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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

A549 HUCRELERINDE Sideritis phrygia
EKSTRESININ CISPLATIN TOKSISITESI
UZERINE ETKIiLERI

Nursenay ATES
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Mustafa KARGIOGLU

Akciger kanseri diinya genelinde hem erkek hem de kadinlarda kanser dliimlerinin
birinci nedenleri arasindadir. Son yillarda ¢ok sayida klinik ¢alismalara ragmen, akciger

kanserinde belirgin bir iyilesme saglanamamustir.

Kemoterapik ajan olan cisplatin, kanser hiicrelerinde gelisimi ilerlemeyi durdurucu etki
gosterirken bununla birlikte saglikli hiicreleri de yok etmektedir. Kemoterapik ilaglarla
birlikte fitoterapik bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmasit ve yan

etkilerinin azaltilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.

Tibbi bitkiler sadece terapdtik ajan olarak degil, farmakolojik arastirmalar ve ilag

gelistirme i¢in 6nemlidir.

Sunulan ¢alismada, akciger kanserine etkileri arastirilan bitki endemik Sideritis phrygia
dir. Boylelikle kemoterapetik ajan olarak kullanilan Cisplatin in akciger kanseri hiicre
hatt1 olan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) hiicrelerinde, etkinligi ve
Sideritis phrygia sulu ekstresinin muhtemel Kkoruyucu etkinligi belirlenmeye
calisilmistir. A549 hiicre hattinda Sideritis phrygia ekstresinin antikanserojenik etkinligi

sitotoksisite ve genotoksisite parametreleriyle aragtirilmigtir.

A549 hiicre hatt1 lizerine Sideritis phrygia ekstraktlarinin en etkin dozunun belirlenmesi

amaciyla MTT yoOntemi kullanilarak hiicre canlilig1 belirlendi. A549 hiicre hatti {izerine



Sideritis phrygia ekstraktlarinin sitotoksik olmayan dozlar1 (100 pg/mL kadar olan)

bulunmus ardindan genotoksite analizlerine ge¢ilmistir.

Bu tez c¢alismasinda Sideritis phrygia ekstraktlarmin (10 pg/mL ve 1 ug/mL)
genotoksik bir hasar olusturmadigi goriilmiistiir. Cisplatin uygulanan gruplarda bir
genotoksik hasar meydana gelmistir ve kanser hiicrelerinin sag kalimimi ortadan

kaldirabildigi calismamizla da gdsterilmistir.

Cisplatin tarafindan olusturulmus toksisiteyi engelleme amacli Sideritis phrygia
ekstrakti nin 100 pg/mL ve 10 pg/mL uygulamalarinin etkili oldugu gorilmistiir.
Uygun doz sec¢imlerinde cisplatin hem akcigerde hemde diger dokularda
genotoksisitesini azaltmaya yonelik koruyucu tedavilere takviye edici olarak koruyucu

etkisinin oldugu diistincesini desteklemektedir.

Mikrontikleus frekanslari incelendiginde gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

2020, xi + 81 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kanser, Sideritis phrygia, A549 hiicre hatti, Cisplatin,
Sitotoksisite, Genotoksisite.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF Sideritis phrygia
EXTRACT ON CISPLATIN TOXICITY
IN A549 CELLS

Nursenay ATES
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of of Molecular Biology and Genetics Department
Supervisor: Prof. Mustafa KARGIOGLU

Lung cancer is one of the leading causes of cancer deaths in both men and women
worldwide. Despite numerous clinical studies in recent years, no significant

improvement has been achieved in lung cancer.

Cisplatin, a chemotherapeutic agent, has an inhibitory effect on cancer cells and
destroys healthy cells as well. Studies are carried out to increase the anticancer effect
and reduce the side effects by using phytotherapy compounds together with

chemotherapeutic drugs.

Medicinal plants are important not only as therapeutic agents, but also for

pharmacological research and drug development.

In the presented study, the plant endemic Sideritis phrygia is its effects on lung cancer.
Thus, the efficacy of Cisplatin used as a chemotherapeutic agent in non-small cell lung
cancer (A549) cells, which is a lung cancer cell line, and the possible protective efficacy
of Sideritis phrygia aqueous extract were tried to be determined. The anticarcinogenic
efficacy of Sideritis phrygia extract in the A549 cell line was investigated by the

cytotoxicity and genotoxicity parameters.

Cell viability was determined using the MTT method in order to determine the most



effective dose of Sideritis phrygia extracts on the A549 cell line. Non-cytotoxic doses
(up to 100 pg / mL) of Sideritis Phrygia extracts were found on the A549 cell line, and

then genotoxicity analyzes were started.

In this thesis study, it was observed that Sideritis phrygia extracts (10 pg / mL and 1 pg
/ mL) did not cause any genotoxic damage. A genotoxic damage occurred in the
cisplatin applied groups, and our study has shown that it can eliminate the survival of

cancer cells.

It has been observed that 100 pg / mL and 10 pg / mL applications of Sideritis phrygia
extracts for the purpose of preventing toxicity caused by cisplatin are effective. In
appropriate dose choices, cisplatin supports the idea that it has a protective effect as a
supplement to preventive treatments aimed at reducing genotoxicity in both lung and

other tissues.

When the micronucleus frequencies were examined, the differences between the groups

were not found to be statistically significant.

2020, xi + 81 pages

Keywords: Cancer, Sideritis phrygia, Cisplatin, A549 cell line, Cytotoxicity,

Genotoxicity.
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1. GIRIS

Tarihte ilk kanseri tanimlayan ‘carcinos’ ve ‘carcinoma’ kelimelerini ilk defa kullanan
ve tiimorlerin iyi huylu veya kotli huylu olmasi ile ilgili ilk ayrimi yapan Yunanh bir
hekim olan ve tibbin babas1 olarak da bilinen kisi Hippocrates (MO:460-370)’tir. Fakat
hastaligin ilk kesfi Hippocrates’ten ¢ok daha eskilere dayanmaktadir. Ornegin eski
Misir’daki mumyalarda ve antik el yazmalarinda M.O. 1600’lii yillarda kemik
kanserleri ile ilgili bilgilerin var oldugu yapilan incelemelerle tespit edilmistir. Kanserle
ilgili ilk bilgilerden birisi de meme kanseri ile ilgili M.O. 1500’lii yillarda eski
Misir’daki kayitlardir. Bu belgelerde meme kanserinin tedavi edilemeyen bir hastalik
oldugundan bahsedilmektedir (Sudhakar 2009). Kanser terimi, ilk defa Hippokrat
tarafindan tiimor etrafindaki sismis damarlar1 yengecin bacaklarina benzettigi icgin
kullanilmistir.  Yunan hekim Galen ise sisme anlamina gelen ‘oncos’ terimini
kullanmistir. Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz sekilde boliinmesi,
cogalmasi ve birikmesi durumudur. Kanser tek bir organi etkileyebilecegi gibi uzaktaki
organlar1 da yayilarak etkileyebilir. Gliniimiizde baz1 standartlar belirlenmis olsa da
kanser tiirlerine 6zgii olarak farkli yaklasimlar ve tedaviler uygulanmaktadir. Her
insanin farkli DNA yapisina sahip olmasi ¢esitli yaklasimlarin olusmasinda biiyiik
etkendir. Kanser tedavisinde kemoterapi, immiinoterapi, radyoterapi, cerrahi,
hedeflenmis terapiler, hormon terapisi ve gen terapi gibi biyolojik terapiler birlikte ya
da tek tek kullanilabilir.

Bir adenokarsinom hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri, akciger kanseri ve tedavisi ile ilgili
calismalarda kullanilmaktadir. Ayrica kanser olmayan fakat akcigerle iligkili olabilecek
hastaliklara bazi bioaktif maddelerin olas1 etkilerinin arastirilmast amaciyla da

kullanilmaktadir.

Kemoterapinin gergek amaci kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar kullanarak
oldiirmektir, sitotoksik anti neoplastik ajanlar bu ¢esit tedavilerin yap tasidir (Baykara
2016). Gii¢lii bir antineoplastik ilag olan cisplatin akciger, over, testis ve meme kanseri

gibi kanser ¢esitlerinin tedavisinde kemoterapétik ajan olarak siklikla kullanilir (Becit

2017). Cisplatin hiicre tipine ve konsantrasyonuna bagli olarak transkripsiyon veya



DNA replikasyon mekanizmasina miidahale ederek sitotoksisiteyi indiikler (Florea ve
Biisselberg 2011). Yapilan giincel ¢alismalar incelendiginde kemoterapétik ilaglara ek
olarak cesitli bitkisel kaynakli bilesikler de kullanilmaktadir. Ozellikle de fenolik
bilesikler kullanilarak antikanser etkinin arttirilmasi, sitotoksisitenin azaltilmasi
hedeflenmekte ve arastirma yapilmaktadir (In-Hyoung vd. 2014, Chen vd.
2015).Cisplatin’in kanser kemoterapisinde etkinligini arttirmak, diren¢ gelisimini ve
toksisitesini azaltmak i¢in, diger antikemoterapdtikler ve antioksidan maddeler ile
birlikte kullanimi olumlu sonuglar dogurdugu yapilan c¢alismalarda, arastirmacilar
tarafindan ortaya konmustur. Bununla birlikte Cisplatin’in antikanser tedavisini
tyilestirme ve neden oldugu toksik etkilerin azaltilmasi i¢in daha fazla arastirma

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Florea ve Biisselberg 2011).

Ulkemiz tibbi bitkiler ydniinden zengin bir floraya sahiptir. Lamiaceae bu floray
olusturan familyalardan birisidir. Lamiaceae familyasi, diinya genelinde yaklasik 230
cins ve 7100 tiirden olusur. Bu familyanm bir¢ok tiirii tipta, gida endiistrisinde ve
kozmetik alanlarindaki kullanimlar1 ile ¢ok 6nem arz etmektedir. Lamiaceae ailesine ait
baz1 cinsler Salvia, Mentha ve Sideritis'tir. Sideritis tiirleri, antiiilserojenik,
antimikrobiyal ve anti-inflamatuar 6zellikleri nedeniyle halk tibbinda kullanilmaktadir
(Stagos vd. 2012). Anadolu’da yoreden yoreye degismekle birlikte en ¢ok ‘dag ¢ayr’,
‘yayla ¢ay1’ veya ‘¢ay otu’ olarak isimlendirilen Sideritis tiirleri aromalarin dan dolay1

halk arasinda daha ¢ok ¢ay olarak kullanilmaktadir.

Bitkisel kaynakli besinler ve bunlarin aktif bilesenleri ile ilgili ¢aligmalar son yillarda
cok artmis olup 6zellikle kansere karsi korumadaki etkileri iizerine yogun bir sekilde
durulmakta ve ¢alismalar yapilmaktadir (Yal¢in vd. 2017). Yapilan bu g¢alismalar
fitokimyasal bilesiklerin kanser olusumunu 6nlemede proflaktik olarak kullanimlarinin
yaninda, olusan kanseri tedavi etmeye yonelik olarak ta kullanildigr bilinmektedir.
Fitokimyasal bilesiklerden 6rnegin fenolik ve alkaloidler bilesiklerin 6zellikle kanser
veya timori tedavi edici etki goOstermeleriyle, karotenoidler ise kanser engelleyici

etkileriyle 6ne ¢ikmaktadirlar (Ayan vd. 2006).

Ulkemiz bitki 6rtiisii gesitliligi bakimindan zengin iilkeler arasindadir. Bu zenginlik,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20IH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25574461

bize ¢ok degerli endemik bitkiler sunmaktadir. Bunlardan biri de Lamiaceae ailesinden,
Sideritis phrygia bitkisidir. Bu tez ¢alismasinda kemoterapetik ajan olarak kullanilan
Cisplatin in akciger kanseri hiicre hatti olan kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri
(A549) tizerinde, etkinligi ve Sideritis phrygia sulu ekstresinin muhtemel koruyucu
etkinligi belirlenmeye calisilmistir. A549 hiicre hattinda Sideritis phrygia ekstresinin

antikanserojenik etkinligi sitotoksisite ve genotoksisite parametreleriyle arastirilmstir.



2. LITERATUR BILGILERi

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalma, farklilagmasinin bloke edilmesi, azalmis
apoptoz, degismis doku yapisi gibi karakteristik ozelliklere sahip olmasidir (Yagct ve
Giines 2017). Diinya capinda onde gelen mortalite ve morbidite nedenlerinden biri
olmasi sebebiyle giiniimiizde dnemli halk sagligi problemlerindendir (Silva ve Al-Jamal
2017). Ayrica kanser viicudumuzun degisik bdlgelerindeki hiicrelerin edindikleri
genetik ve epigenetik diizeydeki hatalar neticesinde biliylime avantaji kazanmalar1 ve

kontrolstiz boliinmeleri sonucunda ortaya ¢ikar (Koutsogiannouli vd. 2013).

Viicut, temel yasam birimleri olan birgok hiicre tipinden olusur. Bu hiicreler viicudu
saglikli tutmak icin kontrollii bir sekilde biiylimekte ve bolinmektedir. Hiicreler
yaslandiginda ya da hasar gordigiinde oliirler ve programlanmis bir sekilde yeni
hiicrelerle degistirilirler. Bu duruma apoptoz denir. Fakat bazen bu programlanmis
hiicre olimiinii kontrol eden mekanizmalarda bazi aksakliklar veya hatalar olusur.
Apoptozun bozulmasi yaslanan veya hasar gordiigii i¢in yapt ve fonksiyonlarimni
yapamayan hiicrelerin boliinerek cogalmasina olanak saglar. Bundan dolay1 yap1 ve
fonksiyon olarak bulundugu doku ve organlara yarar1 olmayan, aksine kontrolsiiz bir
sekilde cogalmaya devam ederse zararl olabilecek tiimdr adi verilen yapilar (kitleler)

olusmaya baslar (Baran 2018).

Kanser olusumunda etkili olan tiimorler iyi huylu tlimor ve kotii huylu olmak tizere iki
grupta incelenmektedir. Hiicreler kanserli degilse, tiimor iyi huylu (benign) olarak ifade
edilir. Iyi huylu tiimérler yakindaki dokulari istila etmezler veya viicudun diger
bolgelerine yayilma 6zelligi (metastaz) gostermezler. Bu durumda Kitle, cerrahi yolla
cikartilarak tam tedavi saglanabilir. Kotli huylu (malign) tiimdorlerin ise kanser
hiicrelerinden olustugu kabul edilmektedir. Kétii huylu tiimorler dolasim sistemi (kan ve
lenf) yoluyla oncelikle yakindaki dokulara, sonrasinda ise uzak dokulara yayilmaya
baslar. Yani hiicreleri etrafindaki dokuyu istila yetenegi kazanmissa kanser olarak kabul
edilir. Kanser hiicrelerinin dolasim yoluyla yakin veya uzak doku ve organlara

yayilmasina metastaz denir (Tarini 2018).



Kanserlerin biiylik bir cogunlugunu epitel hiicrelerden tiirevlenen karsinomalar
olusturur. Kanserler kemik, kas gibi mezoderm hiicrelerden kdkenlenmis ise bunlara
sarkoma, eger meme gibi salgi dokulardan meydana geliyor ise bunlara da

adenokarsinomalar denir (Hill vd. 2001).

2000 yilindan bu yana Hanahan ve Winberg’in kanserin ozellikleri ile ilgili yaptigi
cesitli caligmalar kural gibi goriilmekte ve ¢ogu arastirmaciya yon gostermektedir.
Bunlar sekilde (Sekil 2.1) gordiigimiiz gibi otonom biiylime sinyali, anti biiyiime

faktorlerine kars1 duyarsizlik, apoptozdan kagis, smirsiz replikasyon potansiyeli,

anjiyogenez, invazyon ve metastazdir (Hanahan ve Weinberg 2000).

Anti BlOyame
Faktorierine
Karst Duyarsizhk

Buyume sinyallerinde

otonoma

Sinrsaz
Replikasyon Potansiyel

Sekil 2.1 Hanahan ve Weinberg’in 2000 yilinda yayinladigi kanserin 6 6zelligi (Hanahan ve
Weinberg 2011).

Yine bu aragtirmacilar 2011 yilinda yayimladiklar1 makalede altt maddenin yanina dort
madde daha eklemislerdir (Sekil 2.2). Bu eklenen yeni maddeler; genom instabilitesi,
tiimorii destekleyen inflamasyon ve mutasyon, immun yikimdan kaginmak ve enerji

metabolizmasinin yeniden programlanmasidir (Hanahan ve Weinberg 2011).



Apogtrirdan

Sekil 2.2 2011°deki diizenlenmis hali ile kanserin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kanser hastaligi icin iki grup risk faktorii 6ne ¢ikmaktadir. Bunlar, dnlenebilir risk
faktorleri ve onlenemeyen risk faktorleridir. Onlenemeyen risk faktorleri olarak yas,
cinsiyet, aile dykiisii ve diger genetik faktorler sayilabilir. Onlenebilir risk faktorleri
olarak ise ¢evresel etkenler sayilabilir. Kansere sebep olan c¢evresel faktorlere
kanserojenler olarak isimlendirilmektedir. Kanserojenler kimyasal (organik ve
inorganik molekiiller), biyolojik (viriisler ve viroidler) ve fiziksel (UV ve iyonize
1sinlar) kaynakli olabilir. Kanserojenler konake1 hiicrenin genetik bilgisini degistirebilen
ve mutajenik niteligi sayesinde kanser gelisimini tetikleyebilen cevresel faktorlerdir

(Kalaycioglu vd. 2013).

Biitiin kanserler, DNA dizisinde meydana gelen birtakim anormalliklerle olusmaktadir
(Sekil 2.3). Kanser gesitlerinin %10-%15 arasinda kalitimsal oldugu ve ebeveynlerden
gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90° lik kismini ise hayat boyunca canli
hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA sindaki hafif progressif
degisiklikler ve replikasyondan kaynakli hatalarin olusmasi1 ile sekillendigi
diigiiniilmektedir. Bazi durumlarda olusan bu mutasyonlardan biri, i¢inde bulundugu
hiicrenin biiylimesini ve bu hiicreden tiireyen kanser klonunun olusmasini saglar (Yokus

ve Cakir 2012).
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Sekil 2.3 Hiicre boliinmeleri.

Kansere neden olan faktor ne olursa olsun, sonug olarak hiicrenin genetik materyalinde
bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan ¢ok, birkag gende birden fazla
olusan hasar (hiicre sayisinin artmasi yoniinde ¢alisan genler onkogenler, tiimdr 6nleyici

genler ve DNA onarim genleri) kanser olusumunda gorev almaktadir (Yokus ve Cakir

2012).

Kanser gelisim siireci baslangigtan itibaren dort uzun zamanlh faz ile ele alinabilir

(Adam vd. 2013). Kanser gelisimi ile iligkili olarak s6z konusu fazlar asagida maddeler

halinde yazilmistir:

e Induksiyon fazi; 30 yil veya daha uzun siirelidir. Radyasyon, toksinler gibi
kanser yapici etkenlere maruziyet sonucu kanser olusumunun bagladig1 fazdir.

Insan kanserinin de yaklasik 3/4 {iniin cevresel etkenler nedeniyle olustugu ifade

edilmektedir (Adam et al. 2013).

e Insiite faz1; bu fazda kanser gercekten vardir. Ancak, baslangic alaninda bolgesel
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olarak kalir ve diger dokulara yayilmaz.

e Invazyon fazi; bu fazda, kanser hiicreleri gogalir ve yiizey alandan derin

dokulara dogru ilerleme olur. Boylece damarlara ve lenfotik kanallara metastaz

yapar.

e Disseminasyon fazi; doku i¢ine tamamen girmis olan kanser hiicreleri, viicutta

yer alan gesitli doku ve organlara yayilma saglar.



Baslangi¢ fazlar1 olan induksiyon ve insiite fazlar1 sonunda kanser gelisimi organizmada
tamamlanmis olsa bile ¢ogunlukla hissedilen belirti durumLari ortaya ¢ikmaz.
Hastaligin bu déneminde olan hastalar, ¢cogunlukla diizenli tarama testleri yapilirken ya
da baska bir hastalik nedeni ile analizler yapildiginda hastaliklarim
ogrenebilmektedirler. Bu nedenle belirli yastan sonra, 6zellikle toplumda sik goriilen
kanser tiirleri ile ilgili taramalarin yapilmasi hem toplum saghigi hem de kisi sagligi
acisindan onemlilik arz etmektedir. Ciinkii kanser gelisimi tanisinin indiiksiyon fazinda
konmasi, erken tani olarak tanimlanmakta ve hastaligin tedavisi daha rahat
yapilabilmektedir. Insiite fazda kanser gelisimini tamamlasa da diger dokulara
yayillmadig1 (metastaz yapmadigi) i¢in tedavisi daha kolaydir. Fakat gelisimi agisindan
liciincli ve dordiincli faz olan invasyon ve disseminasyon fazlarina gegen kanser

hastaliginin tedavisi daha zor olmaktadir (Sariova 2019).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO; World Health Organization) verilerine gore 2018 yili
igerisinde kanser, diinya genelinde ikinci 6liim nedenidir ve tahmini olarak 9,6 milyon
insanin Olimiinden sorumLudur. Kiiresel olarak, her 6 6liimden 1'i kansere baglidir.
Yine 2018 yilinda WHO verisine gore en yaygin kanserler sunlardir: Akciger (2,09
milyon vaka), Meme (2,09 milyon vaka), Kolorektal (1,80 milyon vaka), Prostat (1,28
milyon vaka), Cilt kanseri (melanom olmayan) (1,04 milyon vaka), Mide (1,03 milyon
vaka) (int.Kyn.1).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2018 verilerine gore, 6liim nedeni istatistiklerinde,
iyi ve kot huylu tiimérlere bagli dliimler biitiin 6lim nedenleri arasinda %19,7 ile
ikinci sirada yer almaktadir. 2018 yilinda Slimlerin toplam sayist 81 bin 129 kisi
olmustur. Ayrica 6limlerin %30,8' girtlak ve soluk borusu/brons/akcigerin kotii huylu
tiimoriinden kaynaklandigi bildirilmistir. ikamet edilen illere gore oliim oranlari
incelendiginde; 2018 yilinda iyi ve kot huylu tiimorler nedeniyle gergeklesen
olimlerin en yiiksek oldugu ilk bes il ise sirasiyla; %24,6 ile Kirklareli, %23,8 ile
Istanbul, %23,2 ile Van ve Eskisehir, %23 ile Edirne oldu (Sekil 2.4) (Int.Kyn.2).



OLUM ORANLARI
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Sekil 2.4 Tirkiye genelinde 2018 yilinda en ¢ok kanser goriilen iller.
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Sekil 2.5 TUIK 2018 Yas grubu ve cinsiyete gore secilmis 6liim nedenlerinin dagilimi (Int.
Kyn. 2).

Yerlesmis olduklar1 organ, dokuya ve koken aldiklar1 hiicre ¢esitlerine gore 100’1 askin
kanser ¢esidi tanimlanmis ve tahmini olarak 200°den fazla sayida kanser tiirii

olabilecegi ifade edilmistir (Sawyers vd. 2013).

Farkli tipteki kanserler, farkli hizlarda biiyiliylip farkli yayilma bigimleri gosterdikleri

icin her tipteki kanser tedaviye farkli cevaplar verir. Bu nedenle giiniimiizde kanser



hastalarinin tedavisinde, kanser tiirline gore farkli tedaviler uygulanabilmektedir.
Kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi olmak iizere esas olarak ii¢ tedavi
yaklagimi kullanilmaktadir. Baz1 kanserler cerrahi tedavi yontemleri olmaksizin tedavi
edilmezken digerleri i¢in kemoterapiye ek olarak daha farkli tedavi yaklagimlar: uygun
bir segenek olabilmektedir (Barlak 2018). Mevcut durumdaki tedavi yontemlerinin yan
etkileri ve hastalarin yasam tarzina olumsuz etkileri sebebiyle konunun hissedarlar1 ve
bilim insanlarinin daha dogal ve yan etkisi az olabilecek alternatif yontemler
aragtirmaya, gelistirmeye tesvik etmistir. Bu sartlarda bitkilerin ve bitkilerden elde
edilen antikanser etkili olabilecek bilesenlerin etkileri oncelikle in vivo ve in vitro
deney modelleri ile laboratuvarlarda, tedaviye etkisi oldugu gozlenenler ise kliniklerde
goniilliiler {izerinde denenmeye baglanmistir. Yapilan arastirmalar antioksidan
ozellikleri ile 6ne ¢ikan birgok bitki tiiriinde bulunan aktif maddenin diisiik dozlarda,
organizmada koruyucu rol oynadigini gostermektedir. Yiiksek dozlarda ise kanser

hiicreleri iizerinde 6ldiirticii rol iistlenebilecegini gostermektedir (Sariova 2019).

2.1.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri hem erkek hem de kadinlarda diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin 6nde
gelen nedenlerinden biridir (Sekil 2.6) (Zappa ve Mousa 2016). Hayatimizda bu kadar
tehlikeli hal alan bu kanser her y1l %3 oraninda artmaktadir (Bingol 2014).

Diinya Saghk Orgiitii akciger kanserini iki genis histolojik alt tipte smiflandirir:
Birincisi vakalarin yaklagik %85' ine sebep olan kii¢iik hiicreli olmayan akciger
karsinomu ve ikincisi %15" ini olusturan kii¢iik hiicreli akciger karsinomu (Zappa ve
Mousa 2016). Bununla birlikte, son yillardaki terapotik gelismeler, kiigiik hiicreli
olmayan akciger karsinomunun alt siniflandirilmasinin yapilmasini gerekli kilmustir.
Boylelikle kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tiirleri skuaméz hiicreli karsinom,
adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinomlar olmak iizere 3 gruba ayrilmistir (William

ve Travis 2011, Malapelle vd. 2019).
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Sekil 2.6 2018'de her iki cinsiyet igin en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin olgular1 ve 6liimlerinin
dagilimlari (Bray vd. 2018).

Akcigerlerin insan viicudunun temel solunum organi olmasi nedeniyle, akciger kanseri
icin en onemli risk faktorleri solunan havanin kanserojen ihtiva ediyor olmasidir. Bu
durumdan dolay1, hava kirliligi, sigara igilmesi veya is hayatina bagl olarak kimyasal
kanserojen maddelere solunum yoluyla maruziyet akciger kanserinin gelisimini
uyarabilmektedir. Sigara kullanim1 akciger kanserinin ve kansere bagli éliimlerin birinci
nedenidir. Nikotinin kendisi kanserojen olmamakla birlikte, sigara dumaninda bulunan
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon
kimyasal kanserojenler arasindadir. Bu kimyasallara kronik maruziyetler, DNA
eklentilerinin olusumuna ve bunu takip eden gen metilasyonuna, DNA sekansi
degisikliklerine, DNA segmenti amplifikasyonunun silinmesine, tiim kromozom
kazanglar1 veya kayiplarina yol acar. Sigara i¢meyenlere kiyasla sigara icenlerde
akciger kanseri goreceli riski 10 ila 30 kat arasinda daha yiiksek olabilmektedir. Risk
derecesi giinliik icilen sigara sayisina ve sigaranin ne kadar uzun stireli kullanildigina
baghdir. Sigaray1 birakanlarda 5 yil icerisinde akciger kanserine yakalanma riskinin
azaldig1, 10-15 yilda sigara icmeyenlerde kansere yakalanma riskinin ¢ok diisiik oldugu
bilinmektedir. Ancak bu akciger kanserine yakalanma riskinin tamamen ortadan kalktig1

anlamina gelmemektedir (Barta vd. 2019).
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2.1.1.1 Diinyada Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Akciger kanseri diinya ¢apinda kanser nedenli éliimlerin basinda gelmektedir (Cheng
vd. 2020). Giiney Avrupa, Orta Dogu, Kuzey Amerika ve Dogu Asya'da goriilme siklig
en yuksektir. Bati ve orta Afrika'da ¢ok diisiik oranlar tahmin edilmektedir. Genel
olarak, kadinlarda goriilme orani erkeklerden daha diisiiktiir. Ancak akciger kanseri su
anda kadinlar arasinda diinya ¢apinda en yaygin dordiincii kanserdir (513,000 vaka, tiim
kanserlerin %8,5'1) ve kadinlarda kanser Slimlerinin (427.000 o6liimle kansere bagl
olimlerin %12,8'1) ikinci nedenidir. En yiiksek akciger kanseri insidansi Kuzey
Amerika’da, gériilme siklig1 en diistik Orta Afrika'dadir (Rafiemanesh vd. 2016).

Akciger kanserinin bilinen en yaygin etiyoloji, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve diger
tilkelerde vakalarin %80'inden fazlasim tiitiin iriinlerinin kullanimi olusturur. Sigara
icmeyenlerde akciger kanseri, kadinlarda ve Dogu Asya'da daha yaygindir bu durum
pasif icicilik, kirlilik, mesleki kanserojenler ve kalitsal genetik duyarlilifi arttiran

cevresel risklerle iliskilendirilmigtir (Herbst vd. 2018).

Akciger kanseri vakalarinin neredeyse yarismin (%49), insani Gelisme Endeksi'nde
(IGE) orta ila diisiik seviyelerde siralanan iilkelerde meydana gelmesi nedeniyle

onemLidir (Cheng vd. 2016).

2.1.1.2 Tiirkiye’de Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Ulkemizde akciger kanseri en sik gdriilen ve 6liime sebep olan kanser tiirlerinden
biridir. Saglik Bakanligi Kanser Daire Baskanligi’nin 2018 yilindaki arastirmalarina
gore akciger kanseri iilkemizde hem tiim niifusta hem de erkeklerde en sik goriilen
kanser tiridiir. Kadinlarda ise besinci siradadir. Yine erkeklerde tim kanserlerin
%21,8’ini1, kadinlarda ise %4,9’unu olusturmaktadir. Tiirkiye’de akciger kanserinin yasa
gore insidansi erkeklerde 100.000’de 60,4 nii olusturur, kadinlarda ise 100.000’de 9,3
olarak bildirilmektedir. Ulkemizdeki akcier kanserinin goriilme siklig1 bati

bolgelerinde daha fazladir. Yas ilerledik¢e bu kanserin goriilme siklig1 artmaktadir.
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Tirk Toraks Dernegi’nin 2009 yilinda gerceklestirdigi calisma sonuglarima gore
Tiirkiye’de akciger kanserine yakalanan hastalarin yas ortalamasi 60 olup, %90,4’
erkektir. En sik rastlanan tip skuamoz olmayan hiicreli iken 45 yas alti geng
popiilasyonda ve kadinlarda en sik adenokarsinoma saptanmaktadir. Olgularin tani
kondugu sirada %47 gibi en biiyiik cogunlugu metastatik evrede iken, %37’s1 lokal ileri

evrede, sadece %16’s1 operasyona uygun evrede yakalanmaktadir (Ulug ve vd. 2016).

2.1.1.3 Akciger Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Akciger kanserinin baslamasi ve ilerlemesi, cevresel faktorlerden etkilenen dinamik
epigenetik degisikliklerin yan1 sira nokta mutasyonlari, delesyonlar, yer degistirme veya
amplifikasyonlar da i¢inde olmak iizere kalict genetik degisiklikler kombinasyonunun
birikmesinin bir sonucudur. Epigenetik farkliliklar, hiicrenin ¢ekirdegindeki bir protein
ve DNA kompleksi olan ve replikasyon, onarim, rekombinasyon ve transkripsiyon gibi
tim DNA bagimli islemleri etkileyen kromatinin kalitimsal degisikliklerinin toplamin
tanimlar. Kromatin aracili transkripsiyon diizenleme, DNA metilasyonunu, histon
modifikasyonlarini, niikleozom yeniden diizenlemesini, niikleer matriks ile etkilesimi ve
kiiciik kodlayict olmayan RNA'lar yoluyla diizenlemeyi kapsar. Epitel-mezenkimal
gecisi (EMT) ile iliskili bir gen alt kiimesinin, DNA metilasyonundan sonra kii¢iik
hiicre dis1 akciger karsinomunu énemli dl¢iide baskiladigi ve gen artigina 6zgii DNA
metilasyonunun EMT ile korelasyon oldugu gosterilmistir. EMT, hiicre adezyonu kaybi
ve artan hiicre hareketliligi ile karakterize edilen temel ve korunan bir siirectir. EMT,
mezoderm olusumu, ndral tlip olusumu ve yara iyilesmesi de dahil olmak {izere sayisiz
gelisimsel siire¢ i¢in esastir. Bu durumla birlikte, metastazin baslatilmasi, hiicre-hiicre
yapismasi kaybi, hiicre mobilitesinde artis ve invazyon da dahil olmak tizere, EMT ile

birgok yonden fenotipik benzerlige sahiptir (Mehta vd. 2015).

Akciger kanserini tetikleyen molekiiler mekanizmalar kanserin baglamasi, ilerlemesi,
cevresel faktorlerden etkilenen dinamik ve epigenetik degisikliklerin yani sira nokta
mutasyonlari, delesyonlar, yer degistirme veya amplifikasyonlar dahil olmak {izere
kalict genetik degisikliklerle kombinasyonlari’nin birikmesi sonucu olusur. Hiicre ici
sinyal iletimleri iyi tanimlanmis MAPK, mTOR, Notch, Hedgehog, Wnt gibi bir¢ok

sinyal yolaklar1 vardir ve bu sinyal iletim mekanizmalar iizerindeki bozulmalar da

13



kanser nedenlerinden biridir (Kaya 2019). Bu iyi tanimlanmis Hedgehog, Wnt ve Notch
gibi sinyal yollar1 genellikle hiicrelerin kendini yenilemesinde rol oynamaktadir.
Boylelikle, bu yollar1 hedefleyen tedaviler hastaligin niiks etmesini, tekrarlamasini

onlemeye yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir (Prabavathy vd.2018).

2.1.1.4. Akciger Kanserinde Tedavi

Akciger kanserinin erken bir agsamada tespit edilmesi, bu hastaliga bagli olarak meydana
gelecek Olim oranlarmin azalmasina katki saglayacaktir (Cevik ve Dandil 2019).
Hedefe yonelik tedaviler, akciger kanserinin yonetimini biiyiik dlclide degistirmektedir

(Hirsch vd. 2016).

Son donemlerde yapilan klinik ¢alismalarda arastirilan yeni kemoterapi rejimlerine ve
yeni sitotoksik kombinasyonlara ragmen, akciger kanseri olan hastalarin prognozunda
belirgin bir iyilesme saglanamamstir (Spira ve Ettinger 2004). Insidans ve &liim
oranlarina da bakildiginda tiim diinyada akciger kanseri kanser tiirleri arasinda ilk sirada
yer almaktadir ve bu oranlar her yil artma egilimindedir. Akciger kanserinde son 5 yilda
hayatta kalma orani ortaya konuldugunda bu oran sadece %16'dir. Akciger kanser
hiicreleri genellikle geleneksel kemoterapi ve radyoterapiye direnglilik gosterir (Alpay
2019). Bu nedenle akciger kanserinin etiyolojisi, onlenmesi, teshisi ve tedavisi iizerine
yapilan arastirmalar dnemlidir ve acilen yeni, etkili tedavi yontemleri ve ilaglara ihtiyag

vardir (Li vd. 2018).

2.1.2 Akciger Kanserinde Adenokarsinom Hiicre Hatti Olarak A549 Hiicre Hatti

Bir adenokarsinom hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri, akciger kanseri ve tedavisi ile ilgili
calismalarda kullanilabildigi gibi, kanser olmayan fakat akcigerle iligkili olabilecek
hastaliklara bazi bioaktif maddelerin olasi etkilerinin arastirilmasi amaciyla da

kullanilmaktadir.

AS549 hiicre hatt1, 1972 yilinda siirekli calisilabilecek bir hiicre hatt1 soyu yaratmak i¢in

yapilan bir ¢alismada akciger adenokarsinomasindan izole edilmistir (Cooper et al.
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2016).Kanserli akciger doku kiiltlirii pulmoner adenokarsinomasi bulunan 58 yasindaki
bir Kafkasyali erkekten alimmustir. Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir
flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir. A549 hiicreleri tiimor siipresor P53 geninin yabanil-
tipine (wild-type) sahiptir. A549 hiicreleri %24 oraninda 66 kromozoma sahip (%22
oraninda 64 kromozom) hipotriploid bir insan hiicre hattidir. Cogu hiicrede iki X ve ikKi
Y kromozomu vardir. Bununla birlikte, analiz edilen 50 hiicrenin %40'inda bir veya her
iki kromozom kaybolmugtur. Kromozom N2 ve N6, hiicre basina tek kopyaya sahiptir
ve N12 ve N17 genellikle 4 kopyaya sahiptir. Sitogenetik bilgi hiicre hattinin baslangig¢
stoguna dayanmaktadir. Bu hiicreler bir insan karyotipine sahiptir ve tek bir ana

hiicreden tiiretilmis gibi goriinmektedir (Lieber vd.1976).

Kanser arastirmasi i¢in bir ara¢ olarak gelistirilmesine ragmen, hiicre hatlar1 sonug
olarak insan akcigerinin Alveolar Tip II pnomositlerini temsil ediyor olmasi ile
karakterize edildi. Bu nedenle hiicre hatt1 yaklasik kirk yildir solunum yolu
kanserlerinin arastirmasinda temel noktayi olusturmustur (Cooper vd. 2016). A549
hiicre hatti, akciger adenokarsinomunun bir modeli ve pulmoner epitel hiicreleri ile
baska bir ifade ile solunum veya solunum hastaliklar1 ile iliskili olabilecek in vitro
bir¢ok calismada yaygin olarak kullanilabilmektedir (Ulasli vd. 2013, Giinay vd. 2016).
A549 hiicrelerinin diger kullanim alanlarimin i¢inde kanser arastirmasi, hava yolu
fonksiyonu ve viroloji ¢alismalar1 igin distal akcigerin epitelyal modellerinin iiretilmesi

vardir (Kaya 2019).

2.2 Cisplatin Genel Ozellikleri ve Molekiiler Yapisi

Cisplatin, agir bir metal olan platin (Pt) igeren genis spektrumlu giiglii kemoterapdtik bir
ilagtir (Florea ve Biisselberg 2011). Cisplatinin biyolojik etkileri 1965’de tesadiifen
kesfedilmistir. Sivi ortamda platin elektrotlar ile olusturulan elektriksel alanin E.
coli’nin ¢ogalmasi iizerindeki etkisini incelemek iizere yapilan deneyler ve galismalar
sirasinda, platin elektrotlarindan ortaya ¢ikan elektroliz iiriinlerinin antibakteriyel ve
antineoplastik etki yaptig1 fark edilmistir (Rosenberg vd.1965). Cisplatine ait yapilan
caligmalara ait bu bulgular yaymlandiktan sonra, yapilan ileri arastirmalar ile ilk
kesfedilen platin tlirevi olan cisplatinin ve platin kompleksleri’ nin antitimor ve

karsinojenik etki giicli kanitlanmistir (Kellant 2007).
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Cisplatin ile tedavi 1971 yilinda baslamis, 1978 yilinda FDA (Gida ve ilag¢ Idaresi)
tarafindan platin grubu tasiyan kemoterapdtiklerin kanser tedavisinde kullanimi
onaylanmistir (Boulikas ve Vougiouka 2003, Galluzzi vd. 2011). Yine ayn y1l testis ve
yumurtalik kanserlerini tedavi etmek amaci ile kullanilmis ve ilk platin ajan olarak
tarithe ge¢mistir (Amptoulach ve Tsavaris, 2011). Cisplatin o zamandan bu zamana

kanser savasinda en 6nemLi basarilardan biridir (El-Awady vd. 2011).

Cisplatin, platin temelli, alkilleyici ajanlar sinifina giren bir kemoterapi ilacidir. WHO

tarafindan 2016-2018 “Gerekli Ilaglar Listesi’nde yer almaktadir.

Genis spektrumlu antineoplastik ila¢ olan cisplatin, tek basina veya diger antineoplastik
ajanlarla ya da radyoterapi ile birlikte akciger kanseri, 6zefagus, testis, mesane, prostat,
over, serviks, agiz, bas-boyun kanserleri gibi solid tiimorlerin tedavisinde siklikla

kullanilan kemoterapétik bir ajandir (Boulikas ve Vougiouka 2003).

Kanser tedavisinde kemoterap6tik bir ajan olarak kullanilan cisplatin  (cis-
diaminodichloroplatinium), kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilir ve ayni
zamanda yan etkiler nedeniyle viicuttaki farkli dokulara ve organlara da zarar verebilir

(Chirina vd.2009, Goyer vd.2001)

Cisplatin, (cis-diaminodikloroplatinyum, (PtlI(NH3),Cl,), CDDP) yatay diizlemde cis
pozisyonunda platin atomuna bagli klor ve amonyum igeren inorganik, suda ¢oziiniir bir
molekiildiir (Sekil 2.7). Sadece cis izomeri sitotoksik 6zellige sahiptir (Frezza vd. 2010,
Dasari ve Tchounwou 2014).

Kimyasal isim: cis-diaminodikloroplatinum
""""""""""""" NH3 Molekiiler formiil: C ,H/N,Pt
Pt Molekiiler agirhk: 301.1 g/mol
Cl/ \N Hs Renk: Koyu san kristal toz / berrak ¢ozelti
Suda ¢oziiniirlik: 2.53 g/l (25°C de)
Sisplatin Erime noktasi: 270°C

Sekil 2.7 Cisplatinin molekiiler yapisi ve fizikokimyasal ozellikleri (Dasari ve Tchounwou
2014).
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Cisplatinin antikanser etkisi DNA sarmalina ¢apraz baglanip DNA sentezini engelleyen
kompleks olusturmasindan dolayr meydana gelmektedir. Cisplatin, tiimor hiicresinde
DNA onarim mekanizmasinda interferasyona ve DNA hasarina neden olarak kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemektedir. Cisplatinin antikanser etki mekanizmasinin
dayandigi apoptozun indiiksiyonu toksisite mekanizmasinin da kokiinii olusturmaktadir

(Florea ve Biisselberg 2011).

2.2.1 Cisplatinin Toksik Etki Mekanizmalari

Cisplatinin, basta nefrotoksisite olmak iizere, norotoksisite, ototoksisite, hepatotoksisite,
miyelosupresif etki, gecici lokopeni, trombositopeni ve anemi gibi doza bagiml sekilde
yan etkileri bulunmaktadir. Bu yan etkilere ragmen cisplatin giiglii kemoterap6tik bir
ajan olmasi nedeniyle giiniimiizde kullanim1 devam etmektedir (Boulikas ve Vougiouka

2003, Hartmann ve Lipp 2003).

Cisplatinin sebep oldugu toksik etkilerin altinda yatan temel mekanizmalar karmasiktir
ve aydinlatilamamustir. Fakat bununla birlikte deneysel caligmalardan elde edilen
sonuglara gore; membran tasiyicilarimin rolii, cisplatinin toksik metabolitlerine
doniistimii, niikleer ve mitokondriyal DNA hasari, oksidatif stres ve mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu, apoptoz aktivasyonu, inflamatuvar yanitin artmasi iizerindeki
mekanizmalar degerlendirilmektedir (Kellant 2007, Florea ve Biisselberg 2011,
Dugbartey vd. 2016).

Membran tasityicilarimin rolii

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda cisplatinin nefrotoksisitesi ile iligkili oldugu
diisiiniilen iki farklt membran tasiyici sistem belirlenmistir. Cisplatin, kolaylastirilmig
difiizyon ile tasinarak hedef organlarda orantisiz biriktigi gosterilmistir. Dolayisiyla bu
olayin nefrotoksisiteye yol agabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan ¢alismalar cisplatinin
proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinden alinmasi ile iliskilendirilmis bir bazolateral
organik katyon tastyicist (OCT) tammlanmustir. Insanlarda tanimlanan 3 izoformu
bulunmaktadir bunlar; OCT1, OCT2, OCT3 dir. OCT2, insanlarda ve hayvanlarda

cisplatinin hiicre igine alinmasindan ve sitotoksisitesinden sorumLu ana organik
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tagtyicidir. Giliniimiizde belirlenen diger bir tasiyici ise bakir transport proteini “copper
transporter 17 (CTRI1)’dir. Yapilan In vitro calismalarda CTR1’in cisplatinin
sitotoksisitesinden sorumLu oldugu gosterilmistir (Ishida vd. 2002, Wang ve Lippard
2005, Dugbartey vd. 2016).

Toksik metabolit olusumu

Yapilan hayvan deneyleri sonucunda cisplatinin renal tiibiiler epitel hiicrelerinde daha
giiclii nefrotoksik etkili bir metabolitine doniistiigli ve bu sekilde bir protoksin oldugu
bildirilmektedir. Cisplatinin rediikte glutatyon ile konjugasyonu sonucunda olusan

reaktif tiyollerin toksisiteye yol acabilecegi belirtilmektedir (Dugbartey vd. 2016).

Bu mekanizmada cisplatin renal tiibiiler hiicrelerde glutatyon-Stransferaz Pi (GSTP)
enziminin katalizlemesi sonucu glutatyon konjugatlarina (Pt-GSH) doniisiir ve bu
konjugat olduk¢a kararsiz bir yapidadir. Ardindan glutatyon konjugatlari tiibiiler
hiicrelerden geger ve gama-glutamil transpeptidaz (GGT) ve aminotransferaz N (APN)
enzimLeri tarafindan sisteinil-glisin konjugatlar1 ve sistein konjugatlarina ayrilir. Sistein
konjugatlar1 proksimal tiibiiler hiicre igine gecer ve orada sistein-Skonjugat beta liyaz
(CCBL) araciligr ile yiiksek reaktif sistein tiyollere doniistiiriiliir. Reaktif sistein
tiyollerinin proksimal tiibiiler hiicrelerdeki esansiyel proteinlere baglanmasi sonucu

toksisiteye sebep olur (Town send vd. 2009).

DNA katim iiriinii olusturma

Cisplatin, piirinlerin N7 reaktif merkezine baglanarak DNA’da sarmal i¢i ve sarmallar
aras1 capraz baglar olusturarak sitotoksik etkisini gostermektedir. Capraz baglarin
bliyiik bir ¢ogunlugu 1,2 sarmal i¢i d(CpG) ve d(ApG) yapilaridir. Cisplatinin
olusturdugu DNA hasar1 hiicre dongiisiinii G2 ve S fazinda durdurarak, niikleotid
eksizyon onarimi (NER) ve vyanlis eslesme onarimi (MMR) gibi tamir
mekanizmalarinin devreye sokulmasini tetikler ve eger DNA onarillamayacak kadar

hasarl1 bir halde ise Fas, p53, p73 ve Chk2 proteinlerinin aktivasyonu saglanmakta ve
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hiicre apoptoz mekanizmasi araciligi ile 6lmektedir (Eastman 1987, Sancar vd. 2004,
Vitale vd. 2011).

Cisplatinin sitotoksik etkisinin diger nedeni de hiicrelerde doz ve uygulanma siiresi ile
dogru orantili bir sekilde oksidatif stres olusturmasidir. Tiyol grubu igeren
antioksidanlar, hiicrelerde serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinde gorev
almaktadir. Cisplatin, tiyol gruplari ile etkilesime girerek tiyil radikali olusumuna neden

olmaktadir (Brozovic vd. 2010).
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Sekil 2.8 Cisplatinin olusturdugu DNA hasar1 ve oksidatif stres sonucunda olusturulan
apoptotik yanit (Galluzzi vd. 2012).

Ayrica siganlarda cisplatin ile indiiklenen kardiyak toksisite modelinde hem niikleer
hem mitokondriyal DNA’nin 6nemli derecede hasara ugradigi gosterilmistir (El-Awady
vd. 2011).
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Oksidatif stres

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar oksidatif stresin, cisplatine bagli hepotoksisitede
onemli rol aldigimi gostermistir (Aleisa vd. 2007, Martins vd. 2008). Fakat cisplatinin
hepotoksisite hakkinda bilgi yetersizligi ve bunun altinda yatan molekiiler mekanizma

tam olarak a¢iklanamamustir (Pratibha vd. 2006, Aleisa vd. 2007).

Serbest oksijen radikal olusumuna bagli olarak, 6zellikle karaciger ve bobrekteki lipit
peroksidasyonunu arttirmasi ve oksidatif stres ile indiiklenen DNA hasari, cisplatinin

toksisitesinden sorumlu tutulmustur (Sabuncuoglu vd. 2008, Dugbartey vd.2016).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun cisplatin konsantrasyonu na ve maruz kalma
siiresine bagli oldugu ve bu reaktif oksijen tiirlerinin hem ekstrinsik hem intrinsik
yolaklar ile apoptozu indiikledigi bildirilmistir (Brozovic vd. 2010, Florea ve
Biisselberg 2011).

Kanser hiicreleri, onkojenik uyarma, artan metabolik aktivite ve mitokondriyal kusur
nedeniyle normal hiicrelere gore daha fazla oksidatif stres gosterir bu oksidatif stres,
cisplatin toksisitesinde yer alan en 6nemli mekanizmalardan biridir. Oksidatif strese
maruz kalmak biyolojik fonksiyonlar1 bozabilir. Mitokondri, cisplatin ile indiiklenen
oksidatif stresin birincil hedefi olup mitokondriyal disfonksiyonuna, sinyal
molekiillerinin aktivasyonuna, pro-apoptotik genlerin transkripsiyonuna ve sonugta

hiicre 6liimiine yol agan bir dizi olaya yol acabilmektedir (Dasari ve Tchounwou 2014).

Inflamatuvar yanmit

Son senelerde yapilan calismalarda, cisplatin toksisitesinde inflamatuvar yanitin da
onemli bir rolii oldugu tespit edilmistir. Cisplatinin, proinflamatuvar sitokin olan TNF-
alfa tiretiminden sorumlu NF-kB translokasyonu dahil olmak {izere bir¢ok inflamatuvar
sitokin ve kemokini arttirdigi pek cok caligmada bildirilmektedir. Serbest oksijen

radikallerinin yan1 sira sitokinlerin ve kemokinlerin cisplatin sitotoksisitesini arttirdigi
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ve toksik etkilerinden sorumlu oldugu gosterilmistir (Ramesh vd.2007, Dugbartey vd.
2016).

Sitotoksik etkili oldugu bilinen cisplatinin diisitk dozlarda kaspaz bagimli yolak ile
apoptozu indiikleyebildigi, daha yiiksek dozlarda nekrotik hiicre 6liimiine neden oldugu

gosterilmistir (Dasari ve Tchounwou 2014).

Cisplatinin olusturdugu reaktif oksijen bilesiklerinin neden oldugu oksidatif stres,
apoptozu arttirmaktadir. Cisplatinin mitokondriyel islev bozukluguna neden olarak
hiicrenin elektron transport zincirini etkiledigi ve bu sekilde hiicreyi ATP kaybina
ugrattig1 bilinmektedir. Cisplatinin dozunun artmasi, hiicrede ATP kaybinin artmasina
bagli metabolik islevlerin bozulmasina ve boylelikle hiicre 6liimiine neden olmaktadir

(Hanigan ve Devarajan 2003, Siddik 2003).

Mitojen aktive protein kinazlar (MAPK), hiicresel sinyalleri diizenleyerek hiicre
bliylimesi ve canliligmi diizenleyen serin-teronin protein kinazlardan olusan enzim
ailesidir. Cisplatinin 6zellikle kiiciik hiicreli akciger kanser hiicreleri olmak {izere ¢esitli
hiicrelerde, MAPK ailesinden c-Jun N-terminal kinaz (stres ile aktive protein kinaz,
JNK) stres sinyal iletim yolaklarinin aktivatorii oldugu gosterilmektedir. Diger yandan,
MAPK enzim ailesinden hiicreler arasi sinyal diizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonunun
ise p53 aracilig ile cisplatin tarafindan indiiklenen DNA hasariin onarilmasi igin hiicre

siklusunu duraklattigi gosterilmistir (Dadhaniya 2011).

2.2.2 Cisplatin Toksisitesi

Bu ilacin klinik kullanimint sinirlandiran en 6nemli yan etkisi nefrotoksisitedir (Anand
ve Bashey 1993). Cisplatin nefrotoksisitesinin etiyolojisinde birden fazla faktoriin rolii
soz konusudur. Bunlar esas olarak, ilacin tubuler hiicre DNA’s1 ile etkilesimi,
mitokondriyal bozukluklar, tubuler hiicrelerdeki Na+ K+ ATPaz aktivitesinin
inhibisyonu, peroksidasyona karsi koruyucu enzim aktivitelerinde azalmalar,
hemodinamik faktorlerde ve renin anjiotensin sisteminde olusan degisikliklerdir (Kurt

vd.2002).
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Yiiksek dozlarda cisplatine maruz kalan bir insanin, bébrek fonksiyonlarini tamamen
bozabilecek bir nefrotoksin olarak degerlendirilmektedir. Cisplatin 6zellikle proksimal
tiibiil hiicrelerinde, diger organlara gore daha fazla tutularak ciddi bobrek hasarina yol
acar. Insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar cisplatinin kan iire azotu (BUN)
diizeyinde artisa, elektrolit kaybini arttirdigi, renal kan akiminda, glomertiler filtrasyon
hizinda ve renal klerenste doz ve zamana bagli olarak azalmaya yol actig1 gézlenmistir

(Hanigan ve Devarajan 2003, Dasari ve Tchounwou 2014).

5 ile 10 mg/kg arasinda dozlarda cisplatin uygulanan siganlarda doz-bagimli BUN ve
serum kreatinin diizeylerinde artis olmustur. Histopatolojik olarak incelenen bobrek

dokusunda da nekrotik olusumu gézlenmistir (Brozovic vd. 2010).

Birgok anti kanser ilacin sperm kromozomlarinda anormalliklere sebep oldugu deneysel
olarak gosterilmistir. Ayrica diisiik doz cisplatinin Leyding hiicre islevlerinde herhangi
bir olumsuz etkiye neden olmadigi, ancak kiimiilatif yiiksek doz kemoterapinin kalici

hasara yol agtig1 bildirilmektedir (Hartmann ve Lipp 2003).

Cisplatin, plasentayr gecerek fetal hasara neden olmaktadir. Cisplatinin deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmada teratojenik ve embriyotoksik oldugu gosterilmistir

(Hartmann ve Lipp 2003).

Kardiyotoksisitesi kemoterapi uygulamalarina bagli kardiyovaskiiler komplikasyonlar
stk karsilagilmaktadir. Cisplatin tedavisi goren hastalarda ortalama yirmi yil sonra
kardiyotoksisite tanimlanmistir. Bunun yani sira vaskiiler endotelyal hasar, akut
miyokard infarktiisii, otonomik kardiyovaskiiler disfonksiyon, hipertansiyon ve

hipotansiyonun da goriildiigii bildirilmistir (Dugbortoy vd. 2016).

2.3 DNA Hasan

DNA ¢esitli reaktif molekiillerin hedefi olan, hasara duyarlilig1 ytliksek bir molekiildiir.
Genetik bilgi deposudur. DNA'min yapisi duragan degildir. Hiicrede endojen ve ekzojen
kaynakli birtakim etkenlere maruz kalan DNA'nin yapis1 degigsmektedir. DNA’daki bu

degisiklikler enzimler tarafindan tespit edilebilir, tamir edilebilir ve normale
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dondiirtilebilir diizeyde ise bu durum ‘DNA Hasar1’ olarak adlandirilmaktadir. Fakat
DNA hasarlart DNA'nin temel dizisinde geri dondiiriilemez tamir edilemez durumlara
yol agmigsa bunlar DNA'da mutasyonlara, kalitimsal hastaliklara, yaglanmaya sebep

olur (Hoeijmakers 2009, Ciccia ve Elledge 2010, Kumar vd. 2020).

Giinesten gelen ultraviyole 1sinlar, iyonize radyasyon, sigara, hava kirliligi, parasetamol
gibi baz1 ila¢ intoksikasyonlari, pestisidler, mantar kaynakli aflatoksinler, bazi
kemoterapi ilaglar1 (cisplatin, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin vb.), demir, bakair,
nikel, krom, civa gibi agir metaller ve buna benzer etkenler DNA'nin yapisinda
degisikliklere neden olan ekzojen faktorler dir. (Hoeijmakers 2009, Ciccia ve Elledge
2010, Dinger ve Kankaya 2010, Kumar vd. 2020). Endojen faktorler ise hiicresel
metabolitler, ROT'lar, NOT'lar, lipid peroksidasyon iiriinleri, endojen alkilleyici ajanlar
ve oksidatif stres ve hasardan kaynaklanabildigi gibi DNA'da kendiliginden de

olusabilmektedir.

Fiziksel ajanlarin ilk sirasinda iyonizan radyasyon gelir. Radyasyon enerjisinin
dogrudan etkisi ile DNA zincir kiriklar1 olusurken, radyasyonla aciga cikan enerjiyle
uyarilan molekiillerin (hidroksil radikalleri) DNA ile etkilesimi hem DNA zincir
kiriklarina hem de oksidatif baz modifikasyonlarina sebep olmaktadir. Diger fiziksel
faktor olan UV 1smlart DNA {izerinde ¢apraz baglanmalara, pirimidin dimerleri
olusumuna ve zincir kiriklarina sebep olmaktadir. DNA hasar1 olusturan kimyasal
ajanlarin basinda gelen alkilleyici maddeler, nitr6z asid, platinyum tiirevleri gibi ¢apraz
baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi ile metabolize edilen ksenobiyotikler (aromatik
aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, aflatoksinler ve fenitoin, warfarin, rifampin
gibi ilaglar) gelmektedir. Bu kimyasallar bazlar1 alkilleyerek, oksitleyerek, bazlar
arasinda capraz baglanmalar olusturarak veya zincir kiriklarina neden olarak DNA
hasar1 olustururlar. (De Bont ve van Larebeke 2004, Hoeijmakers 2009, Dinger ve

Kankaya 2010, Kumar vd. 2020).

Memeli genomunda her giin yaklasik olarak 10* *ten fazla kodlanmayan veya yanlis
kodlamaya neden olan hasar meydana gelmektedir (Slupphaug vd. 2003, lyama ve

Wilson 2013). Bu hasar mekanizmasi, karbon merkezli seker radikallerinin ve OH- veya
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H- baglanmis heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol acan, serbest radikallerin
ayrilma ve birlesme tepkimelerinden ibarettir (Atmaca ve Aksoy 2009). DNA hasari
hiicrede, hasarla basa cikabilecek ya da bunu gergeklestiremiyorsa programli hiicre
Olumiinti saglayacak hiicresel olaylar1 tetikler (Kulaksiz ve sancar 2007). DNA’daki
hasarlar; tek baz degisimi (deaminasyon, depiirinasyon, baz alkilasyonu, delesyon,
insersiyon vs), tek veya ¢ift zincir kiriklari, benzer veya farkli DNA zincirleri arasinda
capraz baglanma gibi cesitli sekillerde olabilmektedir (Sancar vd. 2004, Ciccia ve
Elledge 2010, Samarakkody vd. 2020). Hasarin yogunluguna ve tipine bagl olarak;
hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin uyarilmasi,
programli hiicre o6liimii, kanser ya da yaslanma gibi olaylar meydana gelebilmektedir
(Sancar vd. 2004, Hoeijmakers 2009, Sherman 2011). Hasar diisiik seviyede ise DNA
onarim mekanizmalar1 tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir hasarlar apoptotik
mekanizmalar1 uyararak hiicre 6liimiine sebep olur. Orta dereceli hasarlar cogunlukla

mutasyonla sonuglanirlar (Dinger ve Kankaya 2010).

2.3.1 DNA Hasarimna Neden Olan Etkenler

a) Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari
b) Cevresel faktorler

e Ultraviyole Isik

e Iyonize radyasyon

e Elektromanyetik dalgalar

e Kimyasal ajanlar

e Sigara alkol kullanim1

e Hava kirliligi

e Kotii beslenme aligkanligt

¢) Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler

e Mitokondriden enerji liretim esnasinda olusan Serbest Radikaller
e Enflamasyon

e Detoksifikasyon islemleri
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Yukarida belirtilen maddeler; hiicre DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap
verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6liime kadar
gotiiriir. Hiicre, DNA hasarlarin1 "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA
hasar1 ikilesme sirasinda tamir edilemezse mutasyona sebep olur sonug olarak da
genomik kararsizlia, kanser ve yaglanmaya neden olur. DNA tamir sisteminde 100’den
fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler tamir mekanizmalarinda goérev
alirlar. Her bir insan hiicresinin DNA'sinda giinde yaklagik olarak 500.000 adet
kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen hasar meydana gelmektedir. DNA
Hasar1 sonunda DNA'nin yapisim1 ve diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi
degistirebilir. Kiiciik capli hasarlar ¢ogunlukla DNA onarim sistemLeri tarafindan
onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikim durumu ise mutasyon ve kanser ile
sonuglanabilir. Yiiksek diizeyde olan hasarlar ise apoptozisi uyararak "hiicre 6liimiine"

yol agabilir ve bdylelikle organizma kendini korumus olur.

2.3.1.1 DNA Hasar Tipleri

DNA ¢esitli ya da farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucu olarak
da DNA dizisi degisebilir. Mutajenler arasinda, yiikseltgen (oksitleyici) etmenler,
alkilleyici etmenler ve yliksek enerjili elektromanyetik 1sinlar (mordtesi 151k ve X
1isinlari gibi) sayilabilir. DNA'da meydana gelen hasarin tipi mutajenin tipine baglh bir
durumdur. Ornegin, mor otesi 151k timin dimerleri olusturarak DNA'ya hasar verir
(Douki vd. 2003). Bu durumun aksine, serbest radikaller veya hidrojen peroksit gibi
yiikseltgen etmenler farkli tiirden hasar olusturabilirler. Baz degisimi (0zellikle
guanozin) ve iki iplik¢ikli kirtlmalar gibi (Cadet vd. 1999). Her insan hiicresinde giinde
500 baz yiikseltgeyici zarar goriir (Cathcart vd. 1984, Shigenaga vd.1989). Bu
yukseltgeyici hasarlarindan en zararlis1 ¢ift zincirli kirilmalaridir. Ciinkii bunlarin
onarimi zordur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal mutasyonlara, insersiyonlara ve
delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol agabilir (Valerie ve Povirk
2003).

Baglica hasar tipleri;

1. Deaminasyon
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Depurinasyon

Alkilasyon

T-T ve T-C dimerleri olusumu
Replikasyon hatalari

Cift iplik kiriklar1 (DSB)
Oksidatif hasardir.

N o a A WD

2.3.2 DNA Tamiri

DNA Hasan

DNA Onanmi Transkripsiyonel Hicre Programli Hucre
Yanit Doéngusinin OWima
Durdurulmas:

Sekil 2.9 DNA Hasarlarina Hiicresel Yanitlar (Sancar vd. 2004).

Hiicreler genomik biitiinliigii korumak amaci ile i¢i ige gegmis, kompleks, bir dizi DNA
onarim mekanizmalarina sahiptirler (Ciccia ve Elledge 2010, Jeppesen 2011). DNA
onarimi niikleazlar, polimerazlar, helikazlar, topoizomerazlar, rekombinazlar, ligazlar,
Kinazlar, glikozilazlar, demetilazlar ve fosfatazlarin kimyasal olarak modifiye edilmis
enzimatik aktivitelerine gére gergeklestirilmektedir. Okaryotik hiicreler dogru zamanda,
yerde, dogru faktorleri aktive etmek igin gelistirilmis stratejilere sahiptir (Ciccia ve

Elledge 2010).

DNA onariminda insanlarda 130’dan fazla genin gorev aldig1 diisiiniilmektedir, bu say1
muhtemelen daha yiiksektir. Bu genlerden sadece %50’sinin fonksiyonu bilinmektedir.
DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ile ilgili genler hatali eslesme
onarimi, baz ¢ikarma onartmi ve niikleotid ¢ikarma onarimi ile ilgili genlerdir

(Slupphaug vd. 2003, Morita vd. 2010).

Kanser olusumunda genotoksik hasarin en 6nemli faktoér oldugu bilindiginden risk

grubundaki farkli DNA hasarlar1 kontrol grubu ile karsilagtirilir. Bu amagla
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uygulanabilen pek ¢ok genotoksisite testi bilinmektedir. Bu testler, genotoksik ajanlara
maruz kalmayla olusan riskin belirlenmesinde kullanilan sitogenetik biyogostergelerdir.
Her yontemin avantaj ve dezavantajlarin1 belirlemek 6nemlidir. Genetik sistemler ile
genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve genotoksik
potansiyelleri arasinda iligki kurulmasimi saglayan ve en yaygin olarak kullanilan
standart in vitro ve in vivo genotoksisite testleri (Yiikselten 2012); Tek zincir kiriklari
ve baz degisimlerinde COMET assay (Tek Hiicreli Jel elektroforezi), HALO Assay,
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), HPLC-MS
(Yiiksek 88 performansh sivi kromatografi-kiitle spektrometresi), DBD-FISH (DNA
breakage detection-fluorescence in situ hybridization), GC-MS (gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi), Protein XRCCI(X 1s1m1 onarim c¢apraz tamamlayict 1) ve
elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir. O6 alkil guanin eklentilerinde HPLC-MS,
GC-MS ve IHC (immiinohistokimya) yontemleri kullanilmaktadir. Pirimidin
dimerlerinde TDP-PCR (terminal transferaz bagimli polimeraz zincir reaksiyonu), LM-
PCR (ligasyon aracili polimeraz zincir reaksiyonu), IC-PCR (immune-capture PCR),
HPLC-MS, GC-MS, RIA (radyoimmiinoassay), ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) ve elektrokimyasal yontemler tercih edilmektedir. Delesyonlarda GC-MS
kullanilirken, ¢ift zincir DNA kiriklarinda ise COMET, TUNEL, DBD-FISH, LAM-
HTGTS (linear amplification-mediated high-throughout genome-wide translocation
sequencing), protein Ku ve protein H2AX testleri kullanilmaktadir (Figueroa-Gonzalez
ve Perez-Plasencia 2017).

2.3.3 Tek Hiicre Jel Elektroforez Testi (Comet Testi, SCGE)

Comet testi diger adiyla tek hiicreli jel elektroforezi (SCGE) 6karyotik hiicrelerde DNA
hasarlarindan DNA’nin tek iplik kirilmalart (ssDNA Break) ve ¢ift iplik kirilmalarinin
(dsDNA breaks) tespitinde kullanilan floresans tekniklerdendir (Collins vd. 2004,
2014). Iplik kiriklarinin disinda UV kaynakli pirimidin dimerlerinin, okside bazlar’in ve
alkilasyon hasarlarinin belirlenmesinde, antioksidan c¢alismalarinda, DNA onarim
arastirmalarinda, kansere duyarliliklarin tespitinde, kanser tedavilerin takibinde de bazi
kalitsal hastaliklarin prenatal tamisinda ve hastaliklarda artmis DNA hasarimi

belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir. (Figueroa-Gonzalez ve Perez-Plasencia
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2017, Dinger ve Kankaya, 2010, Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Ayrica genotoksinleri
ilk etki bolgelerde degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim Okaryotik hiicrelere
uygulanabilmesi, diigiikk hasar seviyesini lgebilmesi, koruma ve duyarlilikla saglam
sonuglar elde etmek igin gerekli olan az sayidaki hiicre 6rnegi gerektirdigi i¢in hizli,
basit, ucuz bir yéntem olmasi sebebiyle genis bir kullanim alanina sahiptir (Ostling ve
Johanson 1984, Sekeroglu vd. 2011, Liman vd. 2018).

Bu ozelliklerinin yaninda tek bir dezavantaji bulunur. Comet testi sadece DNA onarim

hizimi 8lger, DNA onarim dogrulugunu dlgmez (Ustiindag vd. 2014).

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu
yontemde, hiicreler veya ¢ekirdekgikler oncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra
lizis ve alkali elektroforez tamponunda vyiirlitme ve notralizasyon islemlerinden
gecirilerek floresan boya ile boyanmaktadir (Albertini vd. 2000, Ostling ve Johanson
1984, McKelvey-Martin vd. 1993, Dinger ve Kankaya 2010, Karabas vd. 2019). DNA
baglayici boyalarla (akridin oranj, ethidium bromide, propidyum iyodiir, DAPI gibi) bu
boyalarla fliioresans renk olusturulur (Fairbain vd.1995). DNA floresan boya ile
boyandiktan sonra kuyruk ve bas yapilarindan bir komet olusur (Sekil 2.11)
(Vandghanooni ve Eskandani 2011). Zincir kirllmasiyla olusan bas ve kuyruktaki DNA
miktar1 orantilidir (Hovhannisyan 2010).

28



P —

- "
»

. ———
Y —_ e
. -
’- .. -
(Hicre Doku, Doku kuilsird) {(Hucrelerin LMA icensinde sinpatne edilimesi)
1. Hiicrelerin Izolasvonu 2. Slaytlarm Hazwrlanmas

L . /]_L\ B / \
\ 7

,,/1—'—] 3. Lizis
WO e

N vee

g ;

H.DNA Sarmalmmn Cézitlmesi

5. Elektroforez

Hasarh DNA Masarac DNA

6.Notralizsyon
7.Boyama 8 Degerlendirme

Sekil 2.10 Comet analizinin agsamalar1 (Kogyigit vd. 2005).

Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gormemis DNA’lar comet
(kuyruk) olusturmazlar, hasar gormiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli
molekiiler agirliklarima ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel
alanda farkli hizlarda hareket ederek ¢ekirdekten disar1 dogru go¢ etmekte ve kuyruklu
yildiz goriiniimii olusturmaktadir (Albertini vd. 2000, Ostling ve Johanson 1984,
McKelvey-Martin vd. 1993, Dinger ve Kankaya 2010, Karabas vd. 2019). Hasarli
hiicreler, olusan hasarin derecesine gore DNA goriintiileri ¢esitli alt kategoride
siniflandirilarak puanlandirma yapilir. Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan
DNA’lar hasarin derecesine gore 1’den 4’e kadar puanlandirilir ve sonuglar gorsel

skorlama (AU) ile degerlendirmesi yapilir (Sekil 2.12) (Yeni vd.2010).
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. Kategori 3. Kategori

0. ve 4. Kategori

Sekil 2.11 Gorsel skorlama teknigi (AU) ile hiicrelerin siniflandirilmasi (0: hasarsiz DNA
goriintlisii, 1-4: hasarli DNA’lar1 hasarin derecesine gore puanlanmasi) (Sindarov
2020).

Comet yonteminde DNA hasarinin degerlendirilmesi durumu, hasarsiz hiicrelerin
(lenfosit) incelemesinde yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak iizere ortasi parlak bir
151k goriiniimii (¢ekirdek) vardir. Bu hiicrelerin goriinlimii nonmigration (NM) olarak
degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamissa, normalde diizgiin kenarli olan
goriintli DNA kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin de baslamasi nedeni ile diizensiz
kenarl1 bir goriinlim olusur (strech ya da yeni adi ile low migration). Hasar arttikca
lenfositler kuyruklu yildiz (comethigh migration) seklini alirlar. Son asamaya
gelindiginde ise apopitozis olur. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru uzama
olur. Bu comet (kuyruk) uzunlugu hasar ile dogrudan iliski gostermektedir. Ayrica

kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin derecesi ile paralellik gosterir (Fairbain

vd.1995).

Kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA ve DNA dagilimi comet analizinde kullanilan temel

parametrelerdir. Kuyruk momenti ve kuyruk uzunlugu en sik kullanilanlar olmasina
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ragmen, Onerilen ve kullanimi gittik¢e artan 6l¢iim parametresi kuyruk DNA yiizdesidir.
Ciinkii bu parametre cometlerin goriinlir kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru
orantilidir. Kuyruk momenti; kuyruk uzunlugu ve kuyruk igindeki toplam DNA
oraninin ¢arpimi olarak tanimlanmaktadir. Arastirmact hangi Ol¢lim parametresini

kullanirsa kullansin, parametreler ¢alismalarda 6nemle not edilmelidir (Tice vd. 2000).

Son yillarda degerlendirme kisimlarinda Laser-scainning microscopy (LSM) teknolojisi
kullanilarak DNA sarmal kiriklarindaki farkliliklar kolaylikla tespit edilmektedir (Yeni
vd.2010).

Iyonlastirici radyasyonun hiicre DNA's1 ile etkilesimi gesitli primer lezyonlara yol agar.
Bu baglamda comet analizi, DNA hasarini tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir (Karabas vd. 2019).

2.3.4 Mikronukleus Testi

Mikronukleus testi (MN) 1950’li yillarda bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin
kontrol edilmesinde, 1970’11 yillara gelindiginde ise hayvan hiicrelerinde ve kiiltiire

edilmig insan lenfositlerinde kansere sebep olan kimyasallar1 tespit etmek amaciyla

kullanilmaya baglanmistir (Schmid 1975, Widel vd. 2001, Demirel ve Zamani 2002).

Mikrontiikleus’lar genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden,
mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya mitotik aygitin 6teki parcalarindan ve
kromozomal hasarlardan kaynaklanan, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan,
ana ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarin dan
koken alan olusumlardir (Sekil 2.13). Mikroniikleuslarin sayisindaki artig, c¢esitli
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik hiicrelerdeki
genomik kararsizhi@in bir gostergesi oldugu kabul edilip degerlendirilmektedir

(Sekeroglu ve Sekeroglu 2011, Sommer vd. 2020).
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Sekil 2.12 Mikroniikleus meydana gelis asamalar1 (Ma 1981).

Mikroniikleus yonteminin farkli hiicre tiplerine uygulanmasi yoluyla popiilasyonda ki
genetik hasarin izlenmesi, genotoksik ilaglarin arastirilmasi, radyosyona karsi timor
duyarliliginin tespiti ve radyasyon duyarliliginin degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir.
Protokol farkliliklarina ragmen mikroniikleus indiiksiyonu, hastaliklarin ve DNA
hasarinin indiiksiyonu ile ilgili siireglerde de etkili bir biomarker olarak belirtilmektedir
(Fenech 2000, Borcek Kasurka 2019). Bu yontemi, ¢evresel ajanlardan kaynaklanan
genetik hasarin belirlenmesi i¢in biyolojik bir belirte¢ olarak ya da nanopartikiil ve
ilaglar gibi yeni tiriinlerin biyolojik uyumlulugunu tanimlamak icin de kullanilmaktadir

(Coskun vd. 2013).

Mikroniikleus teknigi ile klastojen ve anojen maddeler tespit edilebilir (Sekil 2.14).

Ayrica imminokimyasal etiketleme sayesinde kinetekor, sentromer veya telomer gibi
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spesifik niikleer elemanlarin MN dogas1 ve mekanizmasi {izerindeki gorevi de

incelenebilmektedir (Eastmond vd. 2009).

Klastojenler (Rl 4§ ?v —ar .
I |- L e— -—
PR —r TN, ’
= 4 _ Asentrik kromozom fragmenti
\ ey sonucu olusan kiciik
\ o mikronukleus
Anafaz DNA ¢ift zincir
‘ King:
Tnterfas | 4 . . e—— .
Anojenler P i TN ‘
= N\ @< Tam bir kromozom kaybt
; sonucu olusan biyuk
Mitotik iplikierdek: mikrontikleus

Anafaz hata

Sekil 2.13 Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’lar (Sekeroglu ve
Sekeroglu 2011).

In vitro mikronukleus testinde, uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre
kiiltirlerine, ilk mitozdan Once kiiltiiriin yaklasik 44. saatinde sitokalasin-B maddesi
ilave edilmektedir. Bu madde sitokinezi inhibe etmekte ve bir hiicre siklusunu
tamamlayan biniikleat (¢ift niikleuslu) hiicrelerin olusumunu saglamaktadir. inkiibasyon
stiresi sonunda kiiltiirler protokollere uygun sekilde hasat edilmekte ve preparatlarda
MN bulunduran biniikleat hiicrelerin orani tespit edilmektedir (Fenech ve Morley 1986,
Krishna ve Hayashi 2000). In vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli
eritrosit hiicrelerindeki MN siklig1 belirlenmektedir. Bu test sistemi ile genellikle kemik
iliginde ve periferal kan hiicrelerindeki olgunlasmamis (polikromatik) eritrositlerin MN
olusum analizi yapilmakta ve test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup

olusturmadig: tespit edilmektedir (Krishna ve Hayashi 2000, Hayashi vd.2000).

2.4. Sideritis Tiirlerinin Genel Ozellikleri ve Etkileri

Lamiaceae familyasi, ozellikle Akdeniz iilkelerinde ve yaygin olarak iliman iklim
kusaginda yer alan, kiiltiirii yapilan bitkilerin olusturdugu, yaklasik 245 kadar cins ve
7886 binin iizerinde tiirii iceren zengin bir familyadir (Int. Kyn. 3). Bu familyaya ait
bitkilerin ¢ogu antik ¢aglardan bu yana halk ilaci olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde

kullanilmalarinin yani sira, tipta, gida endiistrisinde, parfiimeri ve kozmetikte
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sektorlerinde yer alan bitkilerdir. Giiniimiizde rasyonel Fitoterapi’de kullanilan pek ¢ok

preparatta da bu familya bitkilerinin yer aldig1 goriilmektedir (Ayaz ve Duman 2009).

Diinyada 150°den fazla tiire sahip olan Sideritis, Lamiaceae familyasinin en 6nemli
cinslerinden birisini olusturmaktadir. Bu cins, Kuzey yarim kiirenin 1liman ve tropikal
bolgeleri olmak iizere Akdeniz iilkeleri, Kanarya adalar1 ve Kafkasya’ya kadar genis bir
dagilis gostermektedir. Ispanya ve Tiirkiye, en fazla Sideritis tiiriine sahip olan
tilkelerdir (Barber vd. 2002, Gonzales vd. 2011). Sideritis tiirleri, yiiksek endemizm
orant ve halk arasinda cay seklinde yaygin kullanimi sebebiyle Tiirkiye i¢in dnemli
bitkiler arasindadir (Sahin vd. 2008). Ulkemizde halk ilac1 ve bitkisel ¢ay olarak genis
capta kullanilmakta olan Sideritis tiirleri en ¢ok dag cayi, yayla cayi, sarikiz ¢ayi,
kuyruk cayi, cay otu gibi degisik yoresel isimlere sahiptirler (Ayta¢c ve Aksoy 2000,
Kirimer vd. 2001, Ayaz 2008).

Sideritis tiirlerinin birgok etkisi bulunmaktadir. Yaygin olarak antioksidan, analjezik,
antiproliferatif, anti-inflamatuar, anti-iilserojenik anti-viral ve anti-apoptotik gibi bir¢ok
biyolojik etkilere sahiptir (Gonzalez-Burgos vd. 2016, Erkan vd. 2011, Kiipeli vd. 2007,
Kirimer vd.2008, Giirbliz vd.2005). Halk tarafindan sinir sistemi uyaricisi,
antiinflamatuar, antispazmodik, karminatif, analjezik, sedatif, antitussif, stomasik ve
antikonvulsan etkilerinden dolayr ve soguk alginliklarinda Oksiirik kesici ve
gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullamlmaktadir (Ozer Sagir 2016). Ates
diisiiriicli, sinir uyarici, sindirim diizenleyici, idrar soktiiriicii, kanamay1 durdurucu,

yaralanmalarda kan durdurucu ve enfeksiyon hastaliklarinda da kullanilmistir (Carikei

2010).

Sideritis cinsinin antikanser etkilerini tespit etmek tizere ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Sideritis lycia ve Sideritis leptoclada tiirleri diterpen bilesikleri yoniinden incelenmistir.
Hekzan ve aseton ekstreleri ¢alisilmis ve bilinen 13 adet kauren tipi diterpen bilesigi
elde edilmistir. Bu bilesiklerden 7-epikandikandiol, sidol, siderol, sideridiol, linearol ve
S. lycia’nin metanol ekstrelerinin A2780 (insan ovaryum kanser hiicrelerinde), LU1
(insan akciger kanseri), COL-2 (insan kolon kanseri), KB (insan epidermokanseri),
LNcap (insan prostat kanseri) ve P-388 (fare 16semisi) tizerindeki sitotoksik aktiviteleri
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incelenmistir. 7- epikandikandiol’iin 5 farkli kanser hiicresinden ii¢linde zayif derecede,
kolon kanser hiicresine karsi ise orta derece aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Kilig

2002).

Sideritis libanotica subsp. linearis’ in (Ballica-Tokat) metanol ekstresi in vitro olarak
antiproliferatif etkisinin incelenmesi i¢in Vero, HelLa ve C6 hiicrelerinde caligilip
denenmistir. Ekstre, Afrika yesil maymun bébrek hiicrelerinde (Vero), Insan serviks
adenokarsinoma (HeLa) ve sigan beyin tiimdr hiicrelerinde (C6) etkili oldugu tespit
edilmistir (Demirtas vd. 2009).

Sideritis scardica (dag cay1), Balkan Yarimadasi’nda, geleneksel olarak kullanilan
endemik bir bitkidir. S. scardica ekstraktlarinin C6 sigan glioma hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkilerine bakildi. S. scardica ekstraktlarinin, sigan C6 glioma hiicrelerinin,
apoptoz indiiksiyonu ve otofaji dahil olmak tiizere ¢esitli sekillerde azalttigi tespit
edilmistir (Jeremic vd. 2013).

Sideritis leptoclada, (HT-144) insan melanom kanseri hiicre hattiyla yapilan ¢alisma
sonucu S. leptocla etanol oziitii apoptotik hiicre Olimiini tetikledigi halihazirda
kullanilmakta olan kanser tedavilerine direngli malign melanom kanserinin tedavisinde

de kullanilabilir oldugu tespit edilmistir (Aydogmus Oztiirk vd. 2018).
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2.4.1 Sideritis phrygia Bornm.

Resim 2.1 Sideritis phrygia Bornm.

Ballibabagiller (Lamiaceae) ailesine ait Sideritis cinsi, Tiirkiye’ de tiir ve tiir alt1 dahil

60 taksonla temsil edilmektedir (45 tiir ve 15 alttiir) (Giiner vd. 2012).

Yore halki tarafindan Sideritis phrygia ‘Dag c¢ayi’veya ‘Cay otu ‘olarak
isimlendirilmekte (Y1lmaz 2013).

Sideritis phrygia Bornm., Tiirkiye’ de sadece Afyonkarahisar, Isparta ve Konya illerinin
ortak sinirinda yer alan Sultandaglar’’ nin Kuzey yamaglarinda yayilis gostermektedir
(Sekil 2.14).Bu tiir ,giiner ve ark tarfindan yazilan Tirkiye bitkiler listesi(damarl
bitkiler)kitabinda taslik ¢ay1 ismiyle yer almaktadir(Giiner vd.2012). Iran-Turan bitki
cografyast bolgesinde yer alan bu tiir Davis’ in Tiirkiye icin belirledigi kareleme
sistemine gore B3 karesinde yer almaktadir (Davis 1982). Tiirkiye’de yerel endemik tiir
olan Sideritis phrygia Bornm. IUCN (International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources- Doga ve Dogal Kaynaklarin Korunmasi i¢in Uluslararasi Birlik)
tehlike smiflandirmasina gore “NT” (Near Threatened-TehditeYakin) kategorisine
girmektedir (Ekim vd. 2000).
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Sekil 2.14 Sideritis phrygia Bornm.” nin yayilis gosterdigi alanlar1 gosteren lokasyon haritasi
(Bashan 2019).

Sideritis phrygia Bornm. (Taglik¢ay1)’nin Tanimu:

Cok yillik, 20-50 cm boyunda, basit veya dallanmis gévdeli, yatik, beyaz kegemsi tiiylii,
siklikla olgunlukta tiiysiiz bir bitkidir. Gévde yapraklar1 4-6 ¢ift, internodlar 3-6 cm,
orta yapraklar dikdortgenimsi-spatulat ve dogrusal-mizrak seklinde, 4-6 cm
uzunlugunda ve 0.5-1 cm genisliginde, ince disli, kisa sivri tepeli, sapsiz veya 1 cm ye
kadar saphdir. Vertisillatlar 6-15 adet ¢icekli ve vertisillatlar birbirine 1-4,5 cm
uzaktadir. Orta brakteler yumurtamsi-yuvarlagimsi arasi ve tabani bobrek seklinde, 1-
1,5 cm uzunlugunda ve 0.8-1 cm genisligindedir. Kaliks 8-10 mm, yogun tiiyli, disler
iicgenimsi mizrak seklinde, 3-3.5 mm, dikenli u¢ludur. Korolla sar1, 12-13 mm, tiiylii ve

i¢ yliziinde kahverengi ¢izgili ya da ¢izgisizdir (Davis 1982).
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2.4.1.1 Sideritis phrygia Bornm. Uzerine Yapilan Baz1 Calismalar

Sultan Daglar1 (Aksehir yukarisi)’ndan toplanan S. phrygia bitkisi HPLC ile fenolik
yapidaki maddeleri incelenmistir. Petrol eteri ile defekte edilen bitki, metanolle ekstre
edilmistir. 19 standart madde ile karsilastirma sonucunda bu tiirde de 6’sar fenolik
madde tespit edilmistir. Apigenin bu tiirde de en dikkat ¢ekici maddedir. Ayrica
apigenin glikozit de S. phrygia’da bulunmustur. Bu tiirde bulunan diger maddeler:
katesin, kafeik asit, ferulik asit, luteolin’dir (Ozer Sagir 2016).

Sultan Daglar1 (Aksehir yukarisi)’ndan toplanan S. phrygia tiiriiniin antioksidan etkileri
incelenmistir. Once petrol eteri ile defekte edilen bitki metanolle ekstre edilmistir.
Antioksidan etkinin tayini i¢in, toplam fenolik madde miktar tayini, DPPH iizerinde
serbest radikal siipiiriicii etki, indirgeme giicii testleri kullanilmis. Sonuglar, standart
olarak BHT (Biitilhidroksitoluen), ve BHA (Biitilhidroksianisol) ile karsilagtirilmistir.
Sonug olarak giiclii antioksidan aktivite gostermistir. Toplam fenolik madde miktari
acisindan daha yiiksek olan S. phrygia’nin etkisinin kiyaslanilan S. bilgerana’ya gore
daha ytiiksek oldugu tespit edilmistir (Tekeli 2012).

Ugucu Yag Analizlerinin Degerlendirilmesi;

Sultan Daglar1 (Aksehir yukarist) Cankurtaran Kdyii civarindan toplanan S. phrygia’ nin
ucucu yaginda toplam 42 farkl bilesik analiz edilmistir. Bu bilesiklerin oranlar1 %0,2
ile %11,4 araliginda degisirken, en yiiksek degere %10,6 ile limonen maddesi sahiptir.
One cikan diger maddeler %10,4 ile karyofilen oksit, %10,1 ile simen, %7,3 ile timol
maddeleridir. 2-fenil furan, t-terpinen ve y-terpinen ise %0,2 ile en diisiik orandaki
maddelerdir. Belirlenen molekiiller yapilarina gore siniflandirildiginda bitkinin %46,4
monoterpen, %21,4 oksijenli seskiterpen, %17,1 oksijenli monoterpen, %8,3

seskiterpen, hidrokarbondan olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 2.15 Sideritis phrygia bitkisinin ucucu yag ana bilesenleri (Ozer Sagir 2016).

Sideritis phrygia bitkisinin aseton ekstresi flavonoid bilesikleri bakimindan oldukga
zengindir (Ozer Sagir 2016).

Flavonol yapisinda bir flavonoid olan kuersetagetin-3,6-dimetileter, ekstrede en fazla
miktarda belirlenen bilesiktir. Bilesiginin iltihaplanmay1 dogrudan engelleme 6zelligi ile
onemLi bir iltihap 6nleyici aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Histamine ve diger
alerjik/iltthaplanmanin serbest birakilmasini ve lretimini yavaglatir. Serbest radikal
yakalama Ozelliginden dolay1 giiclii bir antioksidandir. Kuersetagetin-3,6-dimetileter,
flavonol bilesigi bunun yani sira, C vitamini gibi sitrat dongiisiine katilarak antioksidan
ozellik gosterir. Antikanserojen Ozellikte olmasi sebebiyle akut belirtiler i¢in de

kullanilmaktadir (Yalgin 2011).

Isorhamnetin bitkinin sadece aseton ekstresinden analiz edilen bir flovanol dur.
Isorhamnetin ve kuersetin karaciger toplam kolesteroliinii azaltma etkisi gdstermektedir

(lgarashi ve Ohmuma 1995).

Sideritis phrygia bitkisinin hazirlanan ekstrelerinden yedi farkli fenolik asit analiz
edilmistir. En fazla bulunan klorojenik asit, en az bulunan ise kafeik asittir. Bitkinin
hekzan ekstresi fenolik asit bakimindan en fakir bulunurken, metanol ekstresi en zengin

olarak bulunmustur.
Sideritis phrygia Bornm. bitkisinin toprak {istii kistmLarindan hazirlanan hekzan, aseton
ve metanol ekstrelerinden bilinen 7 terpen bilesigi izole edilmistir. Elde edilen

bilesiklerin yapilar1 (Ozer Sagir 2016):
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Siderol (Ent-7a-asetoksi,18-hidroksi-kaur-15-ene)

Sideroxol (ent-7a,18-dihidroksi-158, 16p3-epoksikauran)

Oleanolik asit (4aS,6aR,6As,6Br,8Ar,10S,12Ar,14bS)-10 hydroxy2,2,6a,6b
,9,9,12a-heptamethyl-1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-tetradecahydrop, cene-
4a-carboxylic acid)

Sideridiol (ent-7a, 18B-dihidroksi kaur-15-en)

Linearol (ent-3p, 7a-dihidroksi-18-asetoksikaur-16-en)

7- epicandicandiol (ent-7a,18-hidroksikaur-16-en)

Athanolone (ent-7a,17,18-trihidroksi-9,11-(en)-12-on)
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3. MATERYAL ve METOT

Bu boliimde ¢alismada kullanilacak olan bitki materyalinin toplanmasi, ekstraksiyonu
ve ekstraksiyon sonrasinda bitki ekstrakti ve AS549 hiicreleri ile gergeklestirilen
uygulamalar ve laboratuvar analizlerine yer verilmistir. Calismada kullanilan hiicreler
Afyon Kocatepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii laboratuvar stoklarindan tedarik edilmistir. Calisma sirasinda kullanilan
hiicrelerin herhangi bir strese maruz kalmamalar1 amaciyla, hiicrelerle temas edecek her
tirlii ¢oziicii/¢ozeltinin 37°C’°de olmasina, santrifiiriij islemlerinin (800 rpm) 5 dakika
siireyle yapilmasina dnem verilmistir. Calismada kullanilan malzeme ve teghizat listesi

asagida sunulmustur.

3.1 Calismalarda Kullamilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Cihazlar

e Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

e Vortex (IKA, USA)

e Pikofiij (Roth, Taiwan)

e Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

e Vakum Pompasi (KNF Neuberger, Germany)

e Mikroskop (Olympus, Japan)

e Santrifiij (Hettich, Germany)

e Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

e Laminer Kabin (JSR, Korea)

e CO2 Inkiibatorii (Panasonic, Japan)

e Benmari (GFL, Germany)

e (Canli Hiicre Goriintiileme Mikroskobu (JULI Br, Korea)
e Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)
e Otoklav (Jeto tech, Korea)

e pH metre (Hanna instruments, Romania)

e Soxhlet (FALC Insruments, Italy)

e Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

41



e Evaporatdér Heidolph, 562-00000-00-0, Germany

3.1.2 Kimyasallar

e DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium, Serox, Germany
e FBS (Sigma, USA)

e Penisilin-streptomisin (Sigma, Israel)

e NEFA (Sigma, USA)

e Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma, USA)
e Tripan BLUE soliisyonu (Sigma, USA)
e DMSO (Sigma, China)

e PBS (Sigma, Germany)

o Etil alkol (Sigma-Aldrich, Germany)

e MTT (Sigma, USA)

e Beta Mercaptoetanol (Sigma, Germany)
e LMA (Sigma, USA)

e NMA (Sigma, USA)

e NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)

e Etidyum bromdiir (Vivantis, USA)

e Aseton (Carlo Erba Reagenti, Italy)

e NaOH (AppliChem, Germany)

e EDTA (Sigma, USA)

e Trisma Base (Sigma, USA)

e Triton X-100 (Sigma, USA)

3.2 Sideritis Phrygia Ekstraksiyonu

Aragtirma materyalini 2019 yilinda toplanan Sideritis phrygia Bornm. &rnekleri
olusturmaktadir (Resim 3.1). Arastirmamizin materyalini olusturan Sideritis phrygia
Bornm., Afyonkarahisar ili Sultandagi ilg¢esi, Deresinek havzasi, kayalik-tashk

yamaglarindan ve yaklagik 1500 m yiiksekliklerden 10.07.2019 tarihinde toplanmustir.
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Bitkinin teshisi Flora of Turkey and the East Aegean Islands adl1 eserden faydalanilarak
yapilmustir (Davis 1982). Bitkinin tiir isminin teshisi Prof. Dr. Mustafa KARGIOGLU
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu bitkiye ait herbaryum Ornegi Afyon Kocatepe
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumunda AKUS8848 kayit numarasi ile
koruma altinda tutulmaktadir. S. phrygia Bornm.” nin Tiirk¢e isminin belirlenmesinde
ise Tirkiye Bitkiler Listesi (Damarli Bitkiler) adli eserden yararlanilmistir (Giiner vd.

2012).

Calismada kullanilan S. phrygia herbaryum laboratuvarinda getirilerek karanlik ve serin
bir ortamda kurumalar1 saglandi. Kuruyan o6rnegin goévde, yaprak ve ciceklerinden
olusan karigim bitki 6rnekleri blenderda ogiitiilerek toz haline getirildi. Toz haline
getirilen bitki numunelerinden hassas terazi kullanilarak 50’ser gram tartildiktan sonra 1
L’lik cam siselere konuldu. S. phrygia su ekstraktini hazirlamak igin 50 g tartilarak

tizerine 500 mL (1:10 w/v oraninda) hacminde (su) ¢oziicii ilave edildi (Resim 3.2).

Resim 3.1 Kurutulan Sideritis phrygia.

Su banyosu 50°C sicakligina ayarlandi, sonra hazirlanan cam siselerdeki bitki karigimi
su banyosunda 1 saat bekletildi. Su banyosundan ¢ozeltiler ¢ikartildiktan sonra oda
sicakliginda 24 saat karanlikta bekletildi. Hazirlanan ekstreler bitki pargalarindan
arindirmak igin stizge¢ kagidindan stiziilerek, ayri bir sisede toplandi (Resim 3.3).Bu
sekilde elde edilen. S. phrygia su ekstraktlarinin ¢oziiciileri vakum altinda evaporator

cihazinda uzaklagtirildi.
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Resim 3.3 Siizge¢ kagidindan siiziilen ¢oziicii ile toz haline getirilmis S. phrygia.

Elde edilen ekstraktlar cam petri kaplara dokiilerek oda sicakliginda igindeki ¢oziictiden
daha iyi armarak, kurumasi igin birkag¢ giin beklendi (Resim 3.4). Petri kaplarindaki
iyice kuruyan S. phrygia su ekstraktlari kaziyici ile kazinarak kii¢iik cam siselere kondu
(Resim 3.5).
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Resim 3.4 S. phrygia su ekstraktlar1 cam petrilerde kurutma islemi.

Resim 3.5 Cam sisede muhafaza edilen kurumus ekstraklar.

3.3 Hiicre Kiiltiirii

Gilinlimiizde molekiiler biyoloji, biyokimyasal ve sitogenetik ¢aligmalar i¢in arastirma
veya tani amaciyla hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde
amac hiicreleri yasatmak, c¢ogaltmak ve ilerleyen zamanlarda kullanilmak iizere

dondurup saklamaktir (Yiikselten 2012).

Hiicre kiiltiirti, hayvan hiicrelerinin canli viicudunun disinda incelenebilmesi amactyla
Harisson tarafindan 1907 yilinda kesfedilmistir. Harrison hayvan modeli olarak, ilk
olarak kurbagay1 secerek doku pargalarinin viicut disinda canliligini koruyabilmesini
amaclamistir. Bu caligmalar daha sonra farkli arastirmacilar tarafindan da devam
ettirilmistir. 1943 yilinda Earle ve arkadaslar1 farelerde tliimor hiicresini izole
edebilmeyi basarmis ve 1961 yilinda Leonard Hayflick hiicrelerin, kiiltiir ortaminda

sinirl yasam siiresine sahip olduklarini tespit etmistir.
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Viicut disinda hiicrenin canliligimi devam ettirilmesinin ¢esitli avantajlar1  ve
dezavantajlart mevcuttur. n vitro hiicre kiiltiiriiniin en dnemli avantaji sicaklik, osmotik
basing, pH, Oz ve CO; yogunlugu gibi fizikokimyasal kosullarin kiiltiir ortaminda
kontroliiniin saglanabilmesi ve buna bagli olarak fizyolojik kosullarin sabit
tutulabilmesidir. Bu sartlarin saglanabilmesi i¢in besiyerlerinde ¢esitli maddelere
gereksinim duyulmaktadir. Serum, hormon ve aminoasit gibi c¢esitli maddelerin, hiicre
tipinin ihtiyacina gore gerekli miktarlarda kiltiir ortamina verilmesi ¢ok 6nemlidir. Bir
diger 6nemli avantaj, aragtirmacinin 6zel bir hiicre tipi lizerinde ¢alismasina olanak
saglamasidir. Dokular c¢esitli hiicre tiplerini igerebilmektedirler. Dokudan elde edilen
hiicrelerden, zaman igerisinde tekrarlanan pasajlama islemLeri ile istenilen ana homojen
hiicre elde edilebilmektedir. Hedeflenen hiicreye ulasildiktan sonra, hiicreler baska
caligsmalar i¢in ve tekrarli deneylerde kullanilmak {izere uygun sartlar altinda uzun yillar
saklanilabilmektedir. Bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Kiiltiir calismalar1 sirasinda
meydana gelen kontaminasyon, ¢alisma verimliliginde azalmaya neden olan en 6nemli
problemdir. Digeri ise, hiicrelerin uzun siire pasajlanmast durumunda, hiicrelerin
farklilasma kapasiteleri ve heterojenite oranlari artmaktadir. Bu sebeple, ¢aligmalar
sirasinda ilk birka¢ kusak hiicrelerinin kullanilmasi oldukc¢a 6énemLidir (Kogakli vd.

2015).

Hiicrelerin ideal kiiltiir ortaminin saglanmasinda besiyerleri 6énemlidir. Hiicre kiiltiir
besiyerleri, hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli
olan ortam kosullarin1 saglamak iizere hazirlanmis besleyici soliisyonlardir (Butler ve
Christie 1994). Besiyeri se¢imi sirasinda farkli hiicrelerin farkli besin ihtiyaglari olacagi
dikkate alinmalidir. Bu sebeple tek bir hiicre serisinin gelismesine yonelik bir ¢alisma

yapilacaksa bu 6zellikleri tagiyan besiyeri secilmelidir (Yaylali 2007).

Harry Eagle tarafindan 1955°de hiicre kiiltiir ortam1 olarak Eagle’in Temel Besiyeri
(Eagle’s Minimal Essential Medium, EMEM) gelistirilmistir. S1gir, insan veya embriyo
oOziitleri ile hazirlanan ve ticari olarak kullanilan ilk besiyerdir. Bu besiyerinin iceriginde
aminoasitler, tuzlar (CaCl,, KCI, MgS0O,, NaCl ve monosodyum fosfat), glukoz ve

vitaminler (folik asit, nikotinamid, riboflavin, B12) bulunmaktadir.
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Giliniimiizde tek bir hiicre serisinin gelistirilmesine yonelik en ¢ok kullanilan Eagle’in
Temel Besiyeri (1959) ve Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle Besiyeri’dir
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM). Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, EMEM’in bir ¢esididir ve orjinal formundan dort kat daha fazla vitamin ve
aminoasit ile iki kat fazla glukoz icermektedir. Ayrica, icerisinde demir ve fenol
kirmizis1 da bulunmaktadir (Pombinho vd.2004). Insan, maymun, sigan, hamster, fare

ve tavuk olmak iizere pek ¢ok hiicre tipi igin DMEM kullanilmaktadir (Yaylali 2007).

3.3.1 Hiicre Kiiltiirii Mediumunun Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmast i¢in kullanilacak olan medium (besiyeri) 0,22 pm gozenekli
pess mebran filtreler (WVR) kullanilarak hazirlandi. Filtereye konacak komplete
medium bilesenleri steril ortamda (flow kabinde) konuldu. 1 L medium hazirlamak i¢in
filtreye oncelikle %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktive edilmis fetal buzag:i serumu (FBS;
Fetal bovine serum veya fetal calf serum), %1 (v/v) oraninda penisilin streptomisin, %1
(v/v) oraninda (1 mM) sodyum piruvat eklendi. Igeriginde glutamin olan yiiksek glukoz
konsantrasyonuna sahip DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Serox,
Germany) ile hacim 1 litreye tamamLandi. Boylelikle besiyerindeki DMEM orani1 %88
oldu. (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan besiyerinin (medium) bilesenleri.

Bilesen Oran (%) Hacim (mL)
DMEM (glutaminli) 88 880

FBS 10 100
Penisilin Streptomisin 1 10

Sodyum Piruvat 1 10

Toplam 100 1000

Besiyeri elde etmek i¢in hazirlanan karisim bir vakum pompasi araciligi ile filtreden
(WVR, 0,22um’lik pess membran filtre) ge¢irildi, kullanilan vakum pompasi borusu

flow kabin icine sokmadan o6nce %70’lik alkolden gegirilerek sterile edildi. Filtratta
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toplanan besiyeri filtreden ayrilarak sise i¢ine almip kapagi kapatildi. Hiicrelerin
¢Ozdiirtilmesi, yikanmasi, pasajlanmasi ve iiretilmesi amaciyla kullanilacak besiyeri,
steril 50 mL’lik falkonlara konularak, kullanim siiresine kadar +4°C’ye kaldirildi. Bu
sekilde 50’lik falkonlarda kullanima hazir edilen besiyeri, hiicre ekimi yapilacagi veya
maniiplasyonlarda kullanilacaklar1 zaman, oOnceden c¢ikarilarak 37°C’deki su

banyosunda 20-30 dakika 1sitilmustir.

3.3.2 A549 Hiicrelerinin Kiiltiire Aktarilmasi

e Kabin i¢i sterilizasyonu i¢in 40 dk once UV 15181 agildi ve kullanilacak
malzemeler kabin i¢inde steril edildi.

e A549 hiicreleri siv1 azotta kryotiipler i¢inde laboratuvara getirildi. Donmus
halde kryotiip i¢inde bulunan hiicreler dncelikle sivi azottan -20 °C ye alindi. 10
dakika beklendikten sonra 37 °C deki sicak su banyosunda 2 dk siire ile inkiibe
edilerek ¢oziilmeye birakildi.

e Bu arada 15 mL’lik bir falkona 3mL medium konulmustur. Su banyosunda
tamami ¢oziilmek tizere olan kriyotiipteki hiicreler hazirlanan (igine medium
konan) falkona alinmistir. Sonrasinda hafifce pipetaj yapilarak 800 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir.

¢ Santifiiriij sonunda falkon tabaninda biriken hiicrelere temas edilmeden medium
pipetle ¢ekildi. Hiicre peleti lizerine tekrar 2 mL medium eklenerek ve hafifge
pipetaj yapilarak ikinci kez santrifiij islemi yapilmustir.

¢ Santrifiijden sonra hiicrelerin lizerinde kalan medium tekrar ¢ekildi. Anlatildig1
lizere ¢oOzdiiriilerek 2 yikamada iceriginde bulunan DMSO (dimetil
siilfoksit)’dan arindirilan A549 hiicreleri flaska ekilmek tizere son kez 1 mL
medium i¢inde ¢6ziildii.

e Icerisinde %20 FBS igeren 37°C’ deki complete medium 75 mL’lik flaska 10
mL hacminde eklenir.

e Bu seckilde ekim i¢in hazir hale getirilen flaska, ekim igin ¢ozdiiriilerek
DMSO’dan arindirilarak hazirlanan AS549 hiicreleri yavasca homojenize

dagilmasi saglanarak eklenir.
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e 75cm? ’lik flaska ekimi yapilan hiicreler iiremesi i¢in 37 °C ve %5 CO; iceren
inkiibatore kaldirilmistir. Giinliik olarak takibi yapilan hiicrelerin besiyerleri,
hiicreler %80-90 konfulent oluncaya kadar, 2 giinde bir degistirilmistir. 75cm?
lik flask istenen oranda konfulent olunca birka¢ tane 75cm® ’lik flaska

pasajlanmustir.

3.3.3 Hiicrelerin Cogaltilmasi (Pasajlanmasi)

Pasajlama hiicrelerin iiredigi bir flasktan, baska bir flaska hiicrelere zarar vermeden
transfer edilmesidir. Pasajlama isleminde flask tabanina yapisik halde (konfulent)
bulunan hiicrelere Once tripsinizasyon, sonrasinda ise detripsinizasyon (tripsinden
arindirma) islemi uygulanmistir. Boylelikle tekrar bir falkonun dibinde elde edilerek
¢oziilen hiicreler 75°lik flaska ekilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda kullanilan

tripsinizasyon/detripsinizasyon yontemleri su sekilde uygulanmstir:

e Flasklar i¢indeki hiicrelerin konfluent oran1 %80 oldugunda pasajlama islemine
gecilmistir.

e Hiicrelerin iizerindeki mediyum steril pipet yardimiyla alinip atilmastir.

e Hiicrelerin lizerine 37 °C olan 3-4 mL tripsin EDTA (Serox) eklenmis ve flask
ylizeyinin her tarafina yayilmasi saglanmistir. Ardindan flasklar 37 °C’de %5
CO; igeren inkiibatore kaldirilip 5 dk inkiibasyona tabi tutulmustur.

e Flask tabanina yapisik haldeki hiicrelerin bu siirede inkiibasyonda biiylik oranda
tabandan ayrildig1 gozlendi. Ayrilmayanlarin ise flaska hafifce vurularak
tabandan ayrilmasi saglandi.

e Hiicrelerin flask ylizeyinden ayrildiklar1 go6zlendiginde flasktan alinarak
icerisinde 3 mL mediyum olan 15 mL’lik bir falkona aktarilmustir.

e Falkonlar 800 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatant atilip pellet iizerine 3 mL medium eklenip, hafifce pipetaj yapilip
yikanma islemi yapilmistir.

e Siipernatant atilip pellet lizerine 2 mL medium eklenmis ve hafifce pipetaj

yapilmistir.
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Ardindan igerisinde 10 mL medium bulunan 75 cm? ‘lik flasklara 0,5 mL olacak
Sekilde paylastirilmistir.
Flasklar 37° C ve %5 CO; iceren inkiibatore kaldirilmistir.

3.3.4 Hiicrelerinin Siv1 Azotta Saklanmasi

Flask yiizeyinde hiicre konfluent yogunlugu %80 oldugunda medium atild:.
Hiicrelerin tlizerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask ylizeyinin her tarafina
homojen yayilmas1 saglandi.

Flasklar 37° C ve %5 CO; igeren inkiibatdrde 5 dk iinkiibasyona birakilds.
Hicreler flask yiizeyinden kalkinca igerisinde 4 mL mediyum bulunan
falkonlara alindu.

Falkonlar 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatant atilarak pellet tizerine 4 mL medium eklendi ve pellet medium
yardimiyla ¢ozdiiriildi.

800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatant atilarak pellet lizerine soguk %5 DMSO igeren FBS eklendi.
Hiicreler damla damla buz igerisinde bulunan kryo tiipe alindi.

Once -20° C sogutulup daha sonra siv1 azotta dondurularak ilerleyen zamandaki

calismalar i¢in saklandi.

3.3.5 Hiicre Saymmi ve Hiicre Canlili@imin Belirlenmesi

Flask yiizeyinde hiicre konfluent yogunlugu %80 oldugunda medium atild1.
Hiicrelerin tlizerine 4 mL tripsin-EDTA eklenerek flask ylizeyinin her tarafina
homojen yayilmasi saglandi.

Flasklar 37° C ve %5 CO; iceren inkiibatorde 5 dk inkiibasyona birakild.
Hiicreler flask yiizeyinden kalkinca igerisinde 4 mL medium bulunan falkonlara
alind1.

Falkon 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
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e Siipernatant atilip hiicrelerin {izerine 2 mL medium eklendi ve hafifce pipetaj
yapild.

e Hiicre slispansiyonundan 50 pL alinarak, 50 pL (dilisyon orani 2) tripan blue ile
karistirildi.

e Karisim 5 dk inkiibasyona birakildi.

e Hazirlanan tripan blue-hiicre siispansiyonu karisimindan pipetaj yapilarak, 10

uL aliarak neubauer lamina uygun sekilde konuldu.

Tripan blue sadece canli hiicrelerin boyanmasini1 ve 151k altinda parlak goriinmesini
saglayan bir boyadir. Bu nedenle sayim yapilacak lama uygulanan ve tripan mavisi ile
boyanmis canli hiicreler mikroskop altinda parlak goriiliirken, 61t hiicreler mavi-mat
goriiliir. Sayim laminda her biri 16 kareden olusan 4 sayim bolgesindeki hiicreler

sayilarak ortalamalar1 alinir.

mL’ deki canli hiicre sayis1 = (Ortalama Hiicre Sayisi) x (104 ) x (Diliisyon Faktorii)

Yukarida ifade edilen formiil kullanilarak medium-hiicre siispansiyonun mililitresindeki
hiicre sayis1 hesaplanir. Sayimin giivenilirligi agisindan diliisyon miktar1 énemlidir.
Genellikle ortalama hiicre sayisinin 50-150 arasinda olmasi hiicre siispansiyonunun
ideal diliisyona tabi tutuldugunun bir gostergesi kabul edilir. Sayet ortalama hiicre sayisi
cok yiiksek cikarsa tripan mavisi hiicre karisimindaki hiicre hacmi azaltilarak, tripan
mavisi hacmi artirilarak daha diliie hiicre siispansiyonu elde ederek sayim tekrarlanir.
e Saymm bolgelerinde sayilan hiicrelerin  ortalamalar1  alinarak hiicre
stispansiyonunun mL’sinde kag¢ adet hiicre oldugu formiil yardimi ile hesaplandi.
e Sonrasinda uygulamalarda kullanilacak  hiicre sayisina  gore hiicre
stispansiyonundan ka¢ mL alinmasi1 gerektigi hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak

maniplilasyonlara gecildi.

3.4 MTT Hiicre Viabilite Ol¢iim Testi

1983 yilinda Mosmann tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra Alley ve arkadaslari

tarafindan gelistirilen (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) (MTT)
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yontemi hiicrelerin verimlilik, uygulanabilirlik ve aktivasyonunu 6l¢en hassas, nicel ve
giivenilir bir kolorimetrik yontemdir. Bu yontemin temeli, canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir. Hiicre canliligint ileri
derecede azaltan; fakat dldiirmeyen 6zellikteki, sar1 renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium
boyast (MTT), canli hiicrelere mitokondriler tarafindan parcalanmasi sonucu aktif
olarak absorbe olur ve suda ¢ozlinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir. Sonug
olarak, canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta,
0li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Formazan
miktari, direk olarak hiicre hatlarindaki canli hiicre sayisiyla orantilidir. Diger bir ifade
ile hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canliliginin 6lgiitii olarak alinir ve MTT

analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisiyla bagint1 gosterir
(Griffiths ve Doyle 1998, Freshney 2005).

Formazan olusumu, yalmizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
goriilmektedir. Bu durum da hiicre canliligimin bir belirteci olarak kabul edilir ve
spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre sayist ile iliskilendirilmektedir

(Koyuncuoglu vd. 2013).

3.4.1 MTT ’nin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan MTT soliisyonu 5 ug/mL konsantrasyonun da hazirlandi. MTT’
nin ¢ozdiirilmesinde pH 7,4 olan PBS kullanildi. Hazirlanan MTT ¢6zeltisi 0,22 um

filtreden gecirilerek steril hale getirildi. MTT soliisyonu her kullanimda taze hazirlandi.

3.4.2 MTT Yontemi ile Sideritis Phrygia LD50 Dozunun Belirlenmesi

e 24 welle uygun hacimlerde (2 mL) mediyum konuldu.

e Hiicre sayist hesaplanmis silispansiyondan 24’likk plagin her bir kuyucuguna
1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildt.

e Ekimin ardindan plak 37° C ve %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edildi.

e Hiicrelerin plak yiizeyinde yogunlugu %50-60 oldugunda S. phrygia ekstrakti
500, 250, 100, 50, 25, 10 ve 5 ng/mL olacak sekilde uygulandi.

e Kontrol olarak %1 DMSO kullanild:.
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e Plak inkiibatére kaldirilip 37° C ve %5 CO; ortaminda 24 inkiibasyona
birakildi.

e 24 inkiibasyon siiresinden sonra MTT soliisyunu %10 olacak sekilde 200 pL
eklendi ve 2-4 saat daha inkiibe edilmistir.

e Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyast well plate tabaninda olusan mor
renkli formazan kristallerine zarar vermeden pipet yardimiyla cekilip
uzaklastirildi.

e Plaktaki kuyucuklara formazan kristallerini ¢g6zen DMSO 600 pL olacak sekilde
eklendi.

e 10 dakika inkiibe edilmistir.

e (oziinen formazanlar mikroplak okuyucu spektrofotometre (u- Quant, BioTek
Instruments, USA) ile 540 nm absorbans degerinde 3 tekrarli olarak olgtimleri
yapild.

e Sideritis phrygia ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak
kabul edilerek, her bir kuyucuktaki hiicrelerin canlilik oranlar1 % canlilik olarak
belirlendi. Boylelikle kuyucuklarda bulunan hiicrelere uygulanan S. phrygia
ekstraktlarina ait her bir dozun A549 hiicrelerindeki hiicre canlilifina etkisi %

canlilik oran1 seklinde belirlenmis oldu.

3.5 Comet Yontemi

Comet analizinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak gerekli ¢ozeltiler hazirlandi. Bu amagla
hazirlanan lizis ¢ozeltisi (Cizelge 3.2), elektroforez ¢ozeltisi (Cizelge 3.3), ndtralizasyon
cozeltisi (Cizelge 3.4) hazirlamak i¢in kullanilan yontemLer ¢izelgelerde sunulmustur.
Sonraki asamada ise hazirlanan ¢ozeltilerin kullanilmasiyla komet analizinin nasil

gerceklestirildigi agciklanmaya calisilmistir.
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Cizelge 3.2 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal

Miktar
NaCl 29,49
EDTA 7,44 g
Trisma baz 0,24 g
Triton X-100 2mL
DMSO 20 mL

Hazirlanan kimyasallar dH,0 ile 200 mL’ye tamamLanarak pH 10 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.3 Elektroforez ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NaOH 69
EDTA 0,189

Hazirlanan kimyasallar dH,O ile 500 mL’ye tamamLanarak pH>13 olacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.4 Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar

Trisma baz 14,55 ¢

Hazirlanan kimyasal dH2O ile 300 mL’ye tamamLanarak pH 7,5 olacak sekilde ayarlandi.

%1 NMA (Normal kaynama noktali agaroz) hazirlanmasi i¢in 0,03 g NMA 3 mL PBS

ile bek alevinde prepara edilerek hazirlandi.

%0,8 LMA (Diislik kaynama noktali agaroz) hazirlanmasi i¢in 0,016 g LMA 2 mL PBS
ile bek alevinde prepara edilerek hazirlandi.

Stok etidyum bromiir hazirlanmasi i¢in 5 mg etidyum bromir 25 mL dH;O’da
¢Ozdiiriildii. Calismada 10 kat diliie edilerek kullanildi.
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Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicreler flask yiizeyinden alinarak 800 rpm’de
5 dk santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler PBS ile siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonundan 40 pL alinarak ependorf igerisinde 100 uL LMA ile
karistirildi.

Ependorf igindeki hiicre-LMA karistminin hepsi alinarak bir giin 6nceden
hazirlanmis NMA 11 lamLara preparat elde edildi.

Preparatlar donmalari igin buz kesetlerinin tizerine yerlestirildi.

Donan preparatlar lizerindeki lameller yavasga alinarak 60 dk lizis islemine tabi
tutuldu.

Lizis isleminden sonra 20 dk alisma 20 dk yiiriitme olmak iizere 25 V 300
mA’de elektroforez islemine tabi tutuldu.

Elektoroforezden alinan preparatlar nétralizasyon tamponuyla yikandi.

Yikama isleminin ardindan her bir preparat 70 pL etidyum bromiir ile boyanarak
lamelle kapatildi.

Arastirma kapsaminda, her kiiltiir i¢in floresans mikroskopta 100 adet niikleoid
DNA incelenerek DNA hasarlar1 hesaplandi. Comet olusumlari, literatiirden
yararlanilarak gozlenen kuyruk uzunluklarina gore gruplara ayrilarak degisen
oranlarda puanlandirildi. Ayrica, tiim bu islemler, ¢cevre kaynakli DNA hasarim

onlemek amaciyla karanlik ortamda yapildi.

3.6 Mikroniikleus Testi

Bu yontemde kullanilan KCI ¢o6zeltisinin hazirlanmasi (Cizelge 3.5)’de sunulmustur.

Sonrasinda ise analizlerde kullanilan fiksatiflerin, giemsa boyasinin hazirlanmasindan

bahsedilmistir. Son olarak ise mikroniikleus analiz protokolii verilmistir.

Cizelge 3.5 KCI ¢ozeltisinin hazirlanmas.

Kimyasal Miktar

KCI

049
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Distile su 100 mL

KCl ile dH20 vortekslenerek homojenize edilir.

Fiksatiflerin Hazirlanist:

Once fix2 daha sonra fix]1 hazirlanir. Calismaya baslamadan 2 saat 6nce fiksatifler

hazirlanmalidir.
Fix2 icin; 40mL Glasiyal Asetik Asit + 200mL metanol (Son hacim: 240mL)
Fix1 i¢in; SOmL Fix2 + 50mL %0,9 NaCl (Son hacim: 100mL)

%5°1ik Giemsa boyasi i¢in;

5mL TamponA +5mL TamponB + 5mL Giemsa karigtirilir. Son hacim dH,O ile 100
mL’ye tamamlandi. (ph:6,8) Hazirlanan bu karigim filtre kdgidindan gegirildi.

Mikroniikleus analiz protokolii;

e Sale igerisine nitrzasit veya distile su eklendi.

e Ornek sayist kadar lam numaralandirilarak sale icerisine dizildi. Calisma
baslamadan 30 dk once (+4 °C) buzdolabinda bekletildi.

e Ependorf igerisindeki SP (Sideritis phrygia ekstresi), Cisplatin, SP+Cisplatin ve
kontrol grubu o6rnekleri tizerine ImL KCL eklendi, homojenize edildi ve 5dk
beklendi.

e KCIl eklenen 6rnekler santrifiije Sdk tabi tutuldu (1500rpm).

e Siipernatant atildi, pellet {iizerine fix] eklendi ve 5dk yine santrifiij
edildi(1500rpm).

e Siipernatant atildi, pellet iizerine fix2 eklendi ve tekrar 5dk santrifiij
edildi(1500rpm).

e Son santrifiij sonrasi siipernatant yine atildi, pellet kismi salelerdeki lamlara
yayildi.

e Bir giin sonra lamdaki kuruyan ornekler sale icerisinde giemsa boyasina 30 dk

maruz birakilarak boyanmasi saglandi.

56



e Isik mikroskobu ile sayimlar 100x (immersiyon) objektifle yapildi.
e Her preparattan 1000 hiicre sayimi gerceklestirildi.

3.7 istatistiksel Analiz

Kontrol grubu ile uygulama gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar SPSS 18.0
Windows paket programi ile degerlendirildi. Comet ve mikroniikleus analizinden elde
edilen sonuglarda grup ortalamalarinin karsilastirilmas: varyans analizi (ANOVA) ve
Duncan post testi kullanilarak belirlendi (p <0.05). Sonuglar, ortalama + SH (standart

hata) olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1 MTT Yontemi ile Sideritis phrygia Ektresinin A549 Hiicre Hatti Uzerine Olasi
Etkilerinin Degerlendirilmesi

Sideritis phrygia tiirline ait su ekstraktlarinin A549 hiicrelerindeki sitotoksisiteleri MTT
yontemi ile belirlendi. Ekstraktlarin sitotoksisitelerinin belirlenebilmesi icin DMSO’da
¢oziilen ekstraktlar hiicrelere sekiz farkli konsantrasyon da (lpg/mL, Sug/mL,
10pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL) uygulandi. 24
saat inkiibasyon sonunda gerceklestirilen MTT analizi sonucunda elde edilen
absorbanslardan hareketle her bir dozun A549 hiicre canliligin1 ne oranda etkiledigi

belirlendi ve % hiicre canlilig1 seklinde ifade edildi.

Sideritis phrygia ekstraktlarinin sitotoksik olmayan dozlari (100 pg/mL kadar olan)
bulunmustur.1pg/mL,10pug/mL,100 pg/mL 3 doz belirlenerek hiicrelere uygulanmistir

(Sekil 4.1) ve genotoksite analizlerine gecilmistir.

Resim 4.1 A549 Hiicre hatt1 iizerine Sideritis phrygia ekstrakti doz uygulamalari.

4.2 DNA Hasar Diizeyleri ve MN Frekanslarinin Degerlendirilmesi

A549 hiicrelerinde SPsy ekstraktlarinin genotoksisiteye etkisini belirleyebilmek igin

comet testi ile DNA hasar1 diizeyleri belirlendi (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Comet ve MN degerlendirmesi.

Deney Gruplari Comet Skorlar1 MN Frekanslar™
(ng/mL) (AU)

Kontrol 4,66 +2,08° 3,00 + 1,00
SP100 8,33 £ 1,15 2,00 + 0,00
SP10 5,33 +2,08" 3,33 +£0,58
SP1 4,66 + 0,58" 3,33+0,58
CP 18,00 + 3,00° 4,00 + 1,00
CP+SP100 10,33 + 1,53%P 2,66+ 1,15
CP+SP10 12,66 + 1,15*° 3,66 + 0,58
CP+SP1 15,33 +0,58° 333+ 1,15
P 0,0000 0,2020

Veriler ortalama + standard hata seklinde ifade edildi (n=3).

2: Istatistiki olarak kontrol grubundan farklilik gosteren verileri ifade etmektedir (p<0,05).

®: statistiki olarak cisplatin grubundan farklilik gésteren verileri ifade etmektedir (p<0,05).

*: Gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur (p<0,05).

Kisaltmalar: SP 100 (Sideritis phrygia ekstrakti 100 pg/mL), SP 10 (Sideritis phrygia ekstrakti 10
pg/mL), SP 1 (Sideritis phrygia ekstrakti 1 pg/mL), CP(Cisplatin).

A549 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan comet testi frekanslarinda kontrol gurubunda 4,66
+ 2,08, SP 100 8,33 + 1,15, SP 10 3,33 + 0,58, (Sideritis phrygia ekstrakti 1 pg/mL)
4,66 + 0,58, CP 18,00 + 3,00, CP+SP100 10,33 + 1,53, CP+SP1012,66 + 1,15, CP+SP1
15,33 + 0,58 olarak bulunmustur.

Comet skorlar1 degerlendirildiginde SPsu 100 uygulama grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DNA hasar skorlar artis gostermektedir. DNA hasar skorlarindaki
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bununla birlikte cisplatin uygulama
grubunda DNA hasar1 diizeyleri kontrol grubundan yiiksek bulunmustur. Bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Yine SP uygulamalari CP’ nin olusturdugu
DNA hasar diizeyini, doza bagli olarak azaltmis olup SP10 ve SP100 uygulamalarindaki

degerler CP grubuna gore anlamli bulunmustur.
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AS549 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan mikronukleus frekanslarinda kontrol gurubunda
3,00 = 1,00, SP 100 2,00 + 0,00, SP 10 3,33 + 0,58, 3,33 + 0,58, CP 4,00 £+ 1,00,
CP+SP100 2,66 + 1,15, CP+SP10 3,66 + 0,58, CP+SP1 3,33 + 1,15 olarak bulunmustur.

Mikroniikleus frekanslar1 incelendiginde gruplar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak
anlamli bulunmamustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hiicre siklusu, birtakim makromolekiiler olaylar1 kapsayan hiicre boliinmesini ve bunun
sonucu olarak, birbirinin aynisi olan iki yeni hiicrenin olusmasi olarak tanimlanmaktadir
(Canpolat 2016). Hiicre siklusu sirasinda, hiicrenin siklus fazlarinda diizenli olarak
ilerlemesini saglayan, kontrol noktalar1 adi verilen ve hiicrenin siklusa devam edip
etmeyecegine karar veren siklinler, siklin bagimli kinazlar, siklin bagimli kinaz
inhibitorleri gibi cesitli diizenleyiciler vardir (Vermeulen vd. 2003). Bu diizenleyicilerde
meydana gelen hasarlar kontrolsiiz hiicre boliinmesine yol acarak, kanser gelisimine

sebep olmaktadir.

Akciger kanseri, diinya capinda kansere bagli 6liimlerin en yaygin olanidir. Bunun
temel nedeni, erken teshisin zorlugundan ve etkili tedavi yodntemlerinin
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir, bu nedenle akciger kanserine daha etkili tedavi

seceneklerine umutsuzca ihtiya¢ duyulmaktadir (Gao vd. 2019).

Kemoterapi, kimyasal maddelerin kullani1ldig1 kanser tedavi yontemi olarak adlandirilir.
Bu kimyasal maddeler; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitiimdr antibiyotikleri,
topoizomeraz inhibitorleri, mitotik inhibitorler, Kkortikosteroidler ve proteozom
inhibitorleri olabilmektedir (Temel 2015).

Giliniimiizde organik bilesikler ve dogal {riinleri iceren bir¢ok kemoterapi ilaci
bulunmaktadir. Kemoterapi tedavisinde ozellikle cisplatin, karboplatin, oksaliplatin ve
satraplatin gibi farkli platin bazli ilaclar kullanilmaktadir (Akkog 2020). Platin i¢eren bu
ilaglarin sadece belli tiimorlerin tedavisinde kullanilabilmeleri ve miyelosupresyon
(kemik 1ligi aktivitesinde azalma), ototoksisite (isitme kaybi), ndrotoksisite (sinir
sistemi hasar1) ve nefrotoksisite (bobrek fonksiyonlarinin azalmasi ve hasar) gibi birgok
yan etkisinin olmasi (Yang vd. 2019) ve kemoterapotik kanser ajanlarina karsi ilag
direncinin artarak ve hizla biiyiimesi ciddi bir tibbi problem olusturmaktadir. Bu
sebeple, kanser tedavisi i¢in yeni, etkin ve giivenli kemoterapétik ilag adaylarinin

gelistirilmesine biiylik bir ihtiya¢ vardir (Akkog 2020).

Yapmis oldugumuz tez calismasi hiicre kiiltiirii ¢aligmasi olup kontrollii deneyler
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icermektedir. Hiicre kultiirii ¢alismalar1 ¢alisilan maddenin etkilerini hizli ve kisa siirede
gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda sinirsiz ¢ogalan hiicrelerin
kullanilmasi, deney hayvanlariyla ¢alisilirken karsilagilan etik kurulu raporuna gerek
birakmamaktadir. Bu sebeple hiicre kiiltiirii caligmalar1 diinya capinda kanser
arastirmalari, biyokimya, sitogenetik ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.

Tibbi bitkilerin diinya ¢apinda artan popiilaritesi, giivenligi ve diisiik maliyeti nedeniyle,
kanser gibi karmasik rahatsizliklari olan hastalar1 tedavi etmek ic¢in kullanimlari

artmaktadir.

Cesitli bitki tiirlerinden ikincil metabolitler, kanser de dahil olmak {izere cesitli
hastaliklar i¢in alternatif terapotik ajanlar olarak oldukga arastirilmistir. Dikkat g¢ekici
bir sekilde, Amerika Birlesik Devletleri'nde 1983 ile 1994 yillar1 arasinda onaylanan
antikanser ilaglarin %60'indan fazlasi dogal kaynakli oldugu bildirilmistir (Stevigny
vd.2005, Newman ve Cragg 2007).

Diinyada yaklasik olarak 46 tiir ve 53 taksonla temsil edilen ve hastaliklara olan etkileri
nedeni ile ekonomik degeri her gegen giin artan sideritis tiirlerinin etkilerinin
aydinlatilmasi iilkemizde inovatif triinlerin olusturulabilmesi agisindan onemlidir
(Glimiis¢ti ve Glimiis¢ii 2014). Ciinkii diinyada bulunan sideritis tiirlerinin biiylik bir
cogunlugu iilkemizde yetismektedir. Tiirkiye’de yetisen farkli sideritis tiirlerinin 39
taksonu endemiktir. Bu tiirlerin ¢ogunun birincil asama ¢aligmalari bile heniiz
yapilmamistir. Bu tiirlerin etkileri heniiz analiz edilmemis olanlar belirlenerek farkli
kanser hatlarinda etkileri arastirilmalidir. Ancak boylelikle klinik olarak etkili
olabilecek tiirler belirlenerek, bir¢ok diinya iilkesinde oldugu gibi iiriine doniistiirme
caligmalarina baglanabilir. Unutulmamalidir ki alternatif tip {irlinii olarak gelistirilen

tirtinlerin diinya ila¢ sanayisi i¢indeki pay1 her gecen giin artmaktadir.
S. phrygia Bornm. Bitkisinin ugucu yaginda toplam 42 farkli bilesik analiz edilmistir.

Bu bilesiklerin oranlar1 %0,2 ile %11,4 araliginda degisirken, en yliksek degere %10,6
ile limonen maddesi sahiptir (Sagir 2016).
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Nigella sativa diinya ¢apinda dogal bir ¢are olarak yiizyillardir yaygin olarak kullanilan
tibbi bir bitkidir. N sativa. Ugucu yag ana bilesenleri pinen, p-simen, timol (THY) ve
ditiokinon (DTQ), yaginin farmakolojik olarak aktif bilesikleridir. Karvakrol, karvon, 4-
terpineol, limonenler ve sitronellol gibi diger terpenoid bilesikler de yaginda
bulunmustur. Kansere kars1 akcigerler, bobrekler, prostat, karaciger ve memedeki ve

birgok kotii huylu hiicre tizerindeki etkinligi gosterilmistir (Mollazadeh vd. 2017).

Top navel portakal kabuguyla yapilan bir ¢calismada yirmi dort bilesen belirlenmis olup
bunlardan limonen (%74,6) maddesi yiiksek degerde tespit edilmistir. MTT testi
uygulanan, bu madde insan akciger kanseri hiicresi A549 ve prostat kanseri hiicresi
22RV-1'in proliferasyonunun inhibisyonu {izerinde olumLu bir etki gosterdigi tespit

edilmistir (Yang vd.2017).

Limonen, akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve ¢iplak farelerde
nakledilen tiimorlerin biiylimesini bastirdigi tespit edilmistir. D-limonen, otofajiyi
tesvik ederek akciger kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiikleyebildiginden akciger

kanseri tlizerinde terapotik bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (Yu vd.2018).

Sideritis perfoliata L. geleneksel tipta ¢esitli kullanimlari olan Dogu Akdeniz bolgesinin
endemik bir tiridiir. S. perfoliata'nin antiproliferatif aktivitesi, kanserli ve kanserli
olmayan hiicrelere karsi insan serviks adenokarsinoma kanseri (HelLa), Insan
hepatoselliiler karsinoma (HepG2) ve insan epidermoid karsinomu (A431) hatlari
lizerinde arastirilmistir. Etanol 0ziitli, kanserli olmayan hiicre hatlarina karsi orta
diizeyde toksisite gosterirken, kanserli hiicre hatlarina karsi diisiik toksisite gosterdigi
kaydedilmistir. Bununla birlikte, en umut verici antikanser aktivitesi, insan karaciger

kanseri hiicrelerine kars1 oldugu tespit edilmistir (Lall vd.2019).

Bu tez calismasinda Sideritis phrygia ekstrelerinin (10 pg/mL ve 1 pg/mL) genotoksik
bir hasar olusturmadig: goriilmistiir. Cisplatin uygulanan gruplarda bir genotoksik hasar
meydana gelmistir ve kanser hiicrelerinin sag kalimimi ortadan kaldirabildigi

calismamizla da gosterilmistir.
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Cisplatin tarafindan olusturulmus toksisiteyi engelleme amacgh Sideritis phrygia

ekstrelerinin 100 pg/mL ve 10 ug/mL uygulamalarinin etkili oldugu goriilmiistiir.

Uygun doz sec¢imlerinde cisplatin hem akcigerde hemde diger dokularda
genotoksisitesini azaltmaya yonelik koruyucu tedavilere takviye edici olarak koruyucu

etkisinin oldugu diislincesini desteklemektedir.

Sonug olarak, diinyada yaklasik olarak 46 tiir ve 53 taksonla temsil edilen ve
hastaliklara olan etkileri nedeni ile ekonomik degeri her gecen giin artan sideritis
tiirlerinin  etkilerinin aydinlatilmasi {iilkemizde inovatif iirlinlerin olusturulabilmesi
acisindan onemlidir (Glimiis¢ii ve Glimiisgti 2014). Sideritis tiirleri, yiiksek endemizm
oran1 ve halk arasinda cay seklinde yaygin kullanimi sebebiyle Tiirkiye i¢in 6nemli
bitkiler arasindadir (Sahin vd. 2008). Ozelliklede stomasik ve antikonvulsan
etkilerinden dolayr ve soguk alginliklarinda Okstiriik kesici ve gastrointestinal
hastaliklarin tedavisinde tercih edilmektedir (Ozer Sagir 2016). Bu tiirlerin ¢ogunun
birincil asama ¢aligmalar1 bile heniiz yapilmamistir. Sunulan tez calismasinda S.
phrygia bitkisi igin literatiir taramalari ve yapilan analizler sonucunda elde edilen
bulgular 15181nda yola ¢ikarak farkli kanser hiicre hatlar1 {izerinde daha genis kapsaml
aragtirmalar yapilmasinin uygun oldugu gériisiindeyiz. Unutulmamalidir ki alternatif tip
irtinii olarak gelistirilen {rlinlerin diinya ilag sanayisi igindeki pay1 her gecen giin

artmaktadir.
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