19 5.47 521 5.17 5.5
HeLa 100+ 1043+ | 103.7+ | 1043+ | 7433+ | 6833+ | 5533+ 58.67+ 50+ 11.5+
0 3.21 1.52 1.15 3.05 5.68 1.52 23 2.64 479
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Sekil 4.16: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri iizerine oripavin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=8, P<0.0001, R%: 0.9939 ve HeLa i¢in n=8, P<0.0001, R%:
0.9562).

Tablo 4.13: In vitro Vero ve HeLahiicreleri {izerine oripavin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

%

Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300

Vero 100+ 115.7+ 125+ | 93.12+ | 83.67+ | 66.33x | 5078+ | 4647+ | 339+ | 21.96%
0 5.13 5.56 1.15 4.04 2.88 1.12 1.55 2.74 1.55

HeLa 100+ 100.1% 103+ | 111.8+ | 97.53+ | 100.9+ | 75.08+ 64.5+ | 56.19+ | 48.67+
0 7.17 2.9 8.12 5.02 4.57 8.44 4.82 59 3.51
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Sekil 4.17: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri lizerine salutaridin alkaloidinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=7, P: 0.0162, R%: 0.6736 ve HeLa i¢in n=6, P<(0.0001, R%:
0.8517).

Tablo 4.14: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri lizerine salutaridin alkalodinin MTT yontemi ile
belirlenen sitotoksik etkisini gosteren sonuglar.

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)
%
Canhhk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300
Vero 100+ 100.3+ 104+ 101+ 1073+ | 1147+ | 1102+ 100+ 96.76+ 81+
0 1.52 2.64 3.6 7.37 455 455 6.85 3.4 2.64
HeLa 100+ 100+ 110.7+ 109+ 117.5€ | 117.8% 124+ 123+ 127.6+ 119.7+
0 2.64 3.78 0.81 2.08 2.63 435 8.88 2.61 8.96
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Sekil 4.18: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri lizerine tebain alkaloidinin MTT yontemi ile belirlenen

sitotoksik etkisi (Vero i¢in n=5, P<(0.0001, R?: 0.9924 ve HeLa i¢in n=6, P<(0.0001, R%: 0.9247).

Tablo 4.15: In vitro Vero ve HeLa hiicreleri {lizerine tebain alkalodinin MTT yontemi ile belirlenen

sitotoksik etkisini gdsteren sonuglar.

%

Alkaloid Konsantrasyonu (ng/ml)

Canlihk Kontrol 1 5 10 25 50 100 150 200 300

Vero 100+ 9433+ | 90.15+ | 83.67+ | 66.67+ | 53+ 40+ 39.67+ | 37.67+ | 3333+
0 23 1.23 3.51 4.04 2.64 2.64 3.78 2.309 1.52

HeLa 100+ 101.8+ | 109.8+ | 1233+ | 1258+ | 127.3+ | 129.2+ 140.8+ | 160.8+ 178+
0 8.28 6.3 9.45 5.43 9.07 6.71 10.94 5.12 10.36
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4.4. ALKALOIDLERIN SDs, DEGERLERI

4.3.’teki tablo ve grafiklere gore olusturulmus tablo Tablo 4.16” da gosterilmistir.

Tablo 4.16: Alkaloidlerin Vero ve HeLa hiicrelerindeki SDs, degerleri (SDs, ; hiicrelerin % 50’sinin
6limiine neden olan alkaloid konsantrasyonu).

SDs
(ng/ml)

Alkaloidler Vero HeLa
Amurin 86.58 151.51
Armepavin 95.30 66.44
Berberin 71.14 12.08
Izokoridin >300 Saptanamadi
Izotebain >300 Saptanamadi
Makrantin >300 24.16
Mekambrin 58.39 36.91
Mekambridin >300 Saptanamadi
Narkotin >300 Saptanamadi
Orientalidin >300 200
Oripavin 110.74 271.81
Salutaridin Saptanamadi Saptanamadi
Tebain 54.56 Saptanamadi
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Alkaloidlerin Vero ve HelLa hiicre kiiltlirlerinde sitotoksik aktivite degerlerine gore
hazirlanan sekil ve tablolar (Sekil 4.5-18, Tablo 4.2-15) incelendiginde 13 alkaloidin 7
tanesinin HeLa hiicrelerinde (amurin, armepavin, makrantin, mekambrin, orientalidin,
oripavin, berberin) ve 12 tanesinin de (amurin, armepavin, isokoridin, izotebain, makrantin,
mekambrin, mekambridin, narkotin, orientalidin, oripavin, tebain, berberin) Vero
hiicrelerinde konsantrasyon artigina paralel olarak sitotoksik aktivite gosterdigi ortaya
cikmaktadir. SDsp sonuglarina gore degerlendirildiginde HeLa hiicreleri igin sitotoksik
aktivite gosteren alkaloidler igerisinde en aktif olani berberin alkalodidir ( SDsy : 12.08
pg/ml) ve bunu da makrantin (SDsg : 24.16 ug/ml) ve mekambrin (SDsy : 36.91 pg/ml)
alkaloidleri takip etmektedir. En az aktiviteyi ise oripavin gostermektedir (SDsy : 271.81
png/ml). HeLa hiicrelerinde sitotoksik aktivite gdstermeyen 6 alkaloidin salutaridin
haricinde 5 tanesinin anlamli bir sekilde konsantrasyon artisina paralel olarak hiicre
cogalmasini tesvik ettigi (proliferatif etki) ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle tebain alkaloidinin
300 pg/ml’lik konsantrasyonunda hiicre sayisinin kontrole gore % 78 oraninda arttig
gortilmektedir. SDsy sonuglarina gore degerlendirildiginde Vero hiicreleri igin sitotoksik
aktivite gosteren alkaloidler icerisinde ise en aktif alkaloid tebain’dir (SDsg : 54.56 pg/ml).
Bunu mekambrin (SDsp : 58.39 pg/ml ) ve berberin (SDsy : 71.14 pg/ml) alkaloidleri
izlemektedir. Aktivitesi arastirilan alkaloidler icerisinde sadece 1 tanesi (salutaridin) en
fazla denenen konsantrasyon olan 300 pg/ml’lik konsantrasyonda bile her iki hiicre tipi
icin de sitotoksik aktivite gostermemistir. Aktivitesi arastirilan alkaloidler igerisinde ise en
ilging sonucu mekambrin alkaloidi gdstermistir. Mekambrin alkaloidinin Vero hiicrelerinde
100 pg/ml konsantrasyonda, HeLa hiicreleri i¢in ise 150 pg/ml konsantrasyonda % 100
sitotoksisite gosterdigi yani hiicrelerin tamaminin Oliimiine neden oldugu ortaya
cikmaktadir. Alkaloidlerin ¢oziindiiriilmesinde kullanilan kloroformun en yiiksek
konsantrasyonununun sitotoksik degerlendirilmesi de yapilmis ve kloroformun final

konsantrasyonunun sitotoksik etkisi saptanmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak bitkilerin kullanimi insanhik tarihi kadar eskidir.
Gilintimiizde dahi gelismekte olan hatta gelismis iilkelerde bitkilerin tedavi amagli kullanimi
sentetik ilaglarin hizli gelisimine karsin Onemini hala korumaktadir. Bitkilerdeki
biyosentetik yollarin ¢esitliligi glinlimiizde kullanilan ilaglarin % 50’sinden fazlasinda
bitkisel tiriinlerin kullaniminin temel nedenini olusturmaktadir. Gliniimiizde yine bitkiler
muhtemel terapdtik etkili yeni molekiillerin bulunmasinda en 6nemli ve zengin kaynagi
olusturmaktadir (Stevigny ve dig., 2005). Bu potansiyel kaynak giiniimiizde ¢ok yogun bir
sekilde taranmakta ve yapilan ¢aligmalarda ¢ok cesitli bitkisel kokenli molekiil gruplarinin
degisik aktiviteleri ortaya konmaktadir. Bitkilerden izole edilen, in vitro ve in vivo
aktivitesi saptanmis olan c¢ok g¢esitli molekiill gruplart (polisakkaritler, flavonoidler,
terpenler, alkaloidler, fenoller ve amino asitler) bulunmaktadir (Stevigny ve dig., 2005;

Zahran ve dig., 2005; Akinpelu ve dig. 2008).

Bitkisel kaynaklt molekiil gruplar1 igerisinde ¢esit ve etkinlik bakimindan en 6nemli
gruplardan birisi alkaloidlerdir. Alkaloidlerin degisik biyolojk aktiviteleri ile ilgili ¢ok
saylda caligma yapilmis ve bu c¢alismalar sonucunda da bir kisminin aktif klinik kullanima
sokulmasi miimkiin olabilmistir. Yapilan c¢alismalarda alkaloidlerin antiviral, antitiimoral,
antimikrobiyal ve ¢esitli immiinolojik aktiviteleri iceren ¢ok cesitli farmakolojik aktiviteleri
ortaya konmustur (Alexandrova ve dig., 2000; Stevigny ve dig., 2005). Bitkilerde bulunan
21000°den fazla alkaloid tiiriinden pek ¢ogu néroreseptor veya iyon kanallarina etkili olan

norotoksinlerdir. Alkaloidlerin 6nemli bir kismi1 da sitotoksik etkiye sahiptirler.

Sitotoksisite bir molekiiliin bir hiicredeki bir veya daha c¢ok onemli hedefle molekiiler
etkilesiminin bir sonucu ortaya ¢ikar. Dolayisiyla sitotoksisitede belli basli temel hedefler
DNA, RNA ve bu molekiillerle ilgili enzimler ve reaksiyon kademeleri (replikasyon,
onarim, transkripsiyon, DNA polimeraz, RNA polimeraz, topoizomeraz, telomeraz),
protein biyosentezi ve membran fonksiyonu ve proteinleri olarak agiklanabilir (Wink,

2007).
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Cesitli hiicre hatlarinin giiniimiizde molekiiler biyolojik tekniklerle birlikte kullaniminin
yayginlasmasi ile ortaya c¢ikan in vitro yontemler, hem klinik hem de temel arastirma
calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle bu tip in vitro teknikler gesitli
ajanlar tarafindan indiiklenen transformasyon, hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisite
mekanizmalarinin ¢alisilmasinda faydalidir (Ishihara, 2001). Yapilan bir ¢alismada S-
disentrin, neolitsin, aktinodafnin ve kassitin alkaloidlerinin HeLa, Mel-5 ve HL60 kanser
hiicre hatlarinda ve NIH3T3 kanser olmayan hiicre hattinda in vitro sitotoksik 6zellikleri
ortaya konmustur (Stevigny ve dig., 2005). Bu molekiiller, diger sitotoksik ajanlarin
cogunlugunda oldugu gibi spesifik bir etki gostermemis fakat hizla ¢ogalan hiicrelerin
cogalmasint 6nemli oranda inhibe etmislerdir. Daha sonraki calismalarda S-disentrin
alkaloidinin DNA topoizomeraz Il enziminin katalitik aktivitesini inhibe ettigi ortaya

konmustur.

Yapilan bir calismada Consolida tiirlerinden izole edilen diterpenoid alkaloidlerinden
likoktonin ve 14-asetilbrovnin alkaloidlerinin MDBK ve Vero hiicrelerinde sitotoksik
aktivite gosterdikleri ortaya konmustur (Sener ve dig., 2007). Taksonomik bir ¢alismada,
Delphinium tiirlerinden izole edilen likoktonin tipi alkaloidler toksisite derecelerine gore ii¢
gruba ayrilmistir. Bunlar, yiliksek toksisiteye sahip N-(metilsiiksinil)-antranoyillikoktonin
tip, orta derece toksisiteye sahip likoktonin tip ve diisik toksisiteli 7,8-
metilendioksilikoktonin tip olarak simiflandirilmistir. Calismada molekiile baglhi Cl14
bakiyesinin bu tip alkaloidlerin toksisitesi i¢in onemli oldugu ortaya konmustur. N-
(metilsiiksinil)-antranoyillikoktonin tip alkaloidin metil siiksinil grubu uzaklastirildiginda
toksisitesinin 93 kez daha az oldugunun ortaya ¢ikmasi da bu goriisii desteklemektedir

(Panter ve dig., 2002).

Yapilan bir calismada Solanum pseudocapsicum’dan elde edilen alkaloidlerin in vitro
sitotoksik ve in vivo antitimdr etkileri oldugu ortaya konmustur (Badami ve dig., 2003;
Vijayan ve dig., 2004). Baska bir calismada da Solanum pseudocapsicum’dan izole edilen
O-metilsolanokapsinin kanser hiicre hatt1 (HeLa) ve normal hiicre hattina (Vero) karsi in

vitro sitotoksik aktivitesi MTT ve SRB (siilforodamin B) yontemi ile degerlendirilmistir.
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Alkaloidin her iki hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite gosterdigi, SDso degerlerinin (MTT
ile belirlenen) HeLa i¢in 39 pg/ml ve Vero i¢in 59 pg/ml oldugu ve HeLa hiicrelerine karst
daha fazla toksisite gosterdigi ortaya konmustur (Dongre ve dig., 2007).

Biz de ¢alismamizda alkaloidlerin in vitro sitotoksik aktivitelerini degerlendirmek i¢in bir
insan kanser hiicre hatt1 olan HeLa ve kanser olmayan bir hiicre hatt1 olan maymun koékenli
Vero hiicrelerini kullandik. Alkaloidlerin Vero ve HeLa hiicre kiiltiirlerinde MTT yontemi
ile belirlenen sitotoksik aktivite degerlerine gore (Sekil 4.5-18, Tablo 4.2-15) 13 alkaloidin
7 tanesinin HeLa hiicrelerinde (amurin, armepavin, makrantin, mekambrin, orientalidin,
oripavin, berberin) ve 12 tanesinin de (amurin, armepavin, isokoridin, izotebain, makrantin,
mekambrin, mekambridin, narkotin, orientalidin, oripavin, tebain, berberin) Vero
hiicrelerinde konsantrasyon artisina paralel olarak sitotoksik aktivite gosterdigi ortaya
cikmaktadir. SDsg sonuglarina gore degerlendirildiginde ise HeLa hiicreleri i¢in sitotoksik
aktivite gosteren alkaloidler icerisinde en aktif olani berberin alkalodidir (SDsy : 12.08
pg/ml) ve bunu da makrantin (SDsp : 24.16 pug/ml) ve mekambrin (SDsp : 36.91 pg/ml)
alkaloidleri takip etmektedir. En az aktiviteyi ise oripavin gostermektedir (SDso : 271.81
pg/ml). HeLa hiicrelerinde sitotoksik aktivite gdstermeyen 6 alkaloidin salutaridin
haricinde 5 tanesinin anlamli bir sekilde konsantrasyon artisina paralel olarak hiicre
cogalmasini tesvik ettigi (proliferatif etki) ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle tebain alkaloidinin
300 pg/ml’lik konsantrasyonunda hiicre sayisinin Kontrole gore % 78 oraninda arttig
goriilmektedir. SDsy sonuglarina gore degerlendirildiginde Vero hiicreleri igin sitotoksik
aktivite gosteren alkaloidler igerisinde ise en aktif alkaloid tebaindir (SDsg : 54.56 ug/ml ).
Bunu mekambrin (SDs : 58.39 pg/ml) ve berberin (SDsp: 71.14 pg/ml) alkaloidleri takip
etmektedir. Aktivitesi arastirilan alkaloidler icerinde sadece 1 tanesi (salutaridin) en fazla
denenen konsantrasyon olan 300 pg/ml’lik konsantrasyonda bile her iki hiicre tipi i¢in de
sitotoksik aktivite gostermemistir. Alkaloidlerin Vero ve HeLa hiicreleri iizerine olan
sitotoksik etkileri farklilik gostermektedir. Denenen 13 alkaloidin 12 tanesi degisik
derecelerde Vero hiicrelerinde sitotoksik etki gosterirken, 7 tanesi HeLa hiicrelerinde
sitotoksik etki gostermektedir. SDsy degerlerine gore her iki hiicrede de sitotoksik etki
gosteren 7 alkaloidin 5 tanesinin HeLa hiicrelerinde daha fazla sitotoksik etkiye sahip

oldugu ortaya ¢ikmaktadir. En ilging sonu¢ alkaloidlerin HeLa hiicrelerinde 7 tanesinin
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sitotoksik etkiye sahipken 6 tanesinin ise degisik derecelerde hiicre ¢ogalmasini tesvik edici
(proliferatif) etki gdostermesidir. HeLa hiicrelerinde proliferatif etkiye sahip 6 alkaloidin 5
tanesinin Vero hiicrelerinde degisik derecelerde sitotoksik etki gostermesi de dikkat c¢ekici

bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Hiicre oliimii iki farkli mekanizmadan biri ile gergeklesebilir; ya nekroz (hiicrenin kaza
veya travma ile 6liimii) ya da apoptoz (programli hiicre 6liimii). Nekroz iltihaplanmalara
neden olurken, apoptoz bu tiir reaksiyonlara neden olmaz. Giiniimiizde kullanilan sitotoksik
antitimor ilaglarinin pek c¢ogunun duyarl hiicrelerde apoptozu uyardigi gosterilmistir.
Kanser hiicrelerinin zararsiz bir sekilde ortadan kaldirilmasi kemoterapideki en temel
yaklagimlardan biridir ve sonugta da apoptozun uyarilmasi antikanser ilag arastirmasi ve

gelistirilmesinde 6nemli bir stratejidir (Tian ve dig., 2006).

Hiicre biyologlari nekrotik ve apoptotik hiicre Oliimii arasindaki farki ortaya koyma
amactyla ¢ok fazla sayida calisma yiiriitmiislerdir. Eger bir hiicre saponin veya diger
deterjanlarla isleme sokulursa veya fiziksel strese maruz birakilirsa (1sitma, dondurma,
hipoksi) nekrozla hizl1 bir sekilde &liir. Ik defa 1972 yilinda kesfedilen programli hiicre
olimii veya apoptoz, pek ¢ok organizmanin gelisiminde temel bir mekanizmadir. Apoptoz
iltihaplanmaya neden olmaz ve hiicreler makrofaj ve diger hiicreler tarafindan ortadan
kaldirilirlar. Apoptoz, DNA, mikrotiibiiller, biyomembran ve reseptorler gibi 6nemli
molekiiler hedeflerle etkilesime giren alkaloidler, polifenoller, terpenler veya saponinler
gibi bazi dogal iiriinlerle de indiiklenebilir. Glinlimiizde kanser terapisinde kullanilan

antikanser ilaglarin pek ¢ogu apoptozu uyararak etkilerini gosterirler (Wink, 2007).

Yapilan bir calismada 14 farkli apoptotik alkaloidin degisik kademelerde molekiiler
hedeflerle etkilesime girerek apoptozu uyardigi ortaya konmustur. Calisilan 14 tip
alkaloidin hepsi de degisik derecelerde norotoksik etki gostermis, vinblastin ve vinkristinin
etkin bir sekilde mikrotiibiil inhibisyonuna, 6énemli bir kisminin da protein sentezinin
inhibisyonuna, membran ve DNA etkilesimine neden oldugu ortaya konmustur

(Rosenkranz ve Wink, 2008).
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Degisik biyolojik aktivitelere sahip olan bir izokinolin alkaloidi olan berberin ile yapilan bir
calismada berberinin in vitro antitimor aktivitesi gosterilmistir. Hiicre siklus analizi S
fazinda azalma ve hiicrelerin GO/G1 fazinda bloke oldugunu gostermistir. Ayrica yapilan
calismada berberinin HL-60 ve 3T3 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi de gosterilmistir
(Lizuka ve dig., 2000). Letasiova ve dig., 2005 yilinda berberin alkaloidinin in vitro ve in
vivo antiproliferatif aktivitesi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada berberinin 0.001-25 pg/ml
konsantrasyonlarini kullanmislar ve doz artisina paralel olarak berberinin B16 tiimor hiicre
hattina kars1 in vitro sitotoksik ve in vivo antitimoral aktivite gosterdigini ortaya
koymuslardir. Calismada doz artiginin yaninda uygulama zamaninin artisina paralel olarak
sitotoksik  aktivitenin arttigi da ortaya konmustur. Berberinin 1 pg/ml’lik
konsantrasyonunda 24 saatlik uygulamada B16 hiicrelerinde anlamli bir sitotoksik aktivite
goriilmezken 48. saatte % 65 hiicre dejenerasyonunun olustugu goézlenmistir. Benzer
sekilde berberinin 25 pg/ml’lik konsantrasyonunda in vitro sartlarda B16 hiicrelerinin %
100’linlin 6liimiine neden oldugu ortaya konmustur. Berberinin in vivo antikanser
aktivitesinin belirlenmesine yonelik ¢alismada ise B16 kanser hiicreleri transplante edilmis
farede 1-10 mg/kg arasi dozlar uygulanmistir. 5 ve 10 mg/kg’lik dozlarda 16. giinde timor
hacminde 6nemli oranda azalma oldugu tespit edilmistir. Calismadaki en ilging sonug ise 1

mg/kg’lik dozun tiimor hacminin artisina neden olmasidir.

Bizim de ¢alistigimiz alkaloidlerden biri olan berberinin MTT ydntemiyle Vero ve HeLa
hiicre hatlarinda SDs degerlerine gore en fazla sitotoksik aktivite gosteren alkaloid oldugu
ortaya ¢cikmistir. Berberinin &zellikle bir kanser hiicre hatti olan HeLa hiicrelerinde ¢ok
daha etkin olmasi (benzer sekilde makrantin ve mekambrinin de benzer etkinlik gostermesi)
{imit verici bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle mekambrin alkaloidi Vero ve
HeLa hiicrelerinde aktivitesi arastirilan alkaloidler igerisinde en ilging sonucu gostermistir.
Mekambrin alkaloidinin Vero hiicrelerinde 100 pg/ml konsantrasyonda, HeLa hiicreleri i¢in
ise 150 pg/ml konsantrasyonda % 100 sitotoksisite gosterdigi yani hiicrelerin tamaminin
Olimiine neden oldugu ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 4.11). En fazla aktivite gosteren bu
alkaloidlerin yapilacak calismalarla 6zellikle apoptoz siirecindeki muhtemel etkinlikleri ve
in vivo antitiimoral etkileri ortaya konabilir. Yapilan c¢aligmalarda berberinin benzer bir

etkinlik gostermesi bizi de iimitlendiren bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Yapilan bir ¢alismada aporfinoid alkaloidlerinin sitotoksik ve antitlimoral potansiyelleri
(in vitro (sitotoksik) ve in vivo (antitimor)) degerlendirilmis ve S-disentrin alkaloidinin
HuH-7 ve MS-G2 gibi insan kanser hiicre hatlarinin ¢ogalmasini énemli oranda inhibe
ettigi ve hiicrelerin doku Kkiiltlirlinde ikilenme zamanini artirdigi ortaya konmustur
(Stevigny ve dig., 2005). S-disentrinin 14.7 pM konsantrasyonunun her iki hiicrenin koloni
olusumunu azalttig1 ve DNA ve RNA’nin biyosentezini de doza paralel olarak inhibe ettigi
ortaya konmustur. S-disentrin  alkaloidinin in vivo antitimoéral aktivitesinin
degerlendirilmesinde, maddenin haftada iki kez toplam 4 hafta karin bosluguna
uygulanmasi (100 pg/fare) sonucunda farede K562 kanser hiicre hattinin ¢ogalmasini
onemli oranda inhibe ettigi ortaya konmustur. Biitiin bu bulgular bu bilesigin sitostatik etki
gosterdiginin ve potansiyel antitiimor uygulamalar i¢in kullaniminin miimkiin olabilecegini

gostermektedir (Stevigny ve dig., 2005).

In vitro sitotoksik aktivite calismalarimizda ortaya c¢ikan aktif alkaloidlerin (6zellikle
berberin, makrantin ve mekambrin) antitlimoral potansiyellerinin degerlendirilmesi i¢in in

vivo modellerde yapilacak ilave ¢aligmalara gereksinim oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Ulusal Kanser Enstitiisii'ne gore 1Csy degeri (SDsp) 20 pg/ml’den kiiclik olan (hiicre
canliligini %50 oraninda azaltmak igin gerekli konsantrasyon) ekstreler aktif olarak kabul
edilmektedir. Kanser hiicrelerine kars1 aktif ekstrelerin SDs, degerleri, normal hiicrelere
kars1 SDsq degerleriyle karsilagtirilarak gergek etkinlik ortaya konmalidir (Saetung ve dig.,
2005). Bizim c¢alisgmamizda bu kriterlere uygun iki sonug¢ (berberin ve makrantin) ortaya
cikmaktadir. Mekambrin de bu kriterlere yakin bir deger ortaya koymustur. Ozellikle bu
alkaloidlerin normal hiicre hatt1 olan Vero hiicrelerine gore kanser hiicre hatt1 olan HeLa
hiicrelerinde ¢ok daha fazla sitotoksik etkinlik gostermesi antitiimoral ajanlarin

gelistirilmesi alaninda iimit vaat etmektedir.

Giliniimiizde kanser patobiyolojisi, teshisi ve tedavisi alanindaki biiyiik ilerlemelere karsin,
kullanilan kemoterapotik ajana karst direncin gelismesi, kanserlerin farkli tiplerinin

tedavisinde karsilasilan en yaygin problemi olusturmaktadir (Rasoul-Amini ve dig., 2006).
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Farkli yap1 ve farkli antitiimor aktivite mekanizmasina sahip adriamisin, vinkristin ve
etoposid gibi bazi 6nemli ilaglarin etkinligi maalesef ilag direnci nedeniyle azalmaktadir.
Bir antrasiklin antitiimor ilag olan Adriamisin klinik olarak pek ¢ok kansere kars1 etkilidir.
Adriamisinin antitimor aktivitesi topoizomeraz II'nin inhibisyonu, serbest oksijen
radikallerinin ~ olusturulmast ve membranla interaksiyon gibi mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Bir vinka alkaloidi olan vinkristin antitiimor ajani, tubiline baglanarak
dolayisiyla mitoz esnasinda mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek etkisini gosterir (Tian ve

dig., 2006).

Pek cok iilkede kanser, kalp hastaliklarindan sonra en fazla 6liime neden olan hastalik
grubunu olusturmaktadir. ABD’deki kanser hastalar1 arasinda alternatif tibba bagvuranlarin
orant % 30-75 arasinda degisebilmektedir. Bu durum farkli {ilkelerin floralarindan
muhtemel antikanser ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi alanindaki yogun c¢abalar igin itici gii¢
olusturmaktadir (Abu-Dahab ve Afifi, 2007). Giinlimiizde aktif olarak kullanilan antikanser
ilaglarmin smirli tipte kansere karsi etki gosterebilmeleri ve benzer nedenlerle, biitiin
diinyada kanser arastirma laboratuarlari yogun bir sekilde sentetik ve dogal kaynaklardan
yeni kemoterapotik madde arama c¢alismalar yiirlitmektedirler (Rasoul-Amini ve dig.,
2006). Kansere karsi sitotoksisite tarama yontemleri bitki ekstreleri ve saf molekiiller igin
ilk asamay1 olusturmaktadir (Saetung ve dig., 2005). Sitotoksisite antitimor aktivitesinin en
onemli kemoterapotik isaretlerinden biridir. Kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisitenin
belirlenmesinde kullanilan en iyi yontemlerden biri olan MTT yontemi, potansiyel
antitlimor Ozellige sahip bilesiklerin aragtirilmasinda kullanilan en yaygin yontemlerden
biridir (Song ve dig., 2008). Sitotoksik bir bilesik farkli hiicre hatlarinda farkli etki
gosterebildiginden dolayi biz de ¢alismamizda farkli kokenli iki hiicre hatt1 (Vero ve Hela)
kullandik. Calismamizda degisik bitkisel kaynaklardan izole edilmis alkaloidlerin in vitro
potansiyel antitiimoér aktivitelerini degerlendirmek i¢in MTT yontemi ile sitotoksisite
potansiyellerini degerlendirdik. Bu degerlendirme sonucunda 13 alkaloidin sitotoksik
taramas1  yapilmig (berberin  disindakilerin  sitotoksik aktivite potansiyellerinin
degerlendirilmesine iliskin ¢alismalara daha 6nce rastlanmamistir )ve bunlardan bazilarinin
etkin sitotoksik aktivite gosterdikleri ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar muhtemel antitimor

aktivite ve diger farmakolojik aktivitelerin degerlendirilmesi igin itici gii¢ olusturmaktadir.
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