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OZET
T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Tiirkiye’ye Endemik Olan Salsola grandis Turiiniin Antioksidan ve Insan Kolon
Adenokarsinom Hiicre Hatt1 (HT-29) Uzerine Antikanserojenik Etkisinin

Arastirilmasi
Seda SIRIN

T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
YUKSEK LISANS TEZI/KONYA-2017

Kanser giiniimiiziin en sik karsilasilan hastaliklarindan birisi haline gelmistir. Kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaclar tedaviye bagli olarak agir yan etkiler gostermektedir.
Yapilan klinik, epidemiyolojik ve deneysel calismalarda kanser tedavisine yonelik alternatif ve
tamamlayici ilaglarin ve tedavi yontemlerinin ortaya konulmasinin 6nemi vurgulanmaktadir. Bitkiler
kanserin birgok formunun tedavisi icin yuksek derecede etkili geleneksel ilaglarin birincil kaynagim
olusturmaktadir.

S. grandis metanol ekstrakti (SGME) nin antioksidan ve insan kolon adenokarsinom hiicre
hattt (HT-29) (zerine antikanserojenik etkisinin arastirilmasi ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.
SGME’nin askorbik asit, B-karoten, likopen, total alkaloid, total flavonoid ve total fenolik icerigi
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. SGME’nin en fazla total fenolik igerigine, en az ise likopen
icerigine sahip oldugu gosterilmistic. SGME’nin demir (II) iyonlarini gelatlama aktivitesi (5.36+0.00
mg/mL), plazma lipit peroksidasyon inhibisyonu (%21.45+0.04) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikali giderme aktivitesi (0.08+£0.00 mg/mL) tespit edilmistir. SGME’nin fenolik asit
kompozisyonu sivi  kromatografisi-tandem  kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi ile
belirlenmistir. Bitki ekstraktinin fenolik asit kompozisyonunda en yiksek miktarda vanilik asit, en az
miktarda gallik asit bulunmustur. SGME’nin HT-29 hiicre hatt1 iizerinde antiproliferatif etkisi 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil tetrazolium bromid; tiazolil mavi (MTT) yontemi ile belirlenmistir.
Bitki ekstraktinin 1C50 dozu 250 pg/mL 48 saat olarak hesaplanmigtir. SGME’nin HT-29 hiicre
hattinda apoptozda rol oynayan genler BCL2 associated X (BAX), BCL2, kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7
(CASP7), kaspaz-8 (CASP8), kaspaz-9 (CASP9), sitokrom C (CYCS), Fas hicre yizeyi 6lum
reseptorii (FAS) ve timor protein p53 (TP53) ekspresyon diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi
gercek zamanli PZR ile gerceklestirilmistir. BCL2 geninin ekspresyonunda konrole gére dozda
1.63+0.40 kat azalma, BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FAS ve TP53 genlerinin
ekpresyonunda kontrole gore dozda sirasiyla 1.52+0.13, 1.52+0.30, 1.76+0.02, 1.81+0.06, 1.46+0.06,
1.91+0.03, 1.18+0.10 ve 1.79x0.07 kat artma belirlenmistir. SGME’nin HT-29 hiicre hattinda
apoptozda rol oynayan proteinlerin (Bcl-2, Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) ekspresyon duzeylerindeki
degisikligin belirlenmesi Western blot yontemi ile gergeklestirilmistir. Elde edilen proteinlerin
ekspresyon diizeyleri, genlerin ekspresyon diizeyleri ile uyumlu bulunmustur.

Sonu¢ olarak, SGME antioksidan ve HT-29 hiicre hatt1 {izerine antikanserojenik etkisinin
yiiksek olmasi bakimindan 6ne ¢ikmistir. Bu durum, S. grandis’in ekonomik degerinin artmasima ve
Tirkiye florasindaki yerinin gliglenmesine yol agacaktir. SGME’nin kanser tedavisinde yeni bir
terapotik ajan haline gelecegi ve oOzellikle ila¢ endiistrisinde iiriine yonelik kullanimlarda one
cikmasinin miimkiin olacagi disiiniilmektedir. Ayrica SGME’min antikanser etkisi ile birlikte
antikanser mekanizmasinin da ortaya konulmasi daha etkin, hedefe yonelik koruyucu ve tedavi edici
ilag formiilasyonlariin gelistirilmesini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antikanserojenik etki; antioksidan etki; insan kolon adenokarsinom hiicre hatt:
(HT-29); metanol ekstrakti; Salsola grandis.
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Today, cancer became one of the most common diseases. Chemotherapeutics for the
treatment of cancer cause severe treatment-related side effects. Existing clinical, epidemiological and
experimental studies emphasize the importance of introducing alternative and complementary
medicinal products and methods for cancer treatment. Plants constitute a primary source of traditional
drugs which are highly effective in the treatment of many forms of cancer.

This is the first study identifying the antioxidant characteristics of the S. grandis methanol
extract (SGME) and its anticarcinogenic effects on the human colon adenocarcinoma cell line (HT-
29). The ascorbic acid, pB-carotene, lycopene, total alkaloids, total flavonoids and total phenolics
content of SGME were determined spectrophotometrically. It was shown that while its total phenolics
content is the highest, SGME's licopene content was the lowest. SGME's iron(ll) ion chelating activity
(5.36£0.00 mg/mL), plasma lipid peroxidation inhibition (21.45+0.04%) and 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity (0.08+0.00 mg/mL) were determined. The
phenolic acid composition of SGME was determined by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) analysis. In the phenolic acid composition of the plant extract, vanillic
acid was the component with the highest amount, while the component with the lowest amount was
gallic acid. The antiproliferative action of SGME on the HT-29 cell line was determined by 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-ylI]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; thiazolyl blue (MTT) method. The IC50 dose
of the plant extract was calculated as 250 pug/mL 48 hours. Following the treatment with SGME, the
change in the expression levels of the genes involved in the apoptosis in HT-29 cell line (BCL2-
associated X (BAX), BCL2, caspase-3 (CASP3), caspase-7 (CASP7), caspase-8 (CASP8), caspase-9
(CASP9), cytochrome C (CYCS), Fas cell surface death receptor (FAS) and tumor protein p53 (TP53))
were determined by real-time PCR. In the expression of the BCL2 gene, compared to the control, a
decrease of 1.63+0.40 fold per dose was identified. In the expression of BAX, CASP3, CASP7, CASPS,
CASP9, CYCS, FAS and TP53 genes, there were an increase as 1.52+0.13, 1.52+0.30, 1.76+0.02,
1.81+0.06, 1.46+0.06, 1.91+0.03, 1.18+0.10 and 1.79+0.07 fold per dose, respectively, compared to
the control. Following the treatment with SGME, the change in the expression levels of the proteins
involved in the apoptosis in HT-29 cell line (Bcl-2, Bax, caspase-3 and caspase-9) were determined by
Western blot method. The expression levels of obtained proteins were considered as consistent with
the expression levels of the genes.

In conclusion, SGME becomes significant due to its antioxidant characteristics and higher
anticarcinogenic effect on HT-29 cell line. This would lead to an increase in the economic value of S.
grandis and strengthen its position in the flora of Turkey. It is believed that SGME would become a
new therapeutic agent for cancer treatment and that it may stand out in the product-oriented potantial
applications in the pharmaceutical industry. Moreover, revealing the anticarcinogenic mechanism of
SGME along with its anticarcinogenic effect would lead to the development of more efficient and
targeted propyhlactic and therapeutic drug formulations.

Key Words: Anticarcinogenic effect; antioxidant effect; human colon adenocarcinoma cell line (HT-
29); methanol extract; Salsola grandis.
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1. GIRIS VE AMAC

Cevresel faktorlerin etkisinde c¢ok basamakli bir siire¢ icginde, hiicre
DNA’sinda ve genlerde olusan degisiklikler neticesinde hiicreler kontrolsiiz olarak
boliinmeye baglarlar ve normalde olmayan bir olusum meydana getirirler. Bu olusum
yine bu ¢ok basamakli siire¢ i¢erisinde komsu dokulara ve uzak organlara da yayilim
gosterebilir. Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylime ve yayilma 6zelligine sahip

olmasi ile gelisen biiylik bir grup hastaliga kanser adi verilmektedir (Baspinar 2015).

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanligi’nin 2014 verilerine
gore yasa standardize kanser hizi erkeklerde yiiz binde 246,8, kadinlarda ise yiiz
binde 173,6’dir. Tirkiye’de gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere gore hem
erkeklerde hem de kadinlarda kanser hizinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Toplamda kanser insidansi ise yiiz binde 210,2°dir. Tiirkiye kanser insidansi,
erkeklerde diinya insidansinin iizerinde seyrederken, kadinlarda diinya insidansinin
altinda seyretmektedir (www.kanser.gov.tr 13 Agustos 2017). Kanser insidansi
cinsiyet, yas, genetik faktorler, 1k, diyet ve cografik konuma bagli olarak
degismektedir (Hussain ve ark 2003). Erkeklerde en sik goriilen kanser tipleri
sirasiyla akciger (%21), prostat (%13), kolorektal (%9), mesane (%8), mide (%6),
non-hodgkin lenfoma (%3), bébrek (%3), larinks (%3), tiroid (%2) ve beyin sinir
sistemi (%2) kanseridir. Kadinlarda ise en sik goriilen kanser tipleri sirasiyla meme
(%25), tiroid (%]12), kolorektal (%8), uterus korpusu (%6), akciger (%5), mide (%4),
over (%4), non-hodgkin lenfoma (%3), beyin sinir sistemi (%2) ve serviks (%2)

kanseridir (www.kanser.gov.tr 13 Agustos 2017).

Kanserde yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapidir. Bu yontemler basarili olmakla birlikte kanserin yineleme riski, organ
kayb1 ve tlm kanser tlrlerine uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlara da sahiptir
(Dicato 2012).

Kemoterapinin asil hedefi kemoterapi ilaglar1 ile kanserli hiicrelerin
boliinmesini saglayan molekiiller mekanizmalarin ortadan kaldirilarak kanserli
hiicrelerin  dldiiriilmesidir. Kemoterapi ilaglart kanserli hiicreye 6zgii olmayip,
kanserli hiicrelere etki ederken ayn1 zamanda normal hiicrelere de hasar vermektedir

(Perry 2008). Kemoterapi ilaglar1 hastanin savunma sistemini zayiflatmakta ve buna



bagli olarak hastanin diger hastaliklara karsi daha hassas olmasina sebebiyet

vermektedir (Barton-Burke ve ark 2001).

Radyoterapi yonteminde, kanserli hiicreler belirli bir frekans bandinda ve
siddette rasyasyona maruz birakilmaktadir. Kanserli hiicrelerin yaninda normal
hiicreler de hasar gérmektedir. Kanser hiicrelerine radyasyon dagilimi esit siddette
olamamaktadir. Radyasyon olan dokuda fonksiyon kaybi gozlemlenebilmektedir

(Levitt ve ark. 2008).

Bu yontemlerin mevcut ila¢ ve kombinasyonlar: ile bir¢ok kanser tiiriinde
tedaviyi ya hi¢ saglayamamasi ya da yetersiz kalmasi, sonugta bu kanser tiirlerinde
O6lim oraninin olduk¢a yiiksek olmasi, kullanimda olan ilaglarin 6nemli yan
etkilerinin ve diger dezavantajlarinin giderilememis olmasi nedeni ile arastirmacilar

yeni tedavi yontemleri arastirmaktadirlar (Alaoui-Jamali 2010).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin bircogunun etken maddesi dogal
kaynaklardan elde edilmektedir. Bu dogal kaynaklar, insanlik tarihinin c¢ok eski
donemlerinden bu yana hem hastaliklarin tedavisinde hem de hastaliklara karsi
korunmada 6nemli bir role sahiptir. Dolayisiyla tiim diinyada dogal yasam, saglikli
ve daha uzun yasama iste§ine paralel olarak tibbi bitkisel iiriinlerin, gida
desteklerinin ve bitkisel ilaglarin kullanimi gittikge 6nem kazanmistir. Gelismis
ulkeler, o6zellikle tedavide bitkisel kaynaklara yonelmis durumdadirlar. Asya ile
Avrupa arasinda bir koprii olusturan Tiirkiye, bu cografi konumu nedeni ile ¢ok fazla
bitki tiirtine ev sahipligi yapmaktadir. Turkiye bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin
onde gelen {lilkeleri arasinda yer almaktadir. Tirkiye’de bulunan yaklasik 3000
endemik bitki tiirline her y1l yeni tiirler kazandirilmaktadir. Ancak bitki tlirlerimizin

tibbi 6zelliklerini ortaya ¢ikartmak i¢in yapilan ¢aligmalarin sayis1 yetersizdir.

Literaturde S. grandis ile yapilan ¢aligsmalarin farkli alanlarda ve kisitl sayida
oldugu gézlenmistir (Freitag ve ark. 1999; Dogru ve ark. 2004; Cinar ve Tug 2015;
Cimnar ve ark. 2016; Kiiciikboyac1 ve ark. 2016; Orhan ve ark. 2016). Ilk kez bu
calisma ile S. grandis metanol ekstrakti (SGME)’nin antioksidan ve HT-29 hiicre
hatt1 Uzerine antikanserojenik etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bugline kadar
farkli bitki tiirleri ile yapilan antikanser ¢alismalar1 ¢ogunlukla bitki tiirtiniin kanser

hiicreleri lizerindeki antiproliferatif etkilerinin degerlendirilmesi seklindedir. Mevcut



calisma ise hedef bitki tiirliniin antiproliferatif etkisi ile birlikte antioksidan ve
antikanserojenik etkilerinin birlikte degerlendirilmesi bakimindan bu ¢aligmalardan

ayrilmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

Cevresel faktorlerin etkisinde ¢ok basamakli bir siire¢ i¢inde, hiicre
DNA’sinda ve genlerde olusan degisiklikler neticesinde hiicreler kontrolsiiz olarak
boliinmeye baslarlar ve normalde olmayan bir olusum meydana getirirler. Bu olusum
yine bu ¢ok basamakli siire¢ i¢erisinde komsu dokulara ve uzak organlara da yayilim
gosterebilir. Bu anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiime ve yayilma 6zelligine sahip

olmasi ile gelisen biiylik bir grup hastaliga kanser ad1 verilmektedir (Baspinar 2015).

Hiicrelerin anormal ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan tiimorler benign ya da
malign olabilmektedir. Kanser patolojisinde benign ve malign tlimorleri birbirinden
ayirt etmek olduk¢a Onemlidir. Cevresindeki normal dokuyu istila etmeyen ve
viicudun uzak bolgelerine yayilmadan olustuklar1 yerde kalan tiimdrler benign
timdrlerdir. Cevresindeki normal dokuyu istila eden ve dolagim veya lenfatik
sistemler araciligi ile yayilan timorler ise malign tiimorlerdir (Bertham 2001; Copper

ve Hausman 2004).

Tiimorler kaynaklandiklar hiicrelere ve dokulara gore simiflandirilmaktadir.
Epitel dokusundan koken alan karsinomalar insan kanserlerinin yaklasik %90’m1
olusturmaktadir. Sarkomlar, Insan kanserlerinin yaklasik %3’{inii olusturmaktadir.
Bag, yag, kikirdak, kemik ve kas dokularindan koken alan tlmorlerdir. Losemi ve
lenfomalar, Insan kanserlerinin yaklasik %7’sini olusturmaktadir. Kan yapici
hiicrelerden ve lenfatik sistem hiicrelerinden gelismektedirler (Tablo 1) (Copper ve
Hausman 2004).

Tablo 1. Timérlerin siniflandirilmalari (docs.neu.edu.tr 13 Agustos 2017).

Koken aldig1 doku Benign Malign

Epitelyal doku

Cok katl1 yass1 epitelyum Skuamoz hiicreli papilloma Skuamoz hiicreli karsinoma
Deri ve adnekslerin bazal - Bazal hiicreli karsinoma
hicreleri

Epitel ile doseli duktus veya Adenom, kistadenoma Adenokarsinoma,

glandlar kistadenokarsinoma




Solunum yolu Bronsiyal adenoma Bronkojenik karsinoma

Renal epitel Renal tlibuler adenoma Renal hicreli karsinoma
Karaciger hiicresi Kc hiicreli adenoma Hepatoselliler karsinoma
Noroektoderm Nevis Malign melanoma

Mezansimal doku

Bag dokusu ve tiirevleri

Fibroz doku Fibroma Fibrosarkoma

Yag dokusu Lipoma Liposarkoma
Kikirdak dokusu Kondroma Kondrosarkoma
Kemik dokusu Osteoma Osteosarkoma

Kas dokusu

Duz kas Leiyomiyoma Leiyomiyosarkoma
Cizgili kas Rhabdomiyoma Rhabdomiyosarkoma

Endotel ve ilgili dokular

Kan damarlar1 Hemangioma Angiosarkoma
Lenfatik damarlar Lenfangioma Lenfangiosarkoma
Mezotel - Mezotelyoma

Beyin zarlar Meningioma Invaziv meningioma

Kan hucreleri ve ilgili hicreler

Hematopoetik hiicreler - Losemiler

Lenfoid doku - Lenfomalar

Sinir dokusu Norofibroma Norofibrosarkoma
Sinir kilifi Norolemmoma Norolemmosarkoma
Gonadlardaki veya embriyonik Benign teratoma Teratokarsinoma

artiklardaki totipotent hiicreler

2.1.1. Prevalans ve Etyoloji

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Bagkanligi’nin 2014 verilerine
gore yasa standardize kanser hizi erkeklerde yiiz binde 246,8; kadinlarda ise yliz
binde 173,6’dir. Tiirkiye’de gelismislik duzeyi yiiksek olan tlkelere gore hem



erkeklerde hem de kadinlarda kanser hizinin daha diisiik oldugu goriilmektedir

(www.kanser.gov.tr 13 Agustos 2017).

Tiirkiye’de toplam kanser insidansi yiiz binde 210,2°dir. Tiirkiye kanser
insidansi, erkeklerde diinya insidansinin iizerinde seyrederken, kadinlarda diinya
insidansinin altinda seyretmektedir (www.kanser.gov.tr 13 Agustos 2017). Kanser
insidansi cinsiyet, yas, genetik faktorler, 1k, diyet ve cografik konuma bagli olarak

degismektedir (Hussain ve ark 2003).

Erkeklerde en sik goriilen kanser tipleri sirasiyla akciger (%21), prostat
(%13), kolorektal (%9), mesane (%8), mide (%6), non-hodgkin lenfoma (%3),
bobrek (%3), larinks (%3), tiroid (%2) ve beyin sinir sistemi (%2) kanseridir.
Kadinlarda en sik goriilen kanser tipleri sirasiyla meme (%25), tiroid (%12),
kolorektal (%8), uterus korpusu (%6), akciger (%5), mide (%4), over (%4), non-
hodgkin lenfoma (%3), beyin sinir sistemi (%2) ve serviks (%2) kanseridir

(www .kanser.gov.tr 13 Agustos 2017).
2.1.2. Kanserin Ozellikleri

2000 yilinda Hanahan ve Weinberg kanser hcresinin temel fonksiyonel

ozelliklerini 6 maddede 6zetlemislerdir. Bunlar;

- Kanser hiicreleri artmis mutasyon hizt sebebiyle genetik olarak
kararsizdirlar. Bir ya da birden fazla DNA tamir sisteminden yoksundurlar. Bu
sebeple kanser hicrelerinde anoploidi, DNA amplikasyonu, translokasyon,
kromozom kayb1 ve delesyonlar gibi genetik kusurlar olusmaktadir (Cowell 2001;
Bunz 2008).

- Kanser htcreleri replikatif yaslanmadan ve farklilasmadan kagmaktadirlar.
Normal hiicrelerde sag kalim ve apoptoz olaylari denge halindedir. Kanser
hiicrelerinde bu denge bozulmaktadir. Normal hiicrelerde telomerler her
boliinmeden sonra kisalirlar. Kanser hiicrelerinde ise telomeraz enzimi ile telomer

uzunlugu korunmaktadir (Hiyama 2009).

- Kanser hucreleri onkogenlerden kaynaklanan buytume faktérlerinin etkisi ile
otokrin ¢ogalma uyarimi sonucu smirsiz ¢ogalirlar. Normal hucreler ortamdaki

bliylime faktorlerine bagli olarak belirli bir sayiya kadar boliiniip daha sonra GO



evresine gegerek bolinme dongiisiinden ayrilirlar. Kanserli hiicreler otokrin uyarimla

biiyiime faktorlerini sentezleyebilme yetenegine sahip olup, sinirsiz olarak boliiniirler

(Lieberman ve ark. 2012).

Kanser hiicreleri kontakt inhibisyona kars1 duyarsizlardir. Kanser
hicrelerinde hiicre adezyon proteinlerinin normal hucrelere gore daha az eksprese
edilmesinden dolayr hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimi azalmaktadir.
Hiicrelerde kontakt kaybina hiicre iskeleti ve hiicre morfolojisindeki bozulmalar
sebebiyet vermektedir. Kanser hiicreleri komsu hiicrelerle daha az temas kurarlar.

Morfolojileri de normal hiicrelere gore daha yuvarlaktir. (Sarkar 2011).

Kanser hiicreleri yogunluga bagli inhibisyondan etkilenmezler. Normal
hiicreler kiiltiir plaginda belirli bir sayiya erisinceye kadar ¢ogalir ve komsu
hiicrelere temas edinceye kadar yayilirlar. Bunun aksine kanserli hicreler ise kiltir
plaginda sayidan etkilenmeden ¢ogalmaya devam ederler ve komsu hucrelere temas

etseler bile onlarin tizerlerine dogru yayilimlarini surdurdrler (Reece ve ark. 2015).

- Kanser hiicreleri tlimor supresér genlerden gelen biiylime karsiti sinyallere

cevap vermezler (Molls ve ark. 2009).
- Kanser hiicreleri apoptozdan kagmaktadirlar (Gewirtz ve ark. 2007).

- Kanser hiicreleri diger dokulara ve organlara yayilabilmek ic¢in invazyon,
anjiogenez ve metastaz yapma Ozelligine sahiptirler (Welch 2006). Kanser
hlcrelerinde yiizey adezyon molekilleri, sitokromlar, solunum enzimleri ve sitokrom
oksidaz gibi yasam i¢in mutlak gerekli proteinlerin sentezi azalmaktadir. Oksijenden
bagimsiz olarak glikozu laktik asite dondstiirerek gelisirler. Kalsiyum dizeyleri
normal hiicrelere kiyasla daha azdir. Hiicreler arasindaki baglantilar zayifladigi i¢in
birbirlerinden daha ¢abuk ayrilirlar ve metastazla diger dokulara tagimirlar (Jiang ve
Mansel 2006). Kanser hiicreleri hiicre dis1 matriks bilesenlerini par¢alayan ve normal
dokunun ic¢ine girmesine imkan saglayan proteazlar ve yeni kan damarlariin

olusumunu hizlandiran biiyiime faktorleri salgilarlar (Marme ve Fusenig 2007).



2.1.3. Kanser Biyolojisi ve Karsinogenez

Kanser genetik bir hastaliktir, somatik hiicrelerdeki mutasyonlar sonucu
gelisir. Kansere neden olan genler, {i¢ temel alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar,

onkogenler, tumor supresor genler ve koruyucu genlerdir (Vainio ve Hietanen 2013).

Onkogenler, proto-onkogen adin1 verdigimiz normal huicresel genlerin mutant
allelleridir. Onkogenler genellikle mutasyonlar sonucunda yeni fonksiyonlar kazanip,
proliferasyonu stimile etme, kanserli hiicrelerin anjiogenezini artirma ve apoptozu

durdurma gibi mekanizmalarla etki gdstermektedirler (Cooper 1995).

Timor supresor genler adlarindan da anlasilacagi gibi hicre blylmesini
dizenleyerek tumor gelisimini engelleyen genlerdir. Tumor supresor genler
tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hicre bdlinmesine,
anormal hicre blylmesine ve defektif apoptoza neden olmaktadir (EI-Deiry 2003).
Tumor supresor genler, hiicre blytdmesini kontrol eder veya baskilar. Bu fonksiyonu
mutasyon yoluyla kaybettiginde hiicre biyumesi kontrol edilemez. Genin tamamen
kayb1 ya da hasar gormemesi icin her iki allelde tumor supresér gene ihtiyac

duyulmaktadir, boylece hasar veya kayip birka¢ yolla olusmaktadir (Fisher 2000).

Son zamanlarda, koruyucu genler kategorisi yeni bir gen ailesini kapsamakta
olup bu genler, DNA tamir genleri olarak adlandiriimaktadir. Bu biyik gen ailesi,
mutajenik kimyasallarin ve 1sin gibi ajanlarin sebep oldugu DNA hasarinin
tamirinden ve hiicredeki genomik yapinin korunmasindan sorumludur (Wei ve ark.
2007). DNA tamir genlerinin fonksiyonu, mutasyonel hasar veya DNA
replikasyonun her ikisinde olusan DNA hatalar1 ile baglantilidir. Hata tamir
edilemezse, bu genler apoptozu indukler. DNA tamir genlerinin fonksiyonel
etkilerinin inaktivasyonu dogrudan degildir, bu genler timoér supresor olarak
siiflandiriimaktadir, ¢unki fonksiyonlarinin kaybi, kanser artiginda Onemli etki
yapmaktadir (Ahmad 2011).

Karsinogenez ii¢ basamaktan olusmaktadir. Bunlar, inisiyasyon, promosyon
ve progresyondur (Apte ve Sarangarajan 2008). Baslangigta, baslatici etken tek bir
hiicrede DNA’yr mutasyona ugratarak, hiicrenin anormal sekilde c¢ogalmasinm
tetiklemektedir. Burada olusan mutasyon doniistimsiizdiir. Daha sonra proliferasyonu

saglayan promotor etkenler devreye girerek DNA iizerinde doniisiimlii mutasyonlara



neden olurlar (Waalkes 1994). DNA iizerinde olusan degisimler epigenetik
degisimlerdir. Eger DNA’da radikaller promotor olarak rol alirsa, bu mutasyonlar
kalic1 ozellikte olurlar. Boylece klon hiicrelerden olusan topluluk hizla biiyiimeye
devam eder (Warshawsky ve Landolph 2005). Promosyon safhasindan sonra gelen
progresyon, genomik instabilitenin gelistigi sathadir. Burada karyotipik degisimler
ve cogul mutasyonlar olmaktadir. Bu degisimleri geciren hiicreler, daha hizli
cogalma, sag kalim ve metastaz yapma 0Ozellikleri bakimindan daha avantajli hale
gelirler ve tamamen malign hale doniisiirler (McKinnell 1998). Cogalma hizlari iyice
artmig olan hiicreler nihayetinde bulundugu bolgenin c¢evresindeki dokulara
yayllmaya baglar. Bunun haricinde kan ve lenf dolasimina katilarak daha uzak
bolgelere de ulasabilir ve yeni tiimor dokulart olusturabilirler. Bu diger doku ve

organlara yayilma siirecine metastaz adi1 verilmektedir (Wakefield ve Hunter 2007).
2.1.4. Kanserin Nedenleri ve Karsinojenler

Kanser olusumunda, c¢evresel ve genetik degisimler rol oynamaktadir.
Onkogenlerde ve timor supresor genlerde olusan genetik mutasyonlar, proliferasyon,
farklilasma ve apoptoz gibi hiicrelerin temel fonksiyonlarinda anormalilikler
meydana getirmektedir. Kansere yol acan maddelere karsinojen adi verilmektedir

(Weisburger 2012).

Kimyasal karsinojenler: Kimyasal maddelerin ¢ogu karsinojenik etkiye
sahiptir. Bu maddeler karsinojen Ozelliklerini DNA iizerinde gerceklestirdikleri

mutasyonlarla gostermektedirler (Penning 2011).

Fiziksel karsinojenler: Ultraviyole, X ve y isinlari son derece karsinojen
etkiye sahiptirler. Fiziksel karsinojenlerin de tiimér olusturma yetenekleri DNA’da
meydana getirdikleri mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. DNA tizerinde dogrudan
etkilerinin yani sira dokularda serbest radikallerin olusmasiyla da dolayli yoldan

tiimor olusumuna neden olabilmektedirler (Ruddon 2007).

Viral karsinojenler: Kanser olusturan genlere onkogen ismi verilmektedir ve
kanser olusumunda en biiyiik role sahip olan faktdrlerden biridir. Onkogenlere ilk
kez viriislerde rastlanilmistir. Viriislerin kanser olusumunda %15’lik bir etkiye sahip

oldugu bildirilmektedir. Kimyasal ve fiziksel karsinojenlerin aksine virlisler DNA



tizerinde direkt olarak mutasyonla degil de hiicre DNA’sina kendi genlerini aktararak

kansere neden olmaktadirlar (Busch 2012).
2.1.5. Serbest Radikaller ve ROS un Karsinogenezdeki Rolii

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron icerirler.
Kanser olusumunda reaktif oksijen tiirleri (ROS) oOnemli rol oynamaktadir
(Schumacker 2006). ROS olusumuna ve olusan oksidatif hasara karsi hiicrelerde
antioksidan koruma sistemi mevcuttur. Antioksidan koruma sistemi oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengeyi saglamaktadir (Waris ve Ahsan 2006). ROS’a
bagli DNA hasarinda Halliwell’e gore iki mekanizma vardir: 1) Hidroksil radikali
tarafindan olusturulan baz modifikasyonu, deoksiriboz fragmentasyonu ve DNA
zincir kirthmidir.  2) Oksidatif stres tarafindan olusturulan endoniikleazlarin
aktivasyonu ile DNA fragmentasyonlarinin olusmasidir (Halliwell 1991). Oksidatif
stres tarafindan olusturulan DNA hasar1 mutajenik etki de gostermektedir. Oksidatif
stres ayni zamanda protein ve lipit peroksiyonuna sebebiyet vererek plazma

membranin bozulmasina neden olmaktadir (Simon ve ark 2000; Liou ve Storz 2010).
2.1.6. Apoptoz ve Kanser

Apoptozun dizenlenmesinde anahtar rol oynayan proteinler Bcl-2/Bax gen
ailesinin tiyeleridir. Yirmi liyesi bulunan bu ailenin bazilar1 apoptozu inhibe ederken,
bazilar1 da apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak adlandirilir. Bu genler
kendi aralarinda homo veya heterodimer olusturabilirler. Bax, Bcl-2 ile heterodimer
olusturdugu durumda Bax, Bcl-2 etkisini antagonize eder (EImore 2007). Hcrenin
yasayabilirligi proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin oranina baglidir.
Mitokondrinin zarlar1 arasinda yer alan sitokrom C’nin sitozole ge¢mesi apoptozu
baslatir. Antiapoptotik olan Bcl-2, sitokrom C’nin sitozole gecisini engellerken; Bax,

sitokrom C’nin sitozole gecisine katki saglar (Al-Rubeai ve Fussenegger 2006).

Apoptoz internal proteolitik sindirim araciligiyla meydana gelen ve hiicre
iskeletinin parcalanmasina, metabolik bozulmaya ve genom parcalanmasina yol acan
hiicre altyapisi1 bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Taylor ve ark. 2008). Kaspaz
proteaz ailesinin iiyeleri apoptozun temel mekanizmasini olusturmakta ve yolagin
baglama, yliriitme ve diizenleme agsamalarinda gorev almaktadir. Kaspazlar spesifik

tetra- veya pentapeptid tanima dizileri i¢cinde bazi aspartat rezidiilerinden sonra
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substratlar1 pargalayan sistein proteazlaridir (Los ve ark. 1999). Memelilerde
tanimlanan on dort farkli kaspaz ¢ogu hiicre tipinde eksprese edilmektedir. Bununla
birlikte, istenmeyen hicre 6lUumini engellemek icin, her kaspaz katalitik boélge
igeren iki alt iinitenin izledigi bir prodomainden olusan inaktif bir zimojen olarak
korunmaktadir. Kaspazlar apoptotik sinyalin giiclendirilmesine yarayan hiyerarsik

kaskadlarda ¢alismaktadir (Earnshaw ve ark. 1999).

Hiicre oOliimii yolaklarindaki yapilarmma ve dizilimlerine dayali olarak,
kaspazlar apoptozun upstream baslaticilart ve downstream efektorleri olarak
ayrilabilmektedirler. Kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektdr kaspazlar yalnizca kisa bir
prodomain igerirken ve ¢esitli hiicresel substratlar1 pargalarken, baslatici kaspaz-8, -9
ve -10 uzun bir prodomain icermekte ve downstream efektor kaspazlari aktive ederek
diizenleyici roller oynamaktadirlar. Gec¢miste tiim kaspazlarin  proteolitik
parcalanmayla aktive oldugu varsayilirken, giincel bulgular aktivasyon seklinin
baslatict ve efektdor kaspazlar arasinda Onemli oranda farklilhik gosterdigini

diistindurmektedir (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004).

Efektor kaspazlar her zaman proteolitik parcalanma araciligiyla baglatici
kaspazlar tarafindan aktive edilen yapisal homodimerlerdir. Bunun aksine, baslatici
kaspaz zimojenleri baskin olarak monomerler olarak goriilmektedir. Bunlarin
aktivasyonu uzun prodomainlerinin baglatici kaspazlarin homodimerlesmesini uyaran
yiiksek molekiil agirlikli adaptor komplekslere baglanmasi ile saglanmaktadir. Sirasi
geldiginde dimerlesme baslatici kaspazlarda aktive olmalarin1 saglayacak bir
konformasyonel degisime neden olmaktadir. Boylece, baslaticit kaspaz aktivasyonu
icin en Onemli olay bu kaspazlarin kaspaz aktivasyonu platformlarma alinmasidir

(Hengartner 2000).

Aktive olduktan sonra, efektdr kaspazlar sitoplazmanin yapisinin olusmasinda
rol alan proteinler, sinyal transdiksiyonu proteinleri ve transkripsiyon diizenleyici
proteinler, hiicre dongiisiinii kontrol eden bilesenler, DNA replikasyonunda ve
onariminda gorev alan proteinler gibi tahminen 400 substrati pargalamaktadir.
Tanimlanan substratlarin bir¢ogu icin, parcalanmalarinin fonksiyonel sonuglari
bilinmemektedir ve yalmizca normal fonsiyonlarindan ¢ikarim yapilmaktadir

(Fischer ve ark. 2003).
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Kaspaz aktivasyonu ekstrinsik Olim reseptorii yolagi ve intrinsik
mitokondriyal yolak olmak iizere iki major sinyalizasyon yolu tarafindan
baslatilmaktadir. Oliim reseptorii aracili apoptoz, dzellikle immiin sistemde doku
homeostazinin siirdiiriilmesinde temel bir rol oynarken, mitokondriyal yolak
ekstraseliiler isaretlere ve DNA hasar1 gibi i¢ sorunlara yanitta yogun olarak

kullanilmaktadir (Danial ve Korsmeyer 2004; Meier ve Vousden 2007).

Olum reseptorleri timor nekroz faktor (TNF) reseptor stper ailesinin TNF-
R1, CD95 (Fas; APO-1) ve TNF ile ilgili apoptoz indiikleyici ligandi baglayan
reseptOrleri (TRAIL) iceren bir grubunu olusturmaktadir. Tiim 6lim reseptorleri
apoptotik sinyalin iletiminde Onemli olan Oliim bdlgesi olarak adlandirilan bir
intraseltler motif ile karakterizedir (Schneider ve Tschopp 2000). Ligand baglanmasi
Uzerine, 6lum reseptorleri Fas iligkili 6liim birimi (FADD) gibi adaptor proteinlerde
karsilik gelen bir protein motifi ile 6liim bdlgeleri aracilifiyla etkilesmektedirler. Bu
adaptorler ayrica baglatici kaspaz-8'in prodomainine baglanmalarint kolaylastiran
olum efektor bolgesi olan ikinci bir homotipik protein etkilesimi motifi de
icermektedir. Birlikte ele alindiginda, bu bilesenler bir araya geldiklerinde yakinlikla
indiiklenen bir dimerlesme mekanizmasiyla kaspaz-8'i aktive eden 6lumu indukleyici
sinyalizasyon kompleksini (DISC) olusturmaktadir (Debatin ve Krammer 2004;
Peter ve ark. 2007). Bu noktada, yiiksek bir lokal dimerlesmis kaspaz-8
konsantrasyonu otokatalitik aktivasyonuna ve ardindan downstream efektor
kaspazlarin aktivasyonuna yol agmaktadir. Bununla birlikte, ¢ogu hiicre 6limiu DNA
hasar1, adezyon kaybi, biiylime faktorii eksikligi ve digerleri gibi gesitli stresler
tarafindan olusturulan sinyalleri entegre eden mitokondriyal yolak araciligiyla
ilerlemektedir (Green ve Kroemer 2004). Temel bir olay olarak, bu apoptotik
uyaranlar mitokondri intermembran boslugundan sitozole sitokrom C saliniminm
uyarmaktadir. Sitokrom C normalde adenozin trifosfat (ATP) olusturmak tizere
solunum zincirinin elektron tagima siireclerinde fonksiyon gostermektedir. Bununla
birlikte apoptotik hicrelerin sitozoliinde, apoptotik peptidaz aktiflestirici faktor-1
(APAF-1) icin bir kofaktor gérevi gormektedir. Sitokrom C’nin baglanmasi iizerine,
Apaf-1 oligomerlesir ve apoptozom olusumunu tetikleyecek sekilde baslatici kaspaz-
9’u harekete geg¢irir (Jiang ve Wang 2004). Bu durumda, kaspaz-9’un APAF-1’e
baglanmasi kaspaz alim bolgesi (CARD) olarak bilinen ortak bir homotipik etkilesim

motifi araciligiyla gerceklesir. DISC ile s6z konusu oldugu gibi, apoptozom bir
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kaspaz aktivasyon platformu gorevi goren yiksek molekil agirligina sahip bir
komplekstir. Apoptozomda APAF-1 ile birlestikten sonra, kaspaz-9 aktif hale gelir
ve ardindan kaspaz kaskadini tetikler (Cain ve ark. 2002).

Cogu kanser tiirlinlin gelisiminde apoptoz O©nemli rol oynamaktadir.
Kontrolsuz hucre proliferasyonunun yaninda azalmis apoptoz da kanser gelisimine
katki saglamaktadir. Apoptozun azalmasi pek c¢ok faktorle iligkili olabilmektedir
(Lee ve Bernstein 1995). Kanser gelisimi de bu faktorlerle iligkili oldugu bilinen ¢ok
basamakli bir siirectir. Protoonkogenlerde degisiklikler, timor supresdr genlerin
aktivasyonlarindaki kayiplar kanser gelisimine yol acan degisiklikler olarak kabul
edilmektedir (Bold ve ark 1997). Tumor supresor gen olan p53 geninde meydana
gelen mutasyonlarin gesitli kanser tiirlerine sebep olabilecegi bilinmektedir. p53 geni
mutasyona ugradigi ya da bulunmadig1 zaman hiicre apoptoza gidememektedir. p53
apoptoz mekanizmasinda Bel-2 ve Bax proteinleri arasindaki orani ayarlamaktadir.
Tumor hicreleri antiapoptotik proteinlerin  ekspresyonlarinin artmasiyla ya da
proapoptotik proteinlerin ekspresyonlarinin azalmasiyla apoptoza direngli bir nitelik
kazanmaktadirlar (Hofseth ve ark 2004). Cesitli kanser tiirlerinde p53 mutasyonunun
belirlenmesi hastaligin prognozu agisindan dnemlidir. p5S3 mutaSyonu tasiyan kanser
hastalar1 mutasyon tasimayanlara gore daha kotii bir hastalik seyrine ve kisa hayatta
kalma oranma sahiptirler. Timor dokusunda apoptotik hiicre sayisinin normal
hiicrelere oran1 belirlenebilmektedir ve bu oran, apoptozun hangi asamada oldugunu
belirtmektedir (Brown ve Attardi 2005). Bu, timorin tipini ve evresini belirlemede,
tedaviye verecegi yaniti onceden tahmin etmede ve hastaligin seyrini saptamada
yardimci olabilmektedir. Apoptoz mekanizmasinin daha iyi anlasilmasinin, kanser

tedavisinde biiyiik 6l¢iide yarar saglayacagi acik bir gergektir (Ghobrial ve ark 2005).
2.1.7. Insan Kolon Adenokarsinom Hiicre Hatti (HT-29)

HT-29 hiicresi, hiicre modeli olarak en ¢ok kullanilan insan bagirsak kanser
hiicre hattidir. HT-29, 1964 yilinda 44 yasindaki Kafkas bir kadinin primer timor
dokusundan izole edilmistir. Bu hiicreler enterosit veya mukus iireten hiicreler gibi
olgun bagirsak hiicrelerinin 6zelliklerini gosterebildikleri i¢in dikkat ¢ekmistir. Bu
hiicre tabakasinda enterosit farklilasmasi acik bir sekilde ayirt edilebilmektedir
(Rousset 1986). Apikal ve bazal membran birbirinden dar bilesimle ayrilan iki niifuz

alanimin bi¢imlenmesini i¢ermektedir. Bu niifuz alanlarinda protein ve lipit
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kompozisyonlarindaki farkliliktan kaynaklanan wultra yapisal farkliik goze
carpmaktadir. Ornegin, apikal yiizey (firga kenar) peptidaz ve disakkaritleri
igerirken, basolateral niifuz alani intestinal salgilanmanin kontroliinii gerektiren
birkac peptit reseptorii igermektedir. Dar bilesim alanlar1 ise, bu bolgeye Ozel
proteinler icermektedir (Huet ve ark. 1987).

2.2. Kanserde Tedavi Secenekleri
2.2.1. Cerrahi

Lokal tiimorlerin ¢ogunda secilmis tedavi seklini cerrahi yontem
olusturmaktadir. Tiimorlerin ¢ogu baska dokulara metastaz yaptiklari i¢in cerrahi
tedaviye ek olarak diger tedavi yontemleri de kullanilmaktadir. Hiicre sayisini
azaltan ya da tumort kiculten cerrahi tedavi, bazi kanser tiirlerinde hiicrelerin
bolinmesini uyararak kemoterapinin etkisine karsi kanser hiicrelerini daha duyarh
hale getirmektedir (Ze ve ark. 2013).

2.2.2. Kemoterapi

Kemoterapinin amaci, hastanin normal hicrelerine zarar vermeksizin kanser
hiicrelerinin biiyiimesini ve ¢ogalmasini durdurmaktadir (Skeel ve Khleif 2011).
Ancak, antineoplastik ilaglarin kanser hiicrelerine karsi secici Ozellikleri azdir.
Kanser hucreleri ve normal hiicreler nitelik bakimindan benzerdir. Fark daha ok
miktar yoniindedir. Bu nedenle kemoterapi ilaglari kanser hiicrelerini 6ldiirdiikleri
gibi, hizli ¢ogalan normal hicreleri de oldirebilmektedirler (Priestman 2012). Bu
duruma gore ilaglar antikanserojenik olmaktan ¢ok antiproliferatiftir. Antineoplastik
ilaglarin terapotik indeksleri diisiiktiir. Hastada etkin olan ilacin tiimériin tliriine ve
tiimoral hastaligin donemine gore degisik olmasi ilag se¢imini ve uygulamasini
yeterince deneyim sahibi uzmanlar tarafindan yapilmasimi gerektirmektedir. Bu

ilaclarin mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileri de vardir (Minev 2011).
2.2.3. Radyoterapi

Radyasyon etkisini hedef molekiillerden atilmasi ile gostermektedir.
Radyasyon DNA ile dogrudan veya dolayl olarak etkilesebilir ve dolayli sekilde
serbest radikaller olusturabilir. Bu sayede hiicresel ¢ogalma yetenegi kisitlanmaktadir

(Timmerman ve Xing 2012; Rath ve Sahoo 2016).
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Tiimdr hiicreleri heterojendir ve ayni tlimor hiicrelerinin radyasyona olan
cevabi ve duyarliligi farklilik gdsterebilir. Normal doku toleransi tiimdr hiicrelerine
verilebilecek letal dozu smirlamaktadir. Doz ile tiimor kontrolii veya normal
dokudaki hasar iliskisi iki sigmoid egri ile gosterilebilir. Iki egri arasindaki uzaklik
terapOtik kazang olarak adlandirilir (Lyden ve ark. 2011). Normal doku hasar1 erken
veya gee olarak goriilebilmektedir. Radyasyona kars1 en duyarli hiicre fazi1 G2-M’dir,
en direngli faz ise S fazidir. GO fazindaki hiicreleri degerlendirmek ise daha giictiir.
Cerrahi ve radyasyon kombine tedavisinde toksisite minimalde tutulabilmektedir
(Panno 2005). Lenfatik 1sinlama, tiim viicut 1sinlanmasi, radyoizotoplar, radyoaktif
madde ile isaretlenmis monoklonal ve poliklonal antikorlardan tiimor tani ve
tedavisinde de yararlanilmaktadir. Agir parcaciklarla radyasyon tedavisi
konvensiyonel radyasyondan daha avantajli olan parcacik demet tedavilerini de
icerir. Normal dokular korunarak tiimor bdolgesine yuksek doz radyasyon
verilebilmektedir, hiicre oldurict etkisi hicre siklusuna gore daha az farklilik
gosterir. Olusturdugu letal radyasyon hasarimmin onarimi daha zordur (Ponder ve

Waring 2012).
2.2.4. Immiinoterapi

Kanser tedavisinde spesifik yontemlerden biri olan immdinoterapi, bireyin
bagisiklik sisteminin belirli kisimlarin1 kullanarak kanser gibi cesitli hastaliklari
tedavi etmektir. Dogrudan kanser hiicrelerini hedef aldig1 ve normal hiicrelere zarar
vermedigi igin immiinoterapiye olan ilgi her gegen giin artmaktadir. Immiinoterapide
viiclidun kendi hiicreleri stimiile edilerek ya da disaridan verilen maddelerle immin

yanit olusturulabilmektedir (Rees 2014).

Giiniimiizde kullanilan immunoterapiler, kanser asilari ve adaptif hiicre
tedavisi (ACT) seklinde ikiye ayrilmaktadir. Kanser asilar1 ise dorde ayrilmaktadir.
Bunlar peptid antijen asilari, dendritik hiicre asilari, otolog timor hicreleri ile
asilama ve viral/bakteriyel asilardir. Immunoterapi yaklasimi iizerine calismalar

devam etmektedir (Allison ve Dranoff 2006).
2.2.5. Hormonal Terapi

Hormonal tedavinin tek basina ve antineoplastik ajanlar kadar etkili oldugu

tiimdrler meme, prostat ve endometrium kanseridir. Bu yaklagimlar, hormona duyarh
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kanser hiicresinde biiyiitiicli etki gosteren hormonla hiicrenin etkilesimini engeller ve
sitotoksik etki olusturur. Bu etki genellikle, hormonun ortamdan uzaklastirilmasi ya
da hiicredeki hormon reseptoriiniin bloke edilmesi ile ortaya ¢ikar (Foon ve Muss
2012). Meme kanserinde Ostrojen, endometrium kanserinde progesteron, prostat
kanserinde ise testosteron salgisin1 azaltan LHRH analoglari ve antiandrojenler
kullanilmaktadir. Direng gelisimi multifaktoriyeldir ve ¢ok iyi bilinmemektedir. Bu
mekanizmalar i¢inde en sik olarak reseptor diizeyinde degisiklikler ile daha az
siklikta reseptdr sonrasi asamadaki ve farmakolojik diizeydeki degisiklikler

belirlenmistir (Henderson ve ark. 2003).
2.2.6. Kanserde Kullanilan Tedavilerin Dezavantajlart

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi yontemleri nisbeten basarili olmakla birlikte kanserin yineleme riski,
organ kaybi ve tum kanser turlerine uygulanamamalar1 gibi bazi dezavantajlara da
sahiptir (Dicato 2012).

Kemoterapinin asil hedefi kemoterapi ilaglar1 ile kanserli hiicrelerin
boliinmesini saglayan molekiiler mekanizmalarin ortadan kaldirilarak kanserli
hicrelerin oldurtlmesidir. Kemoterapi ilaglart kanserli hiicreye 6zgii olmayip,
kanserli hiicrelere etki ederken ayn1 zamanda normal hiicrelere de hasar vermektedir
(Perry 2008). Kemoterapi ilaglar1 hastanin savunma sistemini zayiflatmakta ve buna
bagli olarak hastanin diger hastaliklara karsi daha hassas olmasina sebebiyet

vermektedir (Barton-Burke ve ark 2001).

Radyoterapi yonteminde kanserli hiicreler belirli bir frekans bandinda ve
siddette rasyasyona maruz birakilmaktadir. Kanserli hucrelerin yaninda normal
hiicreler de hasar gérmektedir. Kanser hiicrelerine radyasyon dagilimi esit siddette
olamamaktadir. Radyasyon olan dokuda fonksiyon kaybi gozlemlenebilmektedir

(Levitt ve ark. 2008).

Bu yontemlerin mevcut ilag ve kombinasyonlar1 ile bircok kanser tirtinde
tedaviyi ya hi¢ saglamamasi ya da yetersiz kalmasi, sonucta bu kanser tiirlerinde
6liim oraninin oldukga yiiksek olmasi, kullanimda olan ilaglarin 6nemli yan etkileri
ve diger dezavantajlarinin giderilememis olmasi nedeni ile arastirmacilar yeni tedavi

yontemleri aragtirmaktadirlar (Alaoui-Jamali 2010).
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2.2.7. Kanserde Tamamlayici ve Alternatif Tedaviler

Tamamlayic1  tedavi, mevcut kullanilan  yOntemlere destek olarak
yapilmaktadir. Alternatif tedavi ise, mevcut kullanilan yontemlerin yerine yapilan ve

etkisinin kanitlanmadigi tedavilerdir (Hess 1999).

Kanser hastaliginda tamamlayict ve alternatif tedavi yOntemlerinin
kullanimlar1 giin gegtik¢e artmaktadir. Farkli Ulkelerde tamamlayict ve alternatif
tedavi yontemlerinin kullanim sikligi %7-64 arasinda degismektedir. Tirkiye’de
kullanim siklig1 ise %15-73 arasinda degismekte olup kullanim oran1 %36’°dir (Kav
ve ark. 2008).

Gilinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin birgogunun etken maddesi
dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Bu dogal kaynaklarin biiylik kismin1 ise ¢ok
cesitli kimyasal maddeler sentezleyebilen bitkiler olusturmaktadir. Fitoterapi olarak
da adlandirilan bitkisel tedavi tamamlayici ve alternatif tedaviler arasinda en popiiler
olanidir. Bitki kimyasallar1 antikanser etkilerini antiproliferasyon, hiicre déngusuniin
askiya alinmasi, apoptoz ve farklilasmanin indiiksiyonu, anjiyogenezin baskilanmast,
antioksidasyon ve c¢oklu ilag direncinin azaltilmasi gibi mekanizmalar ile

gostermektedir (Tarang1 2014).
2.3. Salsola grandis
2.3.1. Sistematigi

S. grandis’in sistematigi asagida yer almaktadir.

Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Ustsube: Spermatophyta
Bolum: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Caryophyllales
Familya: Chenopodiaceae
Cins: Salsola L.
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Tar: Salsola grandis FREITAG, VURAL ET N. ADIGUZEL (Soda otu ya
da koca soda) (www.tubives.com 13 Agustos 2017).

2.3.2. Genel Ozellikleri

S. grandis Freitag, Vural & N. Adigiizel tiiri Ankara’da yer alan Nallithan
Kus Cenneti’nde tuzlu 6zellik gosteren topraklarda yayilis gostermektedir (Sekil 1).
Birgok bitki tiirtiniin gelismekte zorlanacagi alanlarda yasayabilen kserohalofit bir
turdir.  Alan fitocografik olarak iran-Turan bolgesinde yer alir. Alan kareleme
sitemine gore A3 karesi iginde yer alir (Sekil 2). Alanda Chenopodiaceae familyasi
hakim vejetasyonu olusturmaktadir. Chenopodiaceae familyasi bir, iki veya g¢ok
yilliktir. Bu familyadaki bitki tiirleri halofit ve sukkulent 6zellik gdsteren otsu veya
calilardir. 102 cins ve yaklasik 1400 kadar tiir icermektedir. Tiirkiye’de ise 33 cins ve
129 tlrd bulunmaktadir. Chenopodiaceae familyasinda yer alan Salsola cinsi otsu
veya algak ¢alilardan olusmaktadir. Salsola cinsi IUCN (International Union for
Concerning Nature and Natural Resources)’e gore tehdit altinda olan kritik (CR)
sinifinda yer almaktadir (Cinar 2012; Ulgen 2013).

s

i

Sekil 1. Taksononun Tirkiye {izerindeki dagilimi (Sehir bazinda) (www.tubives.com 13 Agustos
2017).

T

—

Sekil 2. Taksononun Tiirkiye tizerindeki dagilimi (Kareleme sistemi bazinda) (www.tubives.com 13
Agustos 2017).
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2.3.3. Fitokimyasal Bilesenleri ve Etnofarmakolojik Kullanimi

Literaturde S. grandis’in fitokimyasal bilesenlerini belirlemeye yonelik sinirli
sayida caligma bulunmaktadir. Orhan ve ark. (2017) yaptiklar1 calismaya gore S.
grandis’te 10 adet flavonol tdrevi (izoramnetin-3-O-rutinosit, Kkuersetin-3-O-
rutinosit, kuersetin-3-O-metileter, tilirosit, izoramnetin-3-glukoronid, izoramnetin-3-
O-glukozit, kuersetin-3-O-galaktosit, kuersetin-3-O-ramnozit, kuersetin,
manghaslin), 2 adet oleanan tip saponozit (momordin Il b ve momordin Il c) ve 1

adet amino asit tirevinin (N-asetiltriptofan) varligini belirlemislerdir.

Literatirde S. grandis’in etnofarmakolojik kullanimini belirlemeye yonelik
yapilan ¢aligmalar tarandiginda bu ¢alismalarin da kisith sayida oldugu gézlenmistir.
Orhan ve ark. (2017) yaptiklart ¢alismaya gore S. grandis’ten elde edilen N-
asetiltriptofan’in  asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir.
Alzheimer hastaligi tedavisinde bu bilesenin kullanilabilecegini 6ngormiislerdir.
Kiigiikboyact ver ark. (2016) yaptiklari ¢aligmaya gore S. grandis’ten elde edilen
izoramnetin-3-O-rutinosit, tiliroside, izoramnetin-3-O-glukozit, kuersetin-3-O-
galaktosit ve momordin II’nin anti-inflamatuvar ve antinosiseptif aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.

Literatiirde diger Salsola tiirleri ile yapilan kisith sayida ¢alisma mevcuttur.
Meng ve ark. (2007), Salsola sp. alkol ekstraktinin antihipertansif etkilerini
belirlemislerdir. Tundis ve ark. (2007), S. oppositifolia ekstraktinin CORL-23
(akciger kanseri) ve C32 (deri kanseri) hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini
saptamiglardir. Magcwebeba ve ark. (2014), S. tuberculatiformis ekstraktinin
derideki UV-B ile indiiklenmis inflamasyonda modiilator etkisini tespit etmiglerdir.
Oh ve ark. (2014), S. collina etanol ekstraktinin HT-29, A549 (akciger kanseri) ve
HepG2 (karaciger kanseri) hiicre hatlarinda antioksidatif ve antikanser etkilerini

belirlemislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali

Calismada antioksidan ve antikarsinojenik 6zellikleri degerlendirilen Salsola
grandis bitkisi (Resim 1) Ankara’nin Beypazar1 ilgesinden 2011 yaz déneminde Prof.
Dr. Zeki AYTAC ve Yrd. Dog. Dr. Seniha Selcen BABAOGLU AYDAS tarafindan
toplandiktan sonra Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumuna
getirilerek, teshisi Gazi Universitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Zeki AYTAC tarafindan
yapilmis ve herbaryum numarasi (ZA10443) verilmistir.

Resim 1. S. grandis’in govde ve yapragi.

3.2. Calismada Kullanilan Hicre Hatti

Calisma kapsaminda insan kolon adenokarsinom hiicre hatt1 (HT-29) (Sekil 3,
Tablo 2) kullanilmistir. HT-29 hiicre hatti Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29

e 2
Low Density ScsleBar=103m  High Density

Sekil 3. HT-29 hiicre hatt1 (https://www.lgcstandards-atcc.org 01 Ocak 2017).
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Tablo 2. HT-29 hiicre hattinin &zellikleri (https://www.lgcstandards-atcc.org 01 Ocak 2017).

| Organizma | Homo sapiens, insan

| Doku | Kolon

| Uriin formati | Dondurulmus

| Morfoloji | Epitelyal

| Kultur ézellikleri | Adherent

| Biyogiivenlik seviyesi | 1

| Hastahk | Kolorektal adenokarsinom
| Yas | 44 yasinda yetiskin

| Cinsiyet | Kadin

| Irk | Kafkas

| Uygulamalar | Bu hiicreler transfeksiyon konag olarak uygundur
| Saklama kosullar1 | S1v1 azot buhar faz1

3.3. Bitki Ekstraktinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilacak bitki materyalinin gévde ve yapragi kurutularak toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen bitki materyalinden 30 g alinmig, metanol
(Merck) coziiciisii (300 mL) ile soxhlet cihazi (Labheat) kullanilarak yaklasik 4-6
saat kaynatilmistir. Elde edilen sivi kisim filtreden gegirilmis ve metanol ¢oziiciisii
kontrollii sicaklik (60-80°C), diisiik basing ile donen evaporatérde (Heidolph)
uzaklagtinnlmistir (Sekil 4). Elde edilen bitki ekstrakti kullanilincaya kadar 4°C’de
muhafaza edilmistir (Magesh ve ark. 2009).

Sekil 4. Soxhlet cihazi (http://www.scilabware.com 01 Ocak 2017) ve ddnen evaporator
(http://www.sigmaaldrich.com 01 Ocak 2017).
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3.4. Bitki Ekstraktinin Antioksidan Etkisinin Belirlenmesi
3.4.1. Askorbik Asit Icerigi

Bitki ekstrakti (100 mg), 10 mL %1’lik metafosforik asit (Merck) ile
karistirilmis ve 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra
¢ozelti filtreden gegirilmis ve 1 mL filtratin Gizerine 9 mL 2,6-diklorofenolindofenol
(Merck) eklendikten sonra 515 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kontrole
kars1 spektrofotometrede (Shimadzu) okunmustur. Sonuglar L-askorbik asit (Sigma-

Aldrich) esdegeri olarak belirlenmistir (Klein ve Perry 1982).
3.4.2. p-karoten ve Likopen Icerigi

100 mg bitki ekstrakti, 10 mL aseton (Merck)-hekzan (Merck) (4:6)
karisiminda ¢oziilmiis ve daha sonra karisim filtre edilmistir. Filtratlarin absorbans
degerleri 453, 505 ve 663 nm dalga boylarinda spektrofotometrede Olgiilmiistiir.
Sonuclar karotenoid (Sigma-Aldrich) esdegeri olarak belirlenmistir (Nagata ve
Yamashita 1992).

3.4.3. Total Alkaloid Icerigi

Bitki ekstrakti (1 mg) 2 M hidrojen kloriir (HCI) (Merck)’de ¢oziildiikten
sonra filtreden gegirilmistir. Bu filtrata 5 mL bromokrezol yesil soliisyonu, 5 mL
fosfat tamponu (pH=7.4) ve 5 mL kloroform (Merck) eklenmistir. Filtratlarin 470 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri kontrole kars1 spektrofotometrede okunmustur.
Sonuclar boldine (Sigma-Aldrich) esdegeri olarak belirlenmistir (Fazel ve ark. 2010;
Ajanal ve ark. 2012).

Bromokrezol Yesil Soliisyonu

Bromokrezol yesili (Sigma-Aldrich).................o 69.8 mg
Sodyum hidroksit (NaOH) (2 M) (Merck)..........coovviiiiiiiiiiiiieene, 3mL
AdH20. .. Hacim 1000 mL olana dek
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Fosfat Tamponu (pH=7.4)

Sodyum fosfat (Na2HPOg4) (Sigma-Aldrich)..............oooiiiii . 7169
AOH 2O . .o 1000 mL
Sitrik asit (0.2 M) (Merck).........c.oviiriieiiiiii e, pH=7.4’¢ ayarlanir

3.4.4. Total Flavonoid Icerigi

2 mL bitki ekstrakti (0.3 mg/mL), 0.1 mL %10’luk aliminyum kloriir
hekzahidrat (AICI;*6H,0) (Merck), 0.1 mL 1 M potasyum asetat (CH3CO2K)
(Merck) ve 2.8 mL ddH2O ile karistinllmis ve 40 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerin 415 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kontrole karst spektrofotometrede okunmustur. Sonuglar rutin (Sigma-Aldrich)

esdegeri olarak belirlenmistir (Stanojevic ve ark. 2009).
3.4.5. Total Fenolik /¢erigi

0.1 mL bitki ekstrakt1 (1 mg/mL), 0.2 mL %50’lik Folin—Ciocalteu reaktifi
(Merck) ile karistirilmis ve 3 dakika inkiibe edilmistir. Bu karisima 1 mL %2’lik
sodyum karbonat (Na,CO,) (Merck) eklenmis ve 45 dakika oda sicakliginda

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerin 760 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri kontrole kars1 spektrofotometrede okunmustur. Sonuglar gallik
asit (Sigma-Aldrich) esdegeri olarak belirlenmistir (Singleton ve Rossi 1965;
Yaltirak ve ark. 2009).

3.4.6. Demir (11) lyonlarim Selatlama Aktivitesi

Cesitli konsantrasyonlardaki 1 mL bitki ekstraktina 3.7 mL metanol, 0.1 mL 2
mM ferroz klortr (FeCl2) (Sigma-Aldrich) ve 0.2 mL 5 mM ferrozin (Sigma-
Aldrich) c¢ozeltisi ilave edilmistir. Cozelti vorteksde karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm dalga
boyundaki absorbansi kontrole karsi okunmustur. Inhibisyon (%)=100-(6rnek
absorbansi/kontrol absorbans1)x100 esitlik kullanilarak % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Merck)
kullanilmigtir (Decker ve Welch 1990; Danis ve ark. 1994).
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3.4.7. Plazma Lipit Peroksidasyon Inhibisyonu

0.4 mL plazma, 0.1 mL 0.5 mM demir (11) stlfat (FeSO,) (Merck), 0.1 mL
0.5 mM hidrojen peroksit (H,O,) (Sigma-Aldrich) ve 0.2 mL bitki ekstrakti (2

mg/mL) karistirilmig ve 37°C’de 12 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra
karisima 375 pPL %4’°liik trikarboksilik asit (TCA) (Merck) ve 75 uL 0.5 mM butil
hidroksi toluen (BHT) (Sigma-Aldrich) eklenmis ve 5 dakika buz banyosunda
bekletilmistir. 15 dakika 5000 g’de sogutmali santrifiijde (Sigma 3-30K)
santrifiijlenerek elde edilen Ust faza, 0.2 mL %0.6’lik tiyobarbiturik asit (TBA)
(Merck) ilave edilmistir. Bu karisim, 95°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra, 15
dakika 5000 g’de santrifiij yapilarak elde edilen iist fazin 532 nm dalga boyunda
absorbans degerleri Olgiilmiistiir. Inhibisyon (%)=100-(6rnek absorbansi/kontrol
absorbans1)x100 esitlik kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplanmistir

(Rodriguez-Martinez ve Ruiz-Torres 1992).
3.4.8. 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil (DPPH) Radikali Giderme Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlardaki 1 mL bitki ekstrakti, 1 mL %0.004 DPPH
(Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi ile karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda
absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. DPPH radikali giderme aktivitesi agsagidaki esitlik
kullanilarak  hesaplanmistir.  Inhibisyon  (%)=100-(6rnek  absorbansi/kontrol
absorbans1)x100. Pozitif kontrol olarak BHT, bitil hidroksi anizol (BHA) (Sigma-
Aldrich) ve a-tokoferol (Sigma-Aldrich) kullanilmistir (Blois 1958; Brand-Williams
ve ark. 1995).

3.5. Sivi Kromatografisi-Tandem Kitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi

Analizler Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkez Laboratuvari, Molekiiler
Biyoloji ve Biyoteknoloji Arastirma-Gelistirme Merkezi, Kiitle Spektroskopi
Laboratuvart tarafindan, AGILENT 1200 serisi yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC)’ye bagli AGILENT 6460 tandem kutle spektrometre
(ESI+Agilent Jet Stream) kullanilarak yapilmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. LC-MS/MS’in ¢alisma kosullar:.

Sivi kromatografisi

Ekipman AGILENT 1200 HPLC Serisi
Kolon Zorbax SB-C18 (2.1x50 mmx1.8 )
Mobil faz Cozucu A: %0.05 formik asit (Merck)+5 mM amonyum

format (Merck)
Cozicl B: Metanol (MS kalite, Merck)

Kolon sicakhigi 35°C

Akis hizi 0.5 mL/dakika

Calisma siiresi 13 dakika

Akis modu Gradient

Enjeksiyon hacmi 5puL

Standart korv arahgi 0.019; 0.039; 0.078; 0.156; 0.31; 0.625; 1.25 ppm
Kutle spektrometresi

Ekipman AGILENT 6460 LCMSMS

Iyonizasyon kaynag ESI+Agilent Jet Stream

Pompa AGILENT BinPump-SL (G1312B9)

Otomatik drnekleyici AGILENT h-ALS-SL+ (G1367D)

Kolon bélmesi AGILENT G1316B 1200 Serisi Thermost. Col. Compart SL

Mikro degasser AGILENT G1379B 1200 Serisi Micro Degasser

Yazilim AGILENT G3793AA Mass Hunter Optimizer Software

Azot jeneratori Peak Scientific

Tarama modu MRM

Gaz sicakhgi 300°C

Gaz akisi 9 mL/dakika

Neblizér 45 psi

Perdeleme gaz sicakhigi 300°C
Perdeleme gaz akis hizi 9 mL/dakika
Kapiller 4000 V
Nozzle voltaji 500 V

3.6. HT-29 Hiicre Hattimn Gelistirilmesi I¢in Kullanilan Besiyeri ve Gelisme

Sartlari

Hicre hatti alinip laboratuvara getirildikten sonra -196°C’de sivi nitrojen
tankinda (Cyrogenics) saklanmigtir. Calismada kullanilan hiicre hattinin gelisimini
saglamak amaciyla 37°C’deki sicak su banyosunda (Memmert) bekletilmistir.
Hicreler, icerisinde besiyeri bulunan tiiplere aktarilmistir. Hiicre sayimi igin 50 pL
hlcre slispansiyona esit miktarda Tripan mavi boyasi (Sigma-Aldrich) ilave edilerek
iyice karigmasi saglanmigtir. Bu karisimm 50 pL’si alimip thoma lami (Isolab)
tizerine konulmustur. Thoma lami tizerindeki 16 kare inverted mikroskopta (Leica)

sayilmistir. Toplam say1 sulandirma katsayisi ile carpilarak 1 mL besiyerinde ne
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kadar hiicre oldugu bulunmustur. Hiicreler, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (Gibco) igerisine %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco), %1 L-glutamin
(Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Gibco) ve %40 MCDB-201 (Gibco) katilarak
hazirlanmis besiyeri iginde flasklarda (Corning), 37°C’de %5 CO> iceren inkubatorde
(Sanyo) gelistirilmistir. Besiyeri giin asirt degistirilerek hiicre gelisimi takip
edilmistir. Flasklarda %80-90 yayilma gosteren hiicreler Tripsin/EDTA (Gibco) ile
kaldirilarak 96 ve 6 kuyucuklu mikroplakalara (Corning Costar) aktarilmistir. 96
kuyucuklu mikroplakalarda 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler
antiproliferatif etkiye bakilmak {izere c¢alismaya almmistir. 6 kuyucuklu
mikroplakalarda ise 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler apoptozda rol
oynayan genlerin ve proteinlerin ekspresyon diizeylerine bakilmak iizere ¢aligmaya
almmustir (Hadjiakhoondi ve ark. 2013).

3.7. Bitki Ekstraktimin Antiproliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Mikroplakalara (96 kuyucuklu) HT-29 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk gelecek
sekilde ekilmistir. Hiicrelerin besiyeri giin asir1 degistirilerek %80-90 yogunluga
gelmeleri  beklenmistir.  Daha  sonra, DMEM’de  ¢oziinmiis  farkh
konsantrasyonlardaki (0-1000 pg/mL) bitki ekstrakti HT-29 hucreleri (zerine
uygulanmistir. Uygulama yapilmadan normal sartlarda biiyiitillen HT-29 hicreleri
kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Kontrol grubundan elde edilen absorbans
degeri %100 hiicre canlilig1 olarak dikkate alinmistir. Kontrole gore hiicre canliliklar
3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil tetrazolium bromid; tiazolil mavi (MTT)
yontemi ile belirlenmistir. Uygulama yapilmig her bir kuyucuga 20 uL MTT (Sigma-
Aldrich) eklenerek, 4 saat 37°C’de CO’li etiivde bekletilmistir. Kuyucuklardaki sivi
cekilerek tiim kuyucuklara 200 pL dimetilstlfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich)
konulmustur. 30 dakika 37°C’de CO’li etiivde bekletildikten sonra mikroplakalar
mikroplaka okuyucuda (Biotek) 570 nm’de okutulmustur. Hiicre canliligi
(%)=(Ortalama Ornek absorbansi/ortalama kontrol absorbansi)x100’e gore

hesaplanmistir. (Hadjiakhoondi ve ark. 2013).
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3.8. Gercek Zamanli PZR ile Apoptozda Rol Oynayan Genlerin Ekspresyon

Duzeylerinin Belirlenmesi

Mikroplakaya (6 kuyucuklu) HT-29 hiicreleri 1x10° hiicre/kuyucuk gelecek
sekilde ekilmistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO2’li etiivde gelistirilmistir. Giin asir1
besiyeri tazelenmisti. DMEM’de ¢Oziinmiis bitki ekstrakti  kuyucuklara
uygulanmistir. Bitki ekstrakti uygulamasi yapilmadan, normal sartlarda biiyiitiilen

HT-29 hiicreleri kontrol grubunu olusturmustur.

The RNeasy Mini kit (Qiagen) ile hiicrelerden total RNA izolasyonu
yapilmistir. izole edilen total RNA’larin kalite kontrolii %1°lik agaroz jelde etidyum
bromiir (Sigma-Aldrich) ile boyanarak ve Epoch Take 3 Plate cihazi (Biotek)
kullanilarak 260 ve 280 nm’de RNA miktar1 ve saflig1 dl¢iilerek belirlenmistir. Saflik

derecesi ve miktar1 yiliksek olan 6rneklerle ¢alismaya devam edilmistir.

QuantiTect Reverse Transcription Kiti (Qiagen) kullanilarak RNA
orneklerinden cDNA sentezi yapilmigtir. cDNA sentez reaksiyonu kit protokoliinde
belirtilen sartlara gore programlanan PZR cihazinda gerceklestirilmistir. Sentezlenen
cDNA'’larin absorbans degerleri Epoch Take 3 Plate cihazi kullanilarak 260 ve 280
nm’de oOl¢iliip saflik dereceleri ve miktarlar1 belirlenmistir. Saflik derecesi ve miktari

yiiksek olan 6rneklerle calismaya devam edilmistir.

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak spesifik primerler (Tablo 4) araciligiyla
PZR reaksiyon kosullar1 olusturulmustur. Bu calisma icin QuantiFast SYBR Green
PCR Kiti (Qiagen) kullanilmistir. PZR reaksiyonu, BCL2 associated X (BAX), BCL2,
kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7 (CASP7), kaspaz-8 (CASP8), kaspaz-9 (CASP9),
sitokrom C (CYCS), Fas hicre yiizeyi 6lim reseptori (FAS) ve timor protein p53
(TP53) igin; 95°C’de 5 dakika, 95°C’de 10 saniye, 60°C’de 30 saniyeye (40 déngi)
ayarlanan CFX Connect Real Time PCR Detection System (BioRad) cihazinda
yapilmustir. Genlerin ekspresyon miktarlarindaki degisim sayisal veri olarak cihazdan
2-AACT

alinmus, transkript seviyeleri

(ACTB) ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ile normalize edilmistir.

metodu ile hesaplanip kontrol gruplari, p-aktin
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Tablo 4. Calismada kullanilan primerler.

| Genadi | ileri primer 5'>3' | Geri primer 5'>3'

| BAX | GGAGCTGCAGAGGATGATTG | GGCCTTGAGCACCAGTTT

| BCL-2 | GTGGATGACTGAGTACCTGAAC | GAGACAGCCAGGAGAAATCAA
| CASP3 | GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA | TCAATGCCACAGTCCAGTTC
| CASP7 | CGAAACGGAACAGACAAAGATG | TTAAGAGGATGCAGGCGAAG
| CASP8 | GCCCAAACTTCACAGCATTAG | GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT
| CASP9 | CGACCTGACTGCCAAGAAA | CATCCATCTGTGCCGTAGAC
| CYCS | GGAGAGGATACACTGATGGAGTA | GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT
| FAS | GTGATGAAGGACATGGCTTAGA | GTGTGCATTCCTTGATGATTCC
| TP53 | GAGATGTTCCGAGAGCTGAATG | TTTATGGCGGGAGGTAGACT
| ACTB | TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT | AGCACGGCATCGTCACCAACT
| GAPDH | TGAACGGGAAGCTCACTGG | TCCACCACCCTGTTGCTGTA

3.9. Western Blot ile Apoptozda Rol Oynayan Proteinlerin Ekspresyon Duizeylerinin

Belirlenmesi

Hiicrelerden elde edilen proteinlerin Bradford yontemi ile konsantrasyonlar:
belirlenmistir. Proteinler ve protein belirteci (Thermo Fischer Scientific) %4-12’1lik
hazir bis-tris jele (NUPAGE, Thermo Fischer Scientific) yuklendikten sonra dikey jel
elektroforez sisteminde (XCell SureLock, Thermo Fischer Scientific) 120 V’ta
yaklasik 60 dakika yiiriitilmistiir. iBlot jel transfer cihazi (iBlot, Thermo Fischer
Scientific) kullanilarak proteinler jelden polivinilidenflorir (PVDF) membrana
(NUPAGE, Thermo Fischer Scientific) yari kuru transferle aktarilmistir (Resim 2).

Resim 2. Dikey jel elekroforez sistemi ve jel transfer cihazi.

Bundan sonraki asamalar Western Breeze kiti (Thermo Fischer Scientific)
kullanilarak yapilmistir. Kit bloklama soliisyonunu, birincil antikor seyrelticisini,
ikincil antikor solusyonunu (anti-fare), kromojenik substrati ve yikama

solisyonlarini igermektedir. Membran deterjan iceren konsantre salin tampon
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sollisyonu ve Hammerstein kazein soliisyonu ile 30 dakika bloke edilmistir. Daha
sonra birincil antikor (Santa Cruz Biotechnology) ile 1 saat boyunca isaretlenmistir
(Tablo 5). Membran deterjan iceren konsantre salin tampon solisyonu ile
yikandiktan sonra proteine 6zgii birincil antikora baglanacak olan alkalin fosfataz
bagli ikincil antikor (anti-fare IgG) ile 30 dakika muamele edilmistir. Fazla ikincil
antikor, deterjan iceren Kkonsantre salin tampon soliisyonu yikamalar: ile
uzaklastirildiktan sonra kromojenik substrat (alkalin fosfataz icin 5-bromo, 4-kloro,
3-indol fosfat/nitro-mavi tetrazolium (BCIP/NBT)) ile membranda mor bantlar
olusana kadar muamele edilmistir. Mor bantlarin olusumu 1 ile 60 dakika arasinda
gerceklesmektedir. Olusan kromojenik bant, goriintiileme sisteminde Molecular

Imager Gel Doc XR+ System programi (Biorad) ile tespit edilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan primer antikorlar.

Protein ad1 Primer antikor Diliisyon arahg:
Bcl-2 (N-19): 1:100-1:1000
Bcl-2 sc-492 Baslangig
dilisyonu 1:200
Bax (N'ZO) 1:50-1:500
S sc-493 Baslangig
dilisyonu 1:100
. 1:100-1:1000
Kaspaz-3 Kasis)g_z%g;zE'S)- Baslangic
dilisyonu 1:200
. 1:100-1:1000
dilisyonu 1:200
B-aktin p-aktin (N-21): 11113001-111000
sc-130656 aglangie

diltisyonu 1:200
3.10. Istatiksel Analiz

Tim ¢alismalar 3 parelelli ve 3 tekrarli olarak yapilmis ve calismalarin
ortalama sonuglar1 verilmistir. Istatistiksel analizler, SPSS versiyon 22.0.0.0 (SPSS
2017) programi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) post host Tukey testi
kullanilarak yapilmistir. Apoptozda rol oynayan genlerin kantitasyon degerlerinin
istatistiksel analizi igin RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis versiyon 3.5 (RT?
Profile PCR Array Data Analysis 2017) programi volcano plot analizi, kontrol ve doz

gruplarinin karsilastirilmas: RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis versiyon 3.5
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programi student t-testi analizi kullamlarak yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,05 alinmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Bitki Ekstraktimin Antioksidan Etkisinin Belirlenmesi

Bitki ekstraktinin askorbik asit, B-karoten, likopen, total alkaloid, total
flavonoid ve total fenolik icerigi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Standart
egri denklemi esdeger kullanilarak bulunmustur. Elde edilen absorbans degerleri
standart egri denklemine konulmus ve igerik miktari mg/g cinsinden hesaplanmustir.
Bitki ekstraktinin en fazla total fenolik icerigine, en az ise likopen igerigine sahip

oldugu belirlenmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Bitki ekstraktinin antioksidan igerigi ve miktari.

Icerik Esdeger Standart egri denklemi Miktar (mg/g)
p r o y=0.0033x-0.0597,
Askorbik asit L-askorbik asit 2 5.37+0.012
R =0.952
y=(-0.216xA663)-
B-karoten Karotenoid (0.304xA505)+ 0.30+0.00°
(0.452xA453)
y=(-0.0458xA663)+
Likopen Karotenoid (0.372xA505)- 0.05+0.00°¢
(0.0806xA453)
. . y=1.3026x-0.0176,
Total alkaloid Boldine 2 0.12+0.00¢
R =0.992
Total flavonoid Rutin y=0.001x-0.062, R2:0.995 40.98+0.05°
Total fenolik Gallik asit y=0.0063x-0.0101, R’=1 48.85+0.09°

* Aym siitinda farkli kiiciik harflerle gosterilmis degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
cikmigtir (p<0,05).

4.2. Demir (1) lyonlarini Selatlama Aktivitesi

Bitki ekstraktinin ve sentetik selatoriin (EDTA) demir (II) iyonlarmi
selatlama aktivitesi 5 farkli konsantrasyonda spektorofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir
ve bu degerlere gore versus log IC50 degerleri hesaplanmistir. Diisiik absorbans
degeri ve yiiksek IC50 degeri yiiksek selat olusturma kapasitesini gdstermektedir.
Bitki ekstraktt EDTA ile kiyaslandiginda; EDTA nin bitki ekstraktindan daha yiiksek
bir IC50 degerine sahip oldugu gorulmektedir (Tablo 7).
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Tablo 7. Bitki ekstraktinin ve EDTA’nin demir (I) iyonlarini selatlama aktivitesi.

Materyal IC50
(mg/mL)
S. grandis 5.36+0.00?
EDTA 17.40+0.00P

* Aym siitinda farkli kiiciik harflerle gosterilmis degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
cikmustir (p<0,05).

4.3. Plazma Lipit Peroksidasyon Inhibisyonu

Bitki ekstraktinin plazma lipit peroksidasyon inhibisyonu spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir ve bu degerlere gore % inhibisyon degeri hesaplanmistir. Bitki
ekstraktinin plazma lipit peroksidasyonu sirasinda olusan malondialdehit (MDA)

olusumunu %21.45+0.04 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir.
4.4. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Bitki ekstraktinin ve sentetik antioksidanlarin (BHT, BHA ve a-tokoferol) %
DPPH radikali giderme aktivitesi 0.025-0.200 mg/mL arasinda degisen 5 farkli
konsantrasyonda Ol¢ililmiistiir ve bu degerlere gore versus log IC50 degerleri
hesaplanmugtir. Diisiitk IC50 degeri yiiksek DPPH radikali giderme aktivitesini
gostermektedir. Bitki ekstrakti BHT, BHA ve a-tokoferol ile kiyaslandiginda; BHT,
BHA ve a-tokoferol’iin bitki ekstraktindan daha diisiikk bir IC50 degerine sahip
oldugu goriilmektedir (Tablo 8).

Tablo 8. Bitki ekstraktinin, BHT, BHA ve a-tokoferol’iin DPPH radikali giderme aktivitesi.

Materyal (n:;‘::?l_)
S. grandis 0.08+0.00?
BHT 0.02+0.00°
BHA 0.00+0.00°
a-tokoferol 0.01+0.00°

* Aym sitiinda farkli kiigiik harflerle gosterilmis degerler istatistiksel olarak birbirinden farkl
cikmustir (p<0,05).

4.5. LC-MS/MS Analizi

AGILENT 1200 serisi HPLC’ye bagli AGILENT 6460 tandem Kkiitle
spektrometre (ESI+Agilent Jet Stream) kullanilarak gerceklestirilen LC-MS/MS
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analizi ile bitki ekstraktinin fenolik asit kompozisyonu belirlenmistir. Bitki
ekstraktinin fenolik asit kompozisyonunda en yiiksek miktarda bulunan vanilik

asitken, en az miktarda bulunan gallik asittir (Tablo 9).

Tablo 9. Bitki ekstraktinin fenolik asit kompoziyonu ve miktar.

Fenolik asit Miktar

kompozisyonu [(VeTs))

. Gallikasit | <0.022
| Kafeikasit |  0.02+0.00°
| p-kumarik asit | 0.06+0.00°
| Vanilikasit | 0.24%0.00¢
| Klorojenik asit |  0.03+0.00°
| Sirinjik asit | 0.14+0.00

* Aym siitiinda farkli kiiciik harflerle gosterilmis degerler istatistiksel olarak birbirinden farkli
cikmigtir (p<0,05).

4.6. Bitki Ekstraktinin Antiproliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Calismada bitki ekstraktinin HT-29 hiicre hattinda antiproliferatif etkisi MTT
yontemi ile belirlenmistir. Bitki ekstraktinin bes farkli konsantrasyonu (0, 100, 250,
500 ve 1000 pg/mL) ii¢ farkli siirede (24, 48 ve 72 saat) HT-29 hiicre hattina
uygulanmistir. Hesaplamalar kontrol grubunda bulunan hicrelerdeki hiicre canliligi
gdz Oniline alinarak yapilmistir. Konsantrasyon ve siire artisina bagli olarak bitki
ekstraktinin HT-29 hiicre hattinda antiproliferatif etkisinin arttigi bulunmustur. Bitki
ekstraktinin IC50 dozu 250 pg/mL 48 saat olarak hesaplanmistir. Bundan sonraki

calismalara belirlenen 1C50 dozu ile devam edilmistir (Sekil 5).

100 + S

90 -
’E‘) 80 -
= 70 -
g
§ 60 -
£ 50 - H24 saat
.Q I
E 40 - = H48 saat
@ 30 4 72 saat
< 20 -

10 =

0 i T T T T 1
0 100 250 500 1000
Bitki ekstrakti (ng/mL)

Sekil 5. Bitki ekstraktinin antiproliferatif etkisi.
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4.7. Gergek Zamanlhi PZR ile Apoptozda Rol Oynayan Genlerin Ekspresyon

Duzeylerinin Belirlenmesi

Calismada HT-29 hiicre hattinda apoptozda rol oynayan genlerin (BAX,
BCL2, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FAS ve TP53) ekspresyon
diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi gercek zamanli PZR ile gerceklestirilmistir.
BCL2 geninin ekspresyonunda konrole gore dozda azalma; BAX, CASP3, CASP7,
CASP8, CASP9, CYCS, FAS ve TP53 genlerinin ekpresyonunda kontrole gore dozda
artma belirlenmistir (Tablo 10).

Tablo 10. Bitki ekstraktinin apoptozda rol oynayan genlerin ekspresyon diizeylerine etkisi.

Gen Azahs p degeri
BCL2 1.63 +£0.40 p<0,05
Gen Artis p degeri
BAX 1.52+0.13 p<0,05
CASP3 1.52+0.30 p<0,05
CASP7 1.76£0.02 p<0,05
CASP8 1.81+0.06 p<0,05
CASP9 1.46+0.06 p<0,05
CYCS 1.91+0.03 p<0,05
FAS 1.18+0.10 p>0,05
TP53 1.79+0.07 p<0,05

4.8. Western Blot ile Apoptozda Rol Oynayan Proteinlerin Ekspresyon Diizeylerinin

Belirlenmesi

Calismada HT-29 hiicre hattinda apoptozda rol oynayan proteinlerin (Bax,
Bcl-2, kaspaz-3 ve kaspaz-9) ekspresyon diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi
Western blot yontemi ile gerceklestirilmistir. Bel-2 proteinin  ekspresyonunda
konrole gore dozda azalma; Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin ekpresyonunda
kontrole gore dozda artma belirlenmistir. Elde edilen proteinlerin ekspresyon

duzeyleri, genlerin ekspresyon duizeyleri ile uyumlu bulunmustur (Resim 3).
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* Bcl-2 26 kDa, Bax 23 kDa, Kaspaz-3 35 kDa, Kaspaz-9 46 kDa ve B-aktin 43 kDa molekdl

agirhigindadir.

Resim 3. Apoptozda rol oynayan proteinlerin western blot gorintleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Literaturde S. grandis ile yapilan galigmalar tarandiginda bu caligmalarin
farkli alanlarda ve kisitli sayida oldugu gézlenmistir (Freitag ve ark. 1999; Dogru ve
ark. 2004; Cinar ve Tug 2015; Cinar ve ark. 2016; Kicukboyaci ve ark. 2016; Orhan
ve ark. 2016). SGME’nin antioksidan ve HT-29 hiicre hatti1 Uzerine antikanserojenik

etkisinin arastirilmasi ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Oksidatif hasara ya da olusan oksidatif hasar sonucu kanser basta olmak
izere, kalp ve norodejeneratif rahatsizliklar gibi ¢esitli hastaliklara neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin metabolizmasinin inhibe edilmesi ya da engellenmesi konusunda
antioksidan sistemlerini indlkleyen bitki ekstraktlar1 indirekt olarak antikanser

mekanizmasinda énemli ve etkin rol oynamaktadir (Veskoukis ve ark 2012).

Askorbik asit organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici
ajan olarak gorev yapmaktadir (Kaga 2007). Sivi fazdaki tiim peroksil radikallerini
plazma lipitlerine difiize olmadan tutmakta ve bu sekilde lipit peroksidasyonunun
baslamasini engellemektedir. Askorbik asit, B-karoten ve likopen, radikaller
(superoksit, hidroksil, peroksil, hipoklorit ve hidrojen peroksit) ve singlet oksijen ile
reaksiyona girerek onlar1 ortamdan uzaklastirmaktadir. B-karoten ve likopen lipofilik
ozelliklerinden dolayi, oksidatif hasara kars1 hiicresel membranlari1 ve lipoproteinleri

korumada énemli rol oynamaktadirlar (Isbilir 2008).

Akhtar ve ark. (2012), S. grandis ile ayni1 familyada yer alan Beta vulgaris
var. bengalensis ekstraktinin askorbik asit ve [B-karoten igerigini mg/100g ve
Hg/100g cinsinden L-askorbik asit ve karotenoid esdegeri olarak belirlemislerdir. B.
vulgaris var. bengalensis ekstraktinin askorbik asit icerigi 44.27 mg/100g ve B-

karoten igerigi ise 2740.58 pg/100g olarak tespit edilmistir.

Yoon ve ark. (2012), ayn1 familyadan B. vulgaris, B. vulgaris var. cicia ve
Spinacia oleraceae ekstraktlarinin f-karoten ve likopen igerigini mg/g cinsinden
karotenoid esdegeri olarak belirlemislerdir. B. vulgaris var. cicia ekstraktinin f3-
karoten igerigi 2.94+0.12 mg/g ve S. oleraceae ekstraktinin B-karoten igerigi ise
3.25+0.07 mg/g olarak tespit edilmistir. B. vulgaris ekstraktinda 3-karoten ve likopen
igerigi, B. vulgaris var. cicia ve S. oleraceae ekstraktlarinda ise likopen igerigi tespit

edilememistir.
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Calismada SGME’nin askorbik asit, B-karoten ve likopen igerigi sirasiyla
5.37£0.01 mg/g; 0.30+0.00 mg/g; 0.05+0.00 mg/g cinsinden L-askorbik asit ve
karotenoid esdegeri olarak belirlenmistir. SGME’nin  Akhtar ve ark. (2012)
calismasindaki B. vulgaris var. bengalensis ekstraktindan daha fazla miktarda
askorbik asit ve B-karoten igerigine, Yoon ve ark. (2012) ¢alismasindaki B. vulgaris,
B. vulgaris var. cicia ve S. oleraceae ekstraktlarindan daha az miktarda p-karoten

igerigine ve daha fazla miktarda likopen igerigine sahip oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Alkaloidler gercek, proto ve yalanci alkaloidler olarak 3’e ayrilirlar.
Gunumuzde bitkilerden izole edilen 12,000 alkaloid bilinmektedir (Gurkok ve ark.
2010). Alkaloidler antioksidan etkilerini serbest radikalleri giderme aktivitesi,
metalleri selatlama aktivitesi, elektron ve hidrojen verme Kkabiliyeti ile

gostermektedirler (Kaur ve Arora 2015).

Zhao ve Ding (2004), S. collina’da bulunan alkaloidlerin igerigini infrared
spektroskopisi (IR), kutle spektroskopisi (MS), 1H ve 13C nikleer manyetik
rezonans Kkitle spektroskopisi (NMR), heteroniikleer tek kuantum tutarlilik (HMQC)
ve heteroniikleer birden fazla bag tutarlilik (HMBC) ile belirlemislerdir. S. collina’da
bulunan amid alkaloidleri N-transferuloil-3-metildopamin ve (10bS)-1,2,3,5,6, 10b-
hekzahidropirolo[2,1-a]-8,9-dihidroksizokinolin-3-bir olarak tanimlamiglardir. N-
transferuloil-3-metildopamin Salsola cinsinden ilk defa izole edilmistir. (10bS)-
1,2,3,5,6, 10b-hekzahidropirolo[2,1-a]-8,9-dihidroksizokinolin-3-bir ise yeni bir

bilesik olup salsolin A olarak isimlendirilmistir.

Tundis ve ark. (2009), Salsola turlerinde bulunan tetrahidroizokinolin
alkaloidlerinin igerigini gaz kromatografisi-kutle spektrometresi (GC/MS) analizleri
ile belirlemislerdir. S. oppositofolia, S. soda ve S. tragus’da bulunan major

alkaloidler salsolin, salsolidin, N-metilsalsolidin ve karnegin’dir.

Calismada ise SGME’nin total alkaloid igerigi 0.12+0.00 mg/g cinsinden
boldine esdegeri olarak belirlenmisti. SGME’nda bulunabilecek amid ve
tetrahidroizokinolin alkaloidlerinin belirlenebilmesi igin daha ileri diizeyde analizlere
(IR, MS, 1HNMR, 13CNMR, HMQC, HMBC ve GC/MS, vb.) ihtiyag
duyulmaktadir.

38


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjt946-_6_RAhUG7RQKHcoxBSkQFggZMAA&url=http%3A%2F%2Fgrumlab.giresun.edu.tr%2Findex.php%3Fid%3D310&usg=AFQjCNEdrYpa48kcwX2LAe7TZwaw4nmcJg&bvm=bv.142059868,d.d2s

Mevcut olarak bitkilerden dort binden fazla flavonoid elde edilmistir. Halka
yapilarina gore flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonoidler, katesinler ve
antosiyaninler olarak siiflandirilirlar. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin
stiperoksit, lipit alkoksil, lipit peroksil ve nitrik oksit radikallerini giderme, demir (1)
ve bakir (II) iyonlarini selatlama ve a-tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara
katildig1 bildirilmistir (Rice-Evans ve ark. 1999; Bilaloglu ve Harmandar 2000; Ross
ve Kasum 2002; Miller ve Ruiz-Larrea 2002; Isbilir 2008).

Asan-Oziisaglam ve ark. (2015), S. stenoptera metanol, etanol, su, n-hekzan
ve diklorometan ekstraktlarmin (kok ve meyvetyaprak) total flavonoid igerigini
pg/mg cinsinden kuersetin esdegeri olarak belirlemislerdir. Metanol ekstraktinin total
flavonoid igerigi 61.51+0.07 pg/mg; 24.91+0.20 pg/mg, etanol ekstraktinin
34.53+0.07 pg/mg; 36.79+0.20 pg/mg, su ekstraktinin  42.83+0.20 pg/mg;
28.59£0.13 pg/mg, n-hekzan ekstraktinin 5.76+0.00 pg/mg; 19.72+0.13 pg/mg ve
diklorometan ekstraktinin ise 29.06£0.07 pg/mg; 63.68+0.13 pg/mg olarak tespit

edilmistir.

Shebab ve ark. (2015), S. imbricata metanol, etanol, aseton ve etil asetat
ekstraktlariin total flavonoid igerigini g/100g cinsinden kuersetin esdegeri olarak
belirlemiglerdir. Metanol ekstraktinin total flavonoid igerigi 0.571 g/100g, etanol
ekstraktinin 0.217 g/100g, aseton ekstraktinin 0.374 g/100g ve etil asetat ekstraktinin
ise 0.11 g/100g olarak tespit edilmistir.

Calismada SGME’nin total flavonoid igerigi 40.98+0.05 mg/g cinsinden rutin
esdegeri olarak belirlenmistir. SGME’nin Shebab ve ark. (2015) ¢alismasinda ki
metanol, etanol, aseton, etil asetat ve Asan-Oziisaglam ve ark. (2015) calismasindaki
metanol (meyve+yaprak), etanol, su (meyve+yaprak), n-hekzan ve diklorometan
(kok) ekstraktlarindan daha fazla, Asan-Oziisaglam ve ark. (2015) calismasindaki
metanol (kok), su (kok) ve diklorometan (meyve+yaprak) ekstraktlarindan ise daha
az miktarda total flavonoid igerigine sahip oldugu dikkat ¢gekmektedir.

Fenolik bilesikler, flavonoidler ve fenolik asitler olarak iki temel gruba
ayrilirlar. Fenolik asitler de kendi icinde hidroksi benzoik ve hidroksi sinnamik
asitler olarak iki temel gruba ayrilirlar. Fenolik asitlerin yapisi, serbest radikal

giderme aktivitesini ve metal selatlama 06zelligini olusturur. Fenolik asitlerin
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antioksidan aktivitesi, hidroksil gruplarin sayisi ve pozisyonuna baglidir
(Nizamlioglu ve Nas 2010; Meral ve ark. 2012).

Shebab ve ark. (2015), S. imbricata metanol, etanol, aseton ve etil asetat
ekstraktlarimin total fenolik igerigini mg/g cinsinden gallik asit esdegeri olarak
belirlemiglerdir. Metanol ekstraktinin total fenolik igerigi 2.60 mg/g, etanol
ekstraktinin 0.64 mg/g, aseton ekstraktinin 4.00 mg/g ve etil asetat ekstraktinin ise

0.93 mg/g olarak tespit edilmistir.

Kiigiikboyact ve ark. (2016), S. grandis etanol ekstraktinin ve bu ekstraktin
cesitli subekstraktlarimin total fenolik iceriklerini mg/g cinsinden gallik asit esdegeri
olarak belirlemislerdir. Etanol ekstraktinin total fenolik icerigi 29.61+1.21 mg/g, n-
hekzan subekstraktinin 27.56£0.67 mg/g, kloroform subekstraktinin 56.10+1.34
mg/g, etil asetat subekstraktinin 40.66£0.56 mg/g, n-bitanol subekstraktinin
45.70+0.89 mg/g ve R-H>O subekstraktinin ise 18.60+1.65 mg/g olarak tespit

edilmistir.

Calismada SGME’nin total fenolik igerigi 48.85+£0.09 mg/g cinsinden gallik
asit esdegeri olarak belirlenmistir. SGME’nin her iki ¢alismadaki metanol, etanol,
aseton, etil asetat ekstraktindan ve n-hekzan, etil asetat, n-bitanol, R-H;O
subekstraktlarindan daha fazla, Kiigiikboyaci ve ark. (2016) c¢alismasindaki
kloroform subekstraktindan ise daha az miktarda total fenolik igerigine sahip oldugu
dikkat cekmektedir.

Hidrojen peroksit, demir (II) ve diger gecis metalleri ile Fenton reaksiyonu
sonucunda, stperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda hidroksil
radikalini olusturmaktadir. Hidroksil radikali biyomembranlardaki ¢oklu doymamis
yag asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen atomu kopmasma ve lipit
peroksidasyonunun baslamasina neden olmaktadir. Metal selatorler oksidasyonu
katalize eden demir (II) veya diger gecis metalleri ile kompleks olusturarak onlarin

katalitik etkisini engellemektedirler (Uyumlu 2007).

Ksouri ve ark. (2008), S. kali metanol ekstraktinin (yaprak ve ¢igek) demir

(IT) iyonlarini selatlama aktivitesine sahip olmadigini tespit etmislerdir.
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Gawlik-Dziki ve ark. (2013), Chenopodium quinoa etanol ekstraktinin demir
(IT) iyonlarin1 selatlama aktivitesini =1 mg/mL (IC50) olarak tespit etmislerdir. C.

quinoa ve S. grandis ayni1 familyada yer almaktadir.

Calismada SGME’nin demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesi 5.36+0.00
mg/mL (IC50) olarak belirlenmistir. SGME’nin Ksouri ve ark. (2008) S. kali metanol
ekstraktindan ve Gawlik-Dziki ve ark. (2013) C. quinoa etanol ekstraktindan daha
yiikksek demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesine (IC50) sahip oldugu dikkat
cekmektedir.

MDA, lipit peroksidasyonu sonucu ortaya g¢ikan bir son lriindiir. TBA
reaksiyonu ile plazma MDA dizeyinin belirlenmesi  dokulardaki lipit
peroksidasyonunun, dolayisiyla oksidatif stresin en duyarli gostergelerinden biridir
(Acer Bilazer 2006).

Gawlik-Dziki ve ark. (2013), C. quinoa etanol ekstraktinin plazma lipit
peroksidasyon inhibisyonunu ~3 mg/mL olarak tespit etmislerdir. Shebab ve ark.
(2015), S. imbricata etanol ekstraktinin plazma lipit peroksidasyon inhibisyonunu in

vivo kosullarda %92.8 olarak tespit etmislerdir.

Calismada SGME’nin plazma lipit peroksidasyon inhibisyonu %21.45+0.04
olarak belirlenmistir. SGME’nin Gawlik-Dziki ve ark. (2013) C. quinoa etanol
ekstraktindan ve Shebab ve ark. (2015) S. imbricata etanol ekstraktindan daha diisiik

oranda plazma lipit peroksidasyon inhibisyonuna sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir.

DPPH stabil organik nitrojen radikalidir. Bitki ekstrakti tarafindan DPPH
stabil organik nitrojen radikaline elektron transferi 517 nm’de absorbansin diismesine
sebebiyet vermektedir. DPPH-H indirgenmis formdur. Yontemin sonunda IC50 adi
verilen ve bitki ekstraktinin DPPH radikalinin yarisin1 giderebildigi konsantrasyon
elde edilmektedir. Bu IC50 degeri bitki ekstraktinin serbest radikal giderme
aktivitesini gostermektedir (Arkan 2011; Okan ve ark. 2013).

Tundis ve ark. (2009), S. oppositifolia alkaloid ekstraktinin DPPH radikali
giderme aktivitesini 16.3+0.17 pg/mL (IC50), S. soda alkaloid ekstraktinin
24.31£0.11 pg/mL (IC50) ve S. tragus alkaloid ekstraktinin ise 26.2+0.09 pg/mL
(IC50) olarak tespit etmislerdir.
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Asan-Oziisaglam ve ark. (2015), S. stenoptera etanol ekstraktinin DPPH
radikali giderme aktivitesini 29.84 pg/mL (IC50) olarak tespit etmislerdir.

Calismada SGME’nin DPPH radikali giderme aktivitesi 0.08+0.00 mg/mL
(IC50) olarak belirlenmistir. DPPH radikali giderme aktivitesi diger turlerinki ile
karsilastirildiginda SGME’nin Tundis ve ark. (2009)’nin S. oppositifolia, S. soda ve
S. tragus alkaloid ekstraktlarinda (16.3, 24.3 ve 26.2 ug/mL) ve Asan-Oziisaglam ve
ark. (2015)’1n S. stenoptera etanol ekstraktinda (29.84 pug/mL) saptadiklarindan daha
az DPPH radikali aktivitesine sahip oldugu goriilmektedir.

Bitki materyallerinin farkli lokasyonlardan degisik zamanlarda toplanmasi,
farkli bitki kisimlarmin c¢alisilmis olmasi, bitki ekstraktinin elde edilmesi ve
antioksidan etkisinin belirlenmesi sirasinda kullanilan yontemlerdeki farkliliklar gibi
nedenler birbirinden farkli antioksidan etkinin gdzlenmesinde etkili olabilecegi

distiniilmektedir.

Gallik asit, reaktif oksijen turlerini giderme aktivitesi gosteren (Locatelli ve
ark. 2013) ve in vitro lipit peroksidasyonunu inhibe eden kuvvetli bir antioksidandir
(Bertazzo 2013). Zayif selat olusturma ve kuvvetli indirgeme 6zelliklerine sahiptir
(Barcelo ve ark. 2014). Depresyon, kanser, mikrobiyal enfeksiyonlar ve lipitlerle
iliskili hastaliklar gibi kritik hastaliklarin tedavi edilmesinde kullanimlarinin yam
sira,  antikarsinojenik,  antimikrobiyal, antimutajenik, antianjiyogenik  ve
antiinflamatuvar ajanlar ile de iliskili oldugu bilinmektedir (Choubey ve ark. 2015).
Calismada SGME’nda gallik asidin mindr fenolik asit bileseni oldugu belirlenmistir.
Gallik asit igeriginin SGME’nin antioksidan etkisinde diisiik bir paya sahip oldugu

diistiniilmektedir.

Kafeik asit antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antikanser aktivite
gostermektedir (Magnani ve ark. 2014; Murtaza ve ark. 2015). Kafeik asidin
antioksidan etkilerini dort 6zellik iizerinden gosterdigi diistiniilmektedir: (1) antilipit
peroksidasyonu, (2) radikal giderimi, (3) disiik yogunluklu lipoproteinin
antioksidasyonu ve (4) selat olusturabilme o6zelligi (Jacobsen 2010). Kafeik asit
inflamasyon, kanser, enfeksiyon ve norodejenerasyon gibi g¢esitli hastaliklara karsi

umit verici bir terap6tik potansiyele sahiptir (Murtaza ve ark. 2015).
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p-kumarik asit  antioksidan, antikanser, antimikrobiyal, antiviris,
antiinflamatuvar, antitrombositik, anksiyolitik, antipiretik, analjezik ve antiartrit
aktivite goOstermektedir. Diyabet, obezite, hiperlipidemi ve guta karsi yatistirici
etkileri bulunmaktadir (Pei ve ark. 2016). p-kumarik asit, hidrojen veya elektron
verici kapasitesi ile ortaya c¢ikan fenoksil radikalini yapisi biinyesinde
delokalize/stabilize edebilme 6zelligi ile radikal giderme aktivitesi yoluyla etki eden
bir zincir-kiran antioksidan olarak tarif edilmektedir. Antioksidanlarin serbest radikal
giderme aktivitesi, standart tek elektron potansiyellerinden tahmin edilebilmektedir
(Teixeira ve ark. 2013). Diisiik yogunluklu lipoprotein peroksidasyonunu
azaltmaktadir (Boz 2015). Ayrica, metaller ile selat olusturabilmektedir (Rivas ve
ark. 2001).

Gidalarda, iceceklerde, kozmetik {iriinlerde ve ilaglarda yaygin sekilde
kullanilan bir bilesik olan vanilik asidin, antimutajenik, antianjiyogenetik, antikolit,
antioraklasma ve antianaljezik etkiler gibi birden ¢ok isleve sahip oldugu
bilinmektedir. Indirgeme giicii, protein oksidasyonunun inhibisyonu ve lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu agilarindan kuvvetli bir antioksidandir (Chou ve ark.
2010). Radikal giderme aktivitesi (Tai ve ark. 2012) ve metaller ile selat olusturma
aktivitesi gostermektedir (Acton 2011). Huntington hastaligi, kanser, global iskemi,
tilseratif kolit gibi Onemli hastaliklar1 tedavi etmektedir (Kim ve ark 2010).
Calismada SGME’nda vanilik asidin major fenolik asit bileseni oldugu
belirlenmistir. Vanilik asit igeriginin SGME’nin antioksidan etkisinde yuksek bir

paya sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Klorojenik asit antioksidan (reaktif oksjen turlerini giderme aktivitesi
gosteren, in vitro lipit peroksidasyonunu inhibe eden (Ohnishi ve ark. 1994), metaller
ile selat olusturma 6zelligine sahip olan (Andjelkovic ve ark. 2006)), antimikrobiyal,
antimutajenik ve antiinflamatuvar etki (Xiang ve Ning 2008) gdstermektedir. Son
birkag y1l i¢inde, klorojenik asit kullanimi, bagil kardiyovaskiiler hastalik, diyabet tip
Il ve Alzheimer hastalig: riskinde azalma gibi saglik agisindan faydali bir dizi etki ile

iligskilendirilmektedir (Farah 2008).

Sirinjik asit kemoprotektif, antimikrobiyal, antioksidan, antiendotoksik ve
antikanser aktivite gostermektedir. Ek olarak, diisik yogunluklu lipoprotein

oksidasyonunun, serbest radikallerin giderimini destekleyen ve MDA (retimini
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azaltan kuvvetli bir inhibitérdir (Guven ve ark. 2015). Ayrica, metaller ile selat
olusturma aktivitesi gostermektedir (Acton 2011). Sirinjik asit uygulamast kronik
karaciger hasarinda hepatik fibrozis olusumunu baskilayabilmektedir. Kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitelerinin diizeyini artirarak 16semi hiicrelerindeki

proliferasyonu azaltarak, apoptozu induklemektedir (Karthik ve ark. 2013).

Skolowska-Krzaczek ve ark. (2009), S. kali metanol-su (8:2) ekstraktinin
(bitki ve kok) fenolik asit kompozisyonunu belirlemislerdir. Protokatesik asit, kafeik
asit, gentisik asit, p-kumarik asit (0.55 mg/100g; 0.11 mg/100g), p-OH-benzoik asit,
p-OH-fenilasetik asit, sirinjik asit, vanilik asit (0.84 mg/100g; 0.26 mg/100g), ferulik
asit, a-resorsilik asit ve B-resorsilik asit S. kali’nin fenolik asit kompozisyonunu
olusturmaktadir. Ferulik asit, protokatesik asit, p-OH-benzoik asit, p-kumarik asit ve

vanilik asit S. kali’nin fenolik asit kompozisyonunda yer alan major fenolik asitlerdir.

Shebab ve ark. (2015), S. imbricata metanol ekstraktinin fenolik asit
kompozisyonunu belirlemislerdir. Gallik asit (bagil alan %0.145), protokatesik asit,
Klorojenik asit (bagil alan %0.377), kafeik asit (bagil alan %1.759), vanilik asit (bagil
alan %0.286), ferulik asit, salisilik asit, benzoik asit, kumarik asit (bagil alan
%4.251) ve sinnamik asit S. imbricata’nin fenolik asit kompozisyonunu

olusturmaktadir.

Calismadaki SGME’nin fenolik asit kompozisyonunda yer alan gallik asit
miktar1 < 0.02 pg/g, kafeik asit miktar1 0.02+0.00 pg/g, p-kumarik asit miktar
0.06+£0.00 pg/g, vanilik asit miktar1 0.24+0.00 pg/g, klorojenik asit miktar
0.03£0.00 pg/g ve sirinjik asit miktar1 0.14+0.00 pg/g olarak bulunmustur.
SGME’nin  Skolowska-Krzaczek ve ark. (2009) c¢alismasindaki metanol-su
ekstraktindan daha az miktarda p-kumarik asit ve vanilik aside ve daha fazla
miktarda kafeik asit ve sirinjik aside sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir. SGME’1 ile
Shebab ve ark. (2015) ¢alismasindaki metanol ekstrakti birbirine benzer fenolik asit
kompozisyonuna sahiptir. Ancak iki ¢aligmadaki miktar birimlerinin birbirinden

farkli olmasi sebebiyle kiyaslama yapilamamuistir.

Apoptoz, normal hicre blyiumesi ve homeostazisi igin gerekli bir suregtir.
Son yillarda yapilan caligmalarla bu dengenin bozulmasi sonucu apoptozun

kontroliinde olusan anormalliklerin kanser basta olmak {iizere bircok Onemli
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hastaligin patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir (Mcphie ve ark. 2003; Gokge ve ark.
2011).

Tundis ve ark. (2008), S. oppositifolia metanol ekstraktinin n-hekzan,
diklorometan, etil asetat, dietil eter fraksiyonlarinin ve izoramnetin-3-O-glc,
izoramnetin-3-O-rut bilesiklerinin ACHN (b6brek kanseri), LNCaP (prostat kanseri),
COR-L23 (akciger kanseri), C32 (deri kanseri) ve MCF-7 (meme kanseri) hiicre
hatlarinda antiproliferatif etkisini belirlemislerdir. S. oppositifolia metanol
ekstraktinin n-hekzan, diklorometan, etil asetat, dietil eter fraksiyonlarmin ve
izoramnetin-3-O-glc,  izoramnetin-3-O-rut bilesiklerinin 1C50 dozu 18.2+0.55

pg/mL ->100 ug/mL araliginda 48 saat olarak tespit etmislerdir.

Oh ve ark. (2014), S. collina etanol ekstraktinin HT-29, A549 (akciger
kanseri) ve HepG2 (karaciger kanseri) hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisini
belirlemislerdir. S. collina etanol ekstraktinin IC50 dozu sirastyla 43.8 pg/mL; 64.1
pg/mL; 92.5 ug/mL 48 saat olarak tespit etmislerdir.

Calismada SGME’nin 1C50 dozu 250 pg/mL 48 saat olarak belirlenmistir.
Tundis ve ark. (2008) S. oppositifolia metanol ekstraktinin n-hekzan, diklorometan,
etil asetat, dietil eter fraksiyonlariin ve izoramnetin-3-O-glc, izoramnetin-3-O-rut
bilesiklerinden ve Oh ve ark. (2014) S. collina etanol ekstraktindan daha yiiksek
IC50 dozuna sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir. Tundis ve ark. (2008) yaptiklari
calisma calismamiz ile karsilastirildiginda kullanilan bitki tiirti (S. oppositifolia),
hiicre hatlar1 (ACHN, LNCaP, COR-L23, C32 ve MCF-7), kuyucuk basina diisen
hiicre yogunlugu (5-15.10%) ve antiproliferatif etkinin belirlenmesinde kullanilan
yontem (sulforodamin B (SRB) yontemi) ve Oh ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alisma
calismamiz ile karsilastirildiginda ise kullanilan bitki tiri (S. collina) ve
antiproliferatif etkinin belirlenmesinde kullanilan yontem (suda ¢dziinen tetrazolium

tuzlar1 (WST) yontemi) bakimindan birbirinden farklilik gostermektedir.

Ryu ve ark. (2009), Salicornia herbaceae polisakkaritlerinin HT-29 hiicre
hattinda antiproliferatif etkisini 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS) y0Ontemi, apoptoz
analizi, hiicre dongiisii analizi ve ger¢ek zamanli PZR ile belirlemislerdir. S.

herbaceae polisakkaritleri G2/M fazinin tutuklanmasini indiiklemektedir. Dolayisiyla

45



siklin B1, siklin bagimli kinaz (Cdk) 2’nin ekspresyonunu azalttiklar1 ve TP53, Cdk

inhibitorii p21°nin ekspresyonunu ise arttirdiklari tespit edilmistir.

Papi ve ark. (2013), B. vulgaris var. cicia’dan elde edilen viteksin-2-O-
ksilosid, Raphanus sativus L. var. major’dan elde edilen raphasatin ve hazir alinan (-
)-epigallokatekinin-3-gallat (EGCG)’nin LoVo, Caco-2 (kolon kanseri) ve MCF-7,
MDA-MB-231 (meme kanseri) hiicre hatlarinda sinerjistik antiproliferatif etkisini
SRB, ROS analizi, apoptoz analizi (Annexin V ve propidyum iyodir (PI) cift
boyama, 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)), hiicre dongusi analizi (PI), kaspaz-
3’{in immunositokimyasi ve Western blot yontemleri ile belirlemislerdir. B. vulgaris
var. cicia’dan elde edilen viteksin-2-O-ksilosid, R. sativus L. var. major’dan elde
edilen raphasatin ve hazir aliman EGCG GO0/Gl fazinin tutuklanmasini
indiiklemektedir. Dolayisiyla Bax proteinin ekspresyonunu azalttiklar1 ve Bcl-2,
kaspaz-9, Poli ADP-riboz polimeraz (PARP) proteinlerinin ekspresyonunu ise

arttirdiklar tespit edilmistir.

Han ve ark. (2014), Kochia scoparia metanol ekstraktinin (meyve) MDA-
MB-231 (meme kanseri) hiicre hattinda antiproliferatif etkisini MTT, hiicre dongusu
analizi (Annexin V ve 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) ¢ift boyama, Hoechst 33342),
hicre ici reaktif oksijen tdrlerinin tespiti ve Western blot yontemleri ile
belirlemislerdir. K. scoparia metanol ekstraktinin hiicre déngiisiindeki sub G1 fazinin
tutuklanmasin1 indlklemektedir.  Ayrica apoptozda rol oynayan proteinlerin

(Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve PARP) ekspresyonunu arttirmaktadir.

Oh ve ark. (2014), S. collina etanol ekstraktinin HT-29 hiicre hattinda
antiproliferatif etkisini WST, hiicre dongusi analizi ve Western blot yontemleri ile
belirlemislerdir. S. collina etanol ekstrakti G2/M fazinin  tutuklanmasini
indiklemektedir. Bunun sonucu olarak da G1 fazindaki hiicre populasyonu
azalmaktadir. Dolayisiyla Cdk inhibitori p21 ve Cdk2’yi fosforilleyen Weel
kinaz’in  ekspresyonunu arttirdigi  tespit edilmistir. Cdk2 ve Cdk25c¢’nin
fosforilasyonunu ise indlkledikleri belirlenmistir. Ayrica S. collina etanol ekstrakti S
fazinin tutuklanmasini indiiklemektedir. Dolayisiyla siklin A, Cdk2 ve Cdk25c’nin

ekspresyonunu azalttig1 tespit edilmistir.
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Han ve ark. (2016), K. scoparia metanol ekstraktinin (olgun meyve) OSCC
(oral skuamo6z kanseri) hiicre hattinda antiproliferatif etkisini MTT, hiicre dongiisii
analizi (Annexin V ve PI c¢ift boyama, Hoechst 33342) ve Western blot yontemleri
ile belirlemislerdir. K. scoparia metanol ekstraktinin hiicre dongiisiindeki sub G1
fazinin tutuklanmasini, kaspaz-3 ve kaspaz-9 bagimli apoptozu indiiklemektedir. S.
herbaceae, B. vulgaris var. cicia, K. scoparia ve S. grandis ayni familyada yer

almaktadir.

Calismada SGME’nin HT-29 hiicre hattinda apoptozda rol oynayan genlerin
(BAX, BCL2, CASP3, CASP7, CASP8, CASPY9, CYCS, FAS ve TP53) ekspresyon
diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi gergek zamanli PZR ile proteinlerin (Bcl-2,
Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) ekspresyon diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi ise
Western blot yontemi ile gergeklestirilmistir. BCL2 geninin ekspresyonunda konrole
gore dozda 1.63+0.40 kat azalma, BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS,
FAS ve TP53 genlerinin ekpresyonunda kontrole gore dozda sirastyla 1.52+0.13,
1.52+0.30, 1.76+0.02, 1.81+0.06, 1.46+0.06, 1.91+0.03, 1.18+0.10 ve 1.79+0.07 kat
artma belirlenmistir. Elde edilen proteinlerin ekspresyon dizeyleri, genlerin
ekspresyon diizeyleri ile uyumlu bulunmustur. Han ve ark. (2014, 2016) yaptiklari
calisma ile calismamiz karsilastirildiginda elde ettigimiz sonuglar paralellik

gostermektedir.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada, SGME’nin antioksidan ve HT-29 hiicre hatti

Uzerine antikanserojenik etkisinin arastirilmasi ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Bugiine kadar bir¢ok bitki tiirii ile yapilan antikanser ¢alismalar1 cogunlukla
bitki turinin kanser hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkilerinin degerlendirilmesi
seklindedir. Mevcut ¢alisma ise hedef bitki tiiriiniin antiproliferatif etkisi ile birlikte
antioksidan ve antikanserojenik etkilerinin birlikte degerlendirilmesi bakimindan bu

caligmalardan ayrilmaktadir.

SGME’nin askorbik asit, B-karoten, likopen, total alkaloid, total flavonoid ve
total fenolik icerigi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. SGME’nin en fazla total

fenolik igerigine, en az ise likopen igerigine sahip oldugu gosterilmistir.
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SGME’nin demir (II) iyonlarmni selatlama aktivitesi (5.36£0.00 mg/mL),
plazma lipit peroksidasyon inhibisyonu (%21.45+0.04) ve DPPH radikali giderme
aktivitesi (0.08+0.00 mg/mL) tespit edilmistir.

SGME’nm fenolik asit kompozisyonu LC-MS/MS analizi ile belirlenmistir.
Bitki ekstraktinin fenolik asit kompozisyonunda en yiiksek miktarda bulunan vanilik
asitken, en az miktarda bulunan gallik asittir. VVanilik asidin SGME’nin antioksidan
ve HT-29 hiicre hatti Gizerine antikanserojenik etkisinde yiiksek bir paya sahip oldugu

distiniilmektedir.

SGME’ni HT-29 hiicre hatt1 lizerinde antiproliferatif etkisi MTT yontemi ile
belirlenmistir. Bitki ekstraktinin 1C50 dozu 250 pg/mL 48 saat olarak hesaplanmistir.

SGME’nin HT-29 hiicre hattinda apoptozda rol oynayan genlerin (BAX,
BCL2, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FAS ve TP53) ekspresyon
analizlerinde BCL2 geninin ekspresyonunda konrole gore dozda 1.63+0.40 kat
azalma, BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FAS ve TP53 genlerinin
ekpresyonunda kontrole gore dozda sirasiyla 1.52+0.13, 1.52+0.30, 1.76+0.02,
1.81+0.06, 1.46+0.06, 1.91+0.03, 1.18+0.10 ve 1.79+0.07 kat artma belirlenmistir.
CASP3, CASP7, CASP8, CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyonunda saptanan
artistan hareketle SGME’nin intrinsik mitokondriyal yolag: kullanarak HT-29 hiicre
hatt1 {izerine antikanserojenik etkisinin oldugunu disiiniilmektedir. Bu etkinin
molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi icin daha ileri ¢alismalar ile

aydinliga kavusturulmasi gerekmektedir.

SGME’nin HT-29 hiicre hattinda apoptozda rol oynayan proteinlerin (Bcl-2,
Bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) ekspresyon diizeylerindeki degisikligin belirlenmesi
Western blot yontemi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen proteinlerin ekspresyon

diizeyleri, genlerin ekspresyon diizeyleri ile uyumlu bulunmustur.

SGME, antioksidan ve HT-29 hiicre hatt1 {izerine antikanserojenik etkisinin
yiikksek olmasi bakimindan o6ne ¢ikmistir. Bu durum, S. grandis’in ekonomik
degerinin artmasina ve Tirkiye florasindaki yerinin giiclenmesine yol agacaktir.
SGME’nin kanser tedavisinde yeni bir terapotik ajan haline gelecegi ve 0zellikle ilag
endiistrisinde {irtine yonelik kullanimlarda 6ne ¢ikmasinin miimkiin olacag

distiniilmektedir. Ayrica SGME’nin antikanser etkisi ile birlikte antikanser
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mekanizmasinin da ortaya konulmasi daha etkin, hedefe yonelik koruyucu ve tedavi

edici ila¢ formiilasyonlarinin gelistirilmesini saglayacaktir.

S. grandis bitki tirtnin ilk defa antioksidan ve antikanserojenik etkilerinin
bir arada degerlendirildigi bir ¢alisma olmasi sebebiyle, calismamiz ile elde edilen
sonuclarm bu alanda bundan sonra yapilacak yeni galigmalara ve arastirmalara
kaynak teskil edecegi ve konuyu daha ileri diizeye tasimada 6nemli rol oynayacagi

distiniilmektedir.
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wy BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERi KOORDINATORLUGU
KONYA YUKSEK LISANS TEZ PROJESI SOZLESME PROTOKOLUD

BAP tarafindan desteklenmesine karar verilen projenin yiriitiicisii ve BAP
Komisyonu Baskani arasinda asagida belirtilen protokol imzalanir ve proje
bu sézlesme esaslanina gére desteklenir,

Yiiksek Lisans Tez Projesi Destekleme Protokolii

Taraflar

1. BAP Komisyonu Baskan ile Proje Yuriticisi Yrd.Dog.Dr. Hatice Giil
DURSUN arasinda asagidaki sartlarla bu Sbzlesme Protokolu yapimistir.

Protokolun Konusu

2. Bu protokolun konusu, ekli Yiiksek Lisans Tez Projesi miiracaat
formunda aynntilan Tiirkiye'ye endemik olan Sal grandis tiiriiniin
antioksidan ve insan kolon adenokarsinom hiicre hatts {HT-29) iizerine
antikanserojenik etkisinin arastinimasi adli projenin, BAP tarafindan, bu
protokolda gésterilen sekilde desteklenmistir.

Proje Yiiriitiiciisiiniin Gérevleri

3. Projenin, BAP Proje Destekleme Esaslarna bagh kalarak protokolda ekli
Yiksek Lisans Tez Projesi miracaat formunda belirtilen program iginde,
protokoldeki siire, amag ve sartlara uygun olarak ydritilmesi,
gelistiriimesi ve sonuglandinimasindan proje ylriuticisi sorumludur.

Desteklenmesi kabul edilmis projenin amag, kapsam, silire, program ve
biitcesinde BAP'In yazili izni alinmadan higbir degisiklik yapilamaz.

Arac, Gerec ve Donanim

4. Projeye Tahsis Edilen Techizat

a) Fakiilte, Enstitii ve Yiiksekokullara, temel techizat saglamayi éngéren
gesitten projeler BAP'ca desteklenmez. Bir kuruluga proje verilebilmest igin,
orada en azindan dgretim igin yeterdi altyapi ve techizatin mevcut olmasi
sarti aranir.

b) Proje biitcesi geredince, BAP tarafindan, yurt iginden veya disindan
temin edilerek, projeye tahsis edilen her tirid techizat BAPIn malidir.

<) Bu teghizat proje siiresince, proje yiiriitiicisiiniin gbzetimi altinda ve
sorumlulugundadir.

Gelisim Raporu

5. Proje yiritiiciisii projenin devami siiresince her 6 ayda bir calismalann
gidisi ve harcama durumlanyla ilgili bir gelisme raporu ve aynca
istenildiginde proje ile ilgiii aynntil bilgileri BAP'a vermekle yikOmiadar.
Gelisme raporlan tek niisha olarak verilir.

BAP gerekli goriirse projeyle ilgili calismalan calisma yerinde inceleyebilir.
Bu durumlarda proje yuriitiicisii projeyle ilgili her tiiri teknik, idari ve
mali bilgileri ve belgeleri incelemeye hazir bulundurmak ve incelemeyi
kolaylagtiracak btdn yardimlan yapmakla gérevlidir.

Kesin Rapor

6. Proje ylriticiist, projenin bitiminde bitiin teknik aynntilan ve belgeleri
kapsayan kesin raporu haziramak ve arastirmalan 3 niisha, tez
calismalanni ise 1 niisha olarak BAP'a vermekle yukamlidar,

Giivenlik Tedbirieri

7. Proje ylritiiclisi, proje yerinde kazalan dnleme ve saglik sartlan
bakimindan is kanunu, sosyal sigortalar kanunu ve ilgili diger kanun,
tuzdk ve yonetmeliklere gére gerekli her tiirli giivenlik tedbirlerinin

alinmasindan sorumiudur.

PROJE NO: 151318004

Personel ve Harcamalar

8. Projede calisacak laborant ve teknisyen gibi yardimci personel ile tam
zamanh arastincilar proje yiritiiciist tarafindan bulunup segilir ve proje
miracaat formiillerindeki esaslar cercevesinde goreviendirilir.Bu
elemanlara yapilacak 6demeler ve proje bakimindan gerekli baska
harcamalar proje yriticisi tarafindan, BAP’dan alinacak avanstan,
musbit evrak karsiigh yapilir. Ucretler ve ddemelerden yapilacak gelir
vergisi, Mali Denge Vergisi, sigorta primi, damga vergisi gibi her tirli
kesintilerin yapiimasindan ve gerekli mercilere yatinimasindan proje

Avans, bir aylik yakiasik harcama miktanni gecemez. Verilen bir avansin
usuliine uygun mahsubu yapilmadan yeniden avans verilemez.

Patent Haklar

9. 17.7.1963 tarih ve 278 sayil Kanunun 2/a maddesine gore BAP'ca
desteklenmek suretiyle ele alinan bu projenin sonucunda bir ihtira
meydana gelirse bu ihtira ayni Kanunun 21. maddesi uyannca BAP’ a ait
olacaktir,

Destek Miktar:

10. Projeyi desteklemek amaciyla BAP'ca aynntilan protokolda ekli
Yiiksek Lisans Tez Projesi miiracaat formunda gosterilen toplam
12,000.00 TL. destek saglanacaktir,

Odemenin Kesilmesi

11. Sozlesme geregince yapilan 6demelerin, proje amag ve programina,
s6zlesme sartlarina uygun olarak kullanimadig; gelisme raporiannda,
istenen aynntih bilgilerden, yapilan incelemelerden veya baska sekilerde
anlagilirsa veya proje gelisme raporlan yapilan hatirfatmaya ragmen
zamaninda verilmemisse, baskaca ihbara ldzum kalmadan, sézlesme
geregince yapilan 6demeler her zaman durdurulabilir, Baska talepler sakh
kalmak {izere verilmis arag-gereg ve donatim derhal geri alinir ve BAP'ca
gerekli g6rildGgi takdirde, proje, gidumli olarak baska bir aragtinciya -
veya arastirma grubuna- verilebilir. Projenin bu yolla sonuglanmasi ile
saglanacak yararlardan, proje ile iliskisi kesilenler hicbir hak talep
edemez.

Yiirirliliik Siiresi

12. Bu Protokol 08-10-2015 tarihinden 07-04-2017 tarihine kadar
ylrariiktedir,

Protokoliin Uzatiimas:

13. Protokol siiresinin uzatimasi uzatmanin protokol siiresinin bitimi
tarihinden 2 ay dnce teklif edilmesine ve BAP Komisyonunca uygun
gorilerek bu konudaki esaslar geredince kararlastinimasina baghdr.

Ikametgahin Degistirilmesi

14, Bu protokolla ilgili yazisma ve tebligat birinci maddede yazih adrese
yapilir. Proje yUritiicisi adresini degistirdigi takdirde bunu en geg 10 gin
icinde BAPa bildirmeye mecburdur. lkametgah degisikligi bildirilmemigse,
eski ikametgaha génderilen yazi ve tebligat yeni ikametgahta yapiimis
sayihir.

Protokol Giderleri

15. Protokol giderleri BAP tarafindan &denir.

Yetkili Merci

16. Aragtirmanin her ne sebeble olursa olsun protokol ylriridk sdresi
icerisinde Arastirmaci tarafindan tamamlanamamasi halinde BAP
tarafindan aragtirma igin verilen kullaniimis 6deneginin tamami, oddenegi
kullanmaya basladig: tarihten itibaren 6183 Sayili Amme Alacaklanna
uygulanacak Kanun Hiikimleri gergevesinde (En yiksek faiz ile birlikte)
tahsil edilecektir,

17. Anlagmazlik halinde yetkili merci, KONYA Mahkeme ve icra
Daireieridir.

Proie Yiriitiiciisii
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Komisyon Baskani
Prof.Dr. Tahir YUKSEK
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Sayin
Yrd. Dog. Hatice Giil DURSUN
‘Tibbi Biyoloji Anabilim Dah Ogretim Uyesi

I1gi:07.09.2015 tarihli dilekgeniz;

“Tiirkiye’ye endemik olan Salsola grandis tiiriiniin antioksidan ve insan kolon
adenokarsinom hiicre hatti (HT-29) iizerine antikanserojenik etkisinin arastmlmasn
bashikli, Yrd. Dog. Hatice Giil DURSUN’ nun sorumlulugunda, Ars. Gor. Seda SIRIN’ nin
yardime arastirmacisi oldugu yiiksek lisans tez ¢alismas: hakkinda Fakiiltemiz Ilag ve Tibbi Cihaz
Disi Arastirmalar Etik Kurulunun 18 Eyliil 2015 tarihinde aldigs 2015/329 sayihi karar ilisikte
gonderilmistir.

Bilgilerinizi rica ederim.

Prof. Dr. Saim ACIKGOZOGLU
Ilac ve Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar
Etik Kurul Baskani

ek

Eki: 1




_NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplanti Sayis1:18 ‘ Toplanti Tarihi: 18.09.2015

Karar Savisi:2015/329:Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Hatice Giil DURSUN’ un “Tiirkiye’ye endemik olan Salsola grandis
tiiriiniin antioksidan ve insan kolon adenokarsinom hiicre hatti (HT-29) iizerine antikanserojenik
etkisinin arastiritlmas1” baslikli yiiksek lisans tez galigmasi ile ilgili 07.09.2015 tarihli dilekgesi ve ekleri
goriigtildii, Ars. Gor. Seda SIRIN’ in yiiksek lisans tez ¢aligmasinin Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri
Boliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Hatice Gil DURSUN’ un

sorumlulugunda biitge desteginin saglandigna dair belgenin Ilag ve Tibbi Cihaz Disi Arastirmalar Etik -

Kuruluna sunulduktan sonra ¢alismanin baslamasinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
Sorumlu Arastirmaci: Yrd. Dog. Dr. Hatice Giil DURSUN
Yardime: Arastirmact: Ars. Gor. Seda SIRIN
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Abstract: Introduction: Plants canstitute a primary source of traditional drugs which are highly effective in the treatment of
many forms of cancer. Materials and Methods: Antioxidant content of S. grandis methanal extract (SGME) was
determined spectrophatometrically. The phenalic acid composition of SGME was determined by LC-MS/MS
analysis. The antiproliferative effect of SGME on the HT-29 was determined by MTT method. Following the
treatment with SGME, the change in the expression levels of the genes and proteins involved in the apoptosis in
HT-29 was determined by RT-PCR and Western blot. Results: It was shown that while its total phenolics content i
the highest, SGME's licopene content is the lowest. In the phenolic acid composition of the plant extract, vanillic
acid is the companent with the highest amount, while the companent with the lowest amount is gallic acid. The
|Cep dose of the plant extract was calculated as 250 pg/ml for 48 hours. The decrease was identified as 1.63 fold

In the expression of the BCLZ2 gene, compared to the control. The expression of BAX, CASF3, CASFT, CASPE,
CASPY, CYCS, FAS and TP33 genes increased to 1.52, 1.52, 1.76, 1.61, 1.46, 1.91, 1.16 and 1.79 fold,
respectively, compared to the control. According to westemn blot analyses, the expression levels of proteins were
consistent with the expression levels of the genes. Conclusions: It is believed that SGME would become a new
therapeutic agent for cancer treatment and that it may stand out in the product-oriented applications in the
pharmaceutical industry.
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[ Introduction

)

Plants constitute a primary source of traditional drugs which are highly
effective in the treatment of many forms of cancer.

l Materials and Methods

Antioxidant content of S. grandis methanol extract (SGME) was determined
spectrophotometrically.

The phenolic acid composition of SGME was determined by LC-MS/MS
analysis.

The antiproliferative effect of SGME on the HT-29 was determined by MTT
method.

Following the treatment with SGME, the change in the expression levels of the
genes and proteins involved in the apoptosis in HT-29 was determined by RT-
PCR and Western blot.
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Results

)

It was shown that while its total phenolics content is the highest, SGME's

licopene content is the lowest.

Table 1. Antioxidant content of the methanolic extract

Antioxidant content (mg/g)

Ascorbic B-Carot L. Total Total Total
) -Carotene copene _ : .
acid yeop alkaloid flavonoid phenolic

5.37+0.01 0.30+0.00 0.05+0.00 0.12+0.00 40.98 +0.05 48.85+0.09

Table 2. Antioxidant activity of the methanolic extract

Antioxidant activity

Pl lipid

Metal chelating asnfz f_’l DPPH
croxiaation

IC5, (mg/mL) P IC5, (mg/mL)

5.36 £0.00 21.45 £+ 0.04 0.08 = 0.00

In the phenolic acid composition of the plant extract, vanillic acid is the

component with the highest amount, while the component with the lowest
amount is gallic acid.

Table 3. Phenolic acid composition of the methanolic extract

Phenolic acid composition (ng/g)
Gallic acid <0.02
Caffeic acid 0.02 = 0.00

p-Coumaric acid 0.06 + 0.00

Vanillic acid 0.24 + 0.00
Chlorogenic acid 0.03 +0.00
Syringic acid 0.14 + 0.00
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Results ]

The ICS50 dose of the plant extract was calculated as 250 pg/mL 48 hours.

Fisure 1. Antiproliferative effect of the methanolic extract on HT-29 cells for

24,48 and 72 h.
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In the expression of the BCL2 gene, compared to the control, a decrease of
1.63 times per dose was identified.

In the expression of BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, FAS and
TPS3 genes, there was an increase of 1.52, 1.52, 1.76, 1.81, 1.46, 1.91, 1.18 and
1.79 fold per dose, respectively, compared to the control.

Ficure 2. Effect of the methanolic extract on expression levels of senes role in

apoptosis on HT-29 cells for 48 h.

Fold Change

BCL-2 BAX CASP3 CASP7 CASP8 CASP9 CYCS
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l Results |

The expression levels of obtained proteins were considered consistent with the
expression levels of the genes.

Figure 3. Effect of the methanolic extract on expression levels of proteins role
in apoptosis on HT-29 cells for 48 h.
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l Conclusion |

It is believed that SGME would become a new therapeutic agent for cancer
treatment and that it may stand out in the product-oriented applications in the
pharmaceutical industry.
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process to convert EACCME credit to AMA credit can be found at www.ama-assn.org/qo/internationalcme.

Organiser: COngressfFﬁce: Contact:

European Society of Human Genetics ESHG 2017 p:+431405138311
c/o Vienna Medical Academy f:+43 1407 8274
Alser Str. 4 m: conference@eshg.org
1090 Vienna, Austria www.eshg.org/eshg2017




8. 0ZGECMIS

KISISEL BiLGILER

Ad1-Soyadi : Seda SIRIN

Uyrugu - T.C.

Dogum Yeri : Altindag/ANKARA

Dogum Tarihi : 11.06.1989

ILETISiM BiLGILERI

E-posta : sdasirin@hotmail.com

EGITIiM BILGILERI

Doktora : Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Biyoloji Anabilim

Dali (Ankara) (2013-)

Tezli Yuksek Lisans : Necmettin Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali (Konya) (2014-2017)

Tez : Tirkiye’ye Endemik Olan Salsola grandis Turintn
Antioksidan ve Insan Kolon Adenokarsinom Hiicre Hatti (HT-29) Uzerine
Antikanserojenik Etkisinin Arastirilmasi

Tez Danismani : Yrd. Dog. Dr. Hatice Giill DURAKBASI DURSUN

Tezli Yuksek Lisans : Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Biyoloji Anabilim
Dali (2011-2013) (Ankara) 3.93/4

Tez . Stres Altindaki Baz1 Bitkilerde Biyoteknolojik Onemi Olan
Fenilalanin Amonyum Liyaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi, Optimizasyonu
ve Karakterizasyonu (11. Sanayi ve Teknoloji Tezleri Ugtinculik Odiilii (1.500 TL))
Tez Damismani : Prof. Dr. Belma ASLIM

Lisans : Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii (Ankara)
(2007-2011) 3.80/4

Lise : Ogretmen Necla Kizilbag Anadolu Lisesi (Ankara) (2003-
2007) 86.01/100

iS BILGILERI

T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma
Kurumu (TUBITAK), Kimya ve Biyoloji Arastrma Destek Grubu Bilimsel
Programlar Uzman Yardimcisi (Ankara) (28 Aralik 2015-)
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Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Bolimii,
T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1 Aragtirma Gorevlisi (Konya) (26 Subat 2014-25 Aralik
2015)

YABANCI DiL. BiLGiSi

Ingilizce (Intermediate)

BILGISAYAR BIiLGiSi

Microsoft Word, Excel, Powerpoint, Windows XP, Windows 7, Windows 8,
Windows 10

Doruk Bilgi Teknolojileri Bilgisayar Isletmenlik Sertifika Programi (Ankara) (19
Nisan-18 Mayis 2014) (92/100)

DiGER BiLGIiLER

STAJ:

Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi (GATA) (Ankara) Biyokimya ve Klinik
Biyokimya Anadali (14 Haziran- 02 Temmuz 2010)

Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi (GATA) (Ankara) Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Tibbi Genetik Bilim Dal1 (05 Temmuz- 23 Temmuz 2010)

Yenimahalle Mustafa Kemal Lisesi (Ankara) Ogretmenlik Uygulamasi (11 Subat-14
Haziran 2013)

KONGRE:

Osmangazi Universitesi 22. Ulusal Biyoloji Kongresi (Eskisehir) (23-27 Haziran
2014)

Ege Universitesi 21. Ulusal Biyoloji Kongresi (Izmir) (03-07 Eyliil 2012)
POSTER:

Seda Sirin, Belma Aslim, ‘‘Determination of antioxidant capacity, phenolic acid
composition and antiproliferative effect associated with phenylalanine ammonia
lyase (PAL) activity in some plants naturally growing under salt stress”, 2nd
International Conference on Natural Products for Cancer Preventation and Therapy,
08-11 Kasim 2017, Kayseri, Turkiye.

Seda Sirin, Hatice Giil Durakbasi Dursun ve Belma Aslim, ‘‘Investigation of
antimetastatic effect on human colon adenocarsinoma cell line (HT-29) of Salsola
grandis species which is endemic in Turkey”, 1. Uluslararas1 Kanser ve Iyon
Kanallar1 Kongresi, 21-23 Eylul 2017, Sanliurfa, Tiirkiye.
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Seda Sirin, Hatice Giil Durakbasi Dursun ve Belma Aslim, ‘‘Investigation of
anticancerogenic effect on human colon adenocarsinoma cell line (HT-29) and
antioxidant effect of Salsola grandis species which is endemic in Turkey”, European
Conference of Human Genetics 2017, 27-30 Mayis 2017, Kopenhag, Danimarka.

Stmeyra Cetinkaya, Ilknur Cmar, Seda Sirin, Hatice Gul Dursun, “Turkiye’ye
Endemik Achillea ketenoglui (Ankara civanpercemi) Turune ait Metanol ve Su
Ekstraktlarmin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 (HCT 116 ve HT-29) Uzerindeki
Sitotoksik Etkileri”, 3. Uluslararasi Ila¢ ve Eczacilik Kongresi, 26-29 Nisan 2017,
Istanbul, Tiirkiye.

Eda Biiker, Stimeyra Cetinkaya, Seda Sirin, Ilknur Cinar, Hatice Giil Dursun,
“Achillea ketenoglui Tiirtine ait Farkli Ekstraktlarin Total Fenolik ve Total Flavonoid
Madde Miktarlarinin Karsilastirilmas1”, 3. Uluslararas1 ilag ve Eczacilik Kongresi,
26-29 Nisan 2017, Istanbul, Tiirkiye.

Seda Sirin, Selcen Babaoglu Aydas ve Belma Ashim, ‘‘Fenilketonurili Hastalara
Yénelik Diyet Tedavisinde Enzim ilaveli Fonksiyonel Kullanilabilecek Bitkisel
Kaynakli Fenilalanin Amonyum Liyaz Eldesi’’, Turkiye Cumhuriyeti Ekonomi
Bakanligi, Tiirkiye Ihracatcilar Meclisi, Tiirkiye Inovasyon Haftasi, 03-05 Aralik
2015, Istanbul.

Seda Sirin, Selcen Babaoglu Aydas ve Belma Ashim, ‘‘Fenilketonurili Hastalara
Yénelik Diyet Tedavisinde Enzim ilaveli Fonksiyonel Kullanilabilecek Bitkisel
Kaynakli Fenilalanin Amonyum Liyaz Eldesi’’, IIl. Gida Ar-Ge Proje Pazan
Siirdiiriilebilirlik ve Rekabetgilik i¢in inovasyon, 21-22 Nisan 2015, Izmir (Mansiyon
Odiilt 1500 TL).

Seda Sirin, Selcen Babaoglu Aydas ve Belma Aslim, ‘‘Fenilketonuri Tedavisinde
Biyoteknolojik Onemi Olan Fenilalanin Amonyum Liyaz Enziminin Cyathobasis
fruticulosa Bitkisinde Belirlenmesi ve Optimizasyonu’’, 22. Ulusal Biyoloji
Kongresi, 23-27 Haziran 2014, Eskisehir.

Seda Sirin, Selcen Babaoglu Aydas ve Belma Ashim, ‘‘Fenilketonuri Tedavisinde
Biyoteknolojik Onemi Olan Fenilalanin Amonyum Liyaz Enziminin Cyathobasis
fruticulosa Bitkisinde Belirlenmesi ve Optimizasyonu’’, Cocuk Beslenme ve
Metabolizma Dernegi, PKU’da Yenilikler IT Toplanti Programi, 21-22 Subat 2014,
Ankara.

Seda S$irin, Selcen Babaoglu Aydas ve Belma Aslim, “‘Fenilalanin Amonyum
Liyaz’in Biyoteknolojik Kullanim1 Igin Bazi Bitkilerde Taranmasi1 ve Farkli
Kosullarda Aktivitesinin Belirlenmesi’’, 21. Ulusal Biyoloji Kongresi, 3-7 Eylil
2012, izmir, PC-116, Sayfa: 786.

SEMINER:

Mega Hafiza, Beyni Etkin Kullanma Semineri (Ankara) (27 Kasim-11 Aralik 2013)

Mega Hafiza, Mega Hizli Okuma Semineri (Ankara) (30 Eylul-11 Ekim 2013)
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http://www.megaegitim.com/seminer02.asp

Kaplan Uluslararast Medikal Saghk Insaat Taahhiit Sanayi ve Tic A.S., Thermo
Scientific Pataloji ve Sitoloji Semineri (Ankara) (8 Mayis 2013)

Qiagen SABioscience, Real-Time PCR Tabanli Gen Ekspresyonu, Mutasyon ve
Metilasyon Profilleme Semineri (Ankara) (29 Mart 2012)

Incekaralar, Eppendorf Pipet Klinik, Pipetlemede Prensipler, Pipetlerde Ergonomi ve
Dezenfeksiyon Konulara Iliskin ‘‘Eppendorf Pipet Semineri’> (Ankara) (13 Mart
2013)

PLATFORM:

Ege Universitesi, Uluslararas1 Katilimli 4. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma
ile Uygulama Platformu (izmir) (27-30 Agustos 2010)

ETKINLIK:

Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji ve Genetik Toplulugu, ‘Biyogesitlilik 2010:
Tim Cesitliligiyle Yasam’ Etkinligi (Ankara) (30-31 Ekim 2010)

KURS:

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Hemsirelik Boliimii, Temel Ilkyardim
Kursu (Ankara) (15-16 Mart 2014)

Biyologlar Dayanisma Dernegi, Cevresel Etki Degerlendirmesi Kursu (Ankara) (25-
26 Eylil 2010)

SERTIFIKA:

Necmettin Erbakan Universitesi Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi Etik Kurulu Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1 (Konya) (16-25 Subat
2015)

TSC Akademi, Basar1 Sertifikas1 ISO 13485 Tibbi Cihazlar Kalite Yonetim Sistemi
(Ankara) (29-30-31 Agustos 2014)

TSC Akademi, Basari Sertifikast ISO/IEC 17025:2005 Deney ve Kalibrasyon
Laboratuvarlarinin ~ Yeterliligi, GMP- Iyi Uretim Uygulamalari, GLP- lyi
Laboratuvar Uygulamalari (izmir) (24-25 Agustos 2013)

Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenligi Boliimii, Pedogojik
Formasyon Sertifikas1 (Ankara) (2012-2013)

TSC Akademi, Basar1 Sertifikas1 ISO 22000:2005 Gida Giivenligi Yonetim Sistemi

(HACCP), BRC Gida Giivenligi Global Standarti-Versiyon 6 (Ankara) (18 Mayis
2013)
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Artibel, Basar1 Sertifikas1 ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi, ISO 14001:2004
Cevre Yonetim Sistemi, OHSAS 18001:2007 is Saglig1 Giivenligi Yonetim Sistemi
I¢ Tetkikei Egitimi (Ankara) (10-11 Kasim 2012)

Artibel, Basar1 Sertifikas1 ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi, ISO 14001:2004
Cevre Yonetim Sistemi, OHSAS 18001:2007 Is Saghig Giivenligi Yonetim Sistemi,
KAIZEN (Siirekli lyilestirme) Sistemi Temel Egitimi (Ankara) (13-14 Ekim 2012)

Turkish British Association (TBA) - Ingilizce Intermediate Seviye (Ankara) (2 Eylil
2008- 11 Ocak 2009)

Turkish British Association (TBA) - ingilizce Lower Intermediate Seviye (Ankara)
(4 Subat-30 Mayis 2008)

Turkish British Association (TBA) - Ingilizce Elementary Seviye (Ankara) (1 Aralik
2007-1 Subat 2008)

BURS:

TUBITAK 2210-Yurt Igi Yiiksek Lisans Burs Programi 2012-Normal Donem
Bursiyeri (Ekim 2012-Haziran 2013)

TUBITAK 2211-E Dogrudan Yurt I¢i Doktora Burs Programi 2013-2. Dénem
Bursiyeri (Feragat)

ARASTIRMA PROJELERI:

Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi, Tiirkiye’ye
Endemik Olan Salsola grandis Tiriiniin Antioksidan ve Insan Kolon Adenokarsinom
Hiicre Hatti (HT-29) Uzerine Antikanserojenik Etkisinin Arastirilmasi”, Proje
Yiiriitiiciisii: Yrd. Do¢. Dr. H. Giil DURSUN, Arastirmact: Ars. Gor. Seda Sirin
(2015)

Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi, Tiirkiye’ye
Endemik Olan Achillea ketenoglui (Ankara Civanpercemi) Tirilnin ve Casticin
Flavonoidinin Kolon Kanseri Hiicreleri Uzerindeki Anti-kanser Potansiyellerinin
Degerlendirilmesi, Proje Yiriitiiciisii: Yrd. Dog¢. Dr. H. Giil DURSUN,
Arastirmacilar: Ars. Gor. Ilknur Cinar, Uzman Bio. Siimeyra Cetinkaya, Ars. Gor.
Canan Eroglu Ars. Gor. Seda Sirin (2015)

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi, Stres Altindaki Bazi
Bitkilerde Biyoteknolojik Onemi Olan Fenilalanin Amonyum Liyaz Enziminin
Aktivitesinin ~ Belirlenmesi,  Optimizasyonu ve  Karakterizasyonu, Proje
Kodu:46/2012-01, Proje Ydiriticisii: Prof. Dr. Belma Aslim, Arastirmacilar: Yrd.
Dog. Dr. Selcen Babaoglu Aydas, Seda Sirin (2012)

Gazi Universitesi, Fenilketoniri, Proje Ydriticisi: Dog. Dr. Zehra Nur
YUKSEKDAG (2011)
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http://www.facebook.com/events/499336183410004/
http://www.facebook.com/events/499336183410004/
http://www.facebook.com/events/499336183410004/
http://www.facebook.com/events/499336183410004/
http://www.facebook.com/events/499336183410004/
http://www.facebook.com/events/499336183410004/

Gazi Universitesi, Nanomateryaller ve Genotoksik Etkileri, Proje Ydr(tiicsi: Prof.
Dr. Fatma UNAL (2011)

EGITIMLER:

Biyoakademi, Ger¢ek Zamanli (Real Time) PCR Veri Analizi (Ankara) (28 Ocak
2015)

Tiibitak, Oryantasyon Egitimi (Ankara) (25 Ocak-3 Subat 2016)

Tubitak MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisi, Ileri Molekiiler
Hiicre Biyolojisi Teknikleri Uygulamal1 Egitimi (Gebze) (08-12 Haziran 2015)

Tubitak MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitusi, Temel
Molekdiler Hiicre Biyolojisi Teknikleri Uygulamali Egitimi (Gebze) (04-08 Mayis
2015)

Biyoakademi, Filogenetik Agaglar, Molekiiler Evrim ve Uygulamalar (Ankara) (25-
26 Nisan 2015)

Gazi Universitesi Proje Koordinasyon Uygulama ve Arastirma Merkezi, Proje
Dongiisii Yonetimi (PCM) Egitimi (Ankara) (21-21/28-29 Eylil 2014)

Gazi Universitesi Kariyer Planlama Uygulama ve Arastirma Merkezi, Kendini Bil,
Kendini Bul Egitimi (Ankara) (20 Subat 2014)

Biyoakademi, Biyoinformatigin Temelleri Hizlandirilmis Egitimi (Ankara) (28
Aralik 2013)

Gazi Universitesi Kariyer Planlama Uygulama ve Arastirma Merkezi, Ik Adm: Iyi
Bir Baglangi¢ (Miilakat Teknikleri) (Ankara) (29 Kasim ve 13 Aralik 2013)

Yedi Yildiz Akademi, C Smufi Is Giivenligi Uzmanhg Temel Egitim Programi
(Ankara) (4 Kasim-2 Aralik 2013)

Gazi Universitesi Kariyer Planlama Uygulama ve Arastirma Merkezi, Ozge¢mis
Hazirlama Teknikleri Egitimi (Ankara) (31 Ekim 2013)

TOPLANTILAR:

Cocuk Beslenme ve Metabolizma Dernegi, PKU’da Yenilikler II Toplant1 Programi
(Ankara) (21-22 Subat 2014)

PATENT:
Tuz Stresi ile Indiiklenmis Bitkilerden Elde Edilen Fenilalanin Amonyum Liyaz

Enzimi (Seda SIRIN, Yrd. Dog. Dr. Selcen BABAOGLU AYDAS ve Prof. Dr.
Belma ASLIM) Basvuru Numarasi: 2013/10273
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http://gmbe.mam.tubitak.gov.tr/tr
http://gmbe.mam.tubitak.gov.tr/?q=tr/icerik/temel-molekuler-hucre-biyolojisi-teknikleri-uygulamali-egitimi
http://gmbe.mam.tubitak.gov.tr/?q=tr/icerik/temel-molekuler-hucre-biyolojisi-teknikleri-uygulamali-egitimi
http://gmbe.mam.tubitak.gov.tr/tr
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http://gmbe.mam.tubitak.gov.tr/?q=tr/icerik/temel-molekuler-hucre-biyolojisi-teknikleri-uygulamali-egitimi

CALISTAYLAR:

Dokuz Eylul Universitesi, 1. Deneysel Hayvan Arastirmalarinda Tasarim, Modeller
ve Yayin Calistayi (izmir) (16-17 Ocak 2016)

CALISMALAR:

Akademik Kogluk ve Danismanlik Hizmetleri (ALIFECO), Temel Makale Yazimi
Atélye Calismasi (Ankara) 30 Agustos 2014

YAYINLAR:

Babaoglu Aydas, S., Sirin, S., Aslim, B. Biochemical analysis of Centaurea depressa
phenylalanine ammonia lyase (PAL) for biotechnological applications in
phenylketonuria (PKU). Pharmaceutical Biology 2016. 54 (12), 2838-2844.

Sirin, S., Babaoglu Aydas, S., Aslim, B. Biochemical evaluation of phenylalanine
ammonia lyase from endemic plant Cyathobasis fruticulosa (Bunge) Aellen. for the
Dietary Treatment of Phenylketonuria. Food Technology and Biotechnology 2016.
54 (3) 296-303.
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https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55369814900&zone=
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=57189580500&zone=
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55892978400&zone=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84973162721&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=0&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84973162721&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=0&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84973162721&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=0&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/21082?origin=resultslist
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=57189580500&zone=
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55894626900&zone=
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55892978400&zone=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84991072034&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=1&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84991072034&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=1&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-84991072034&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=sirin&st2=seda&nlo=1&nlr=20&nls=count-f&sid=46E9512F010DB1FB4D752101EDB43460.wsnAw8kcdt7IPYLO0V48gA%3a123&sot=anl&sdt=aut&sl=32&s=AU-ID%28%22%c5%9eirin%2c+Seda%22+57189580500%29&relpos=1&citeCnt=0&searchTerm=
https://www.scopus.com/sourceid/15632?origin=resultslist

