T.C.
GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOLOJI (ECZ.) ANABILIM DALI

CYCLOTRICHIUM NIVEUM L.’DEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN

SITOTOKSIK AKTIVITELERININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Ecz. Metin YILDIZ

Tez Danigsmani

Prof. Dr. Mustafa ARK

ANKARA
Subat 2014



T.C.
GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FARMAKOLOJI (ECZ.) ANABILIM DALI

CYCLOTRICHIUM NIVEUM L.’DEN ELDE EDILEN EKSTRELERIN
SITOTOKSIK AKTIVITELERININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Ecz. Metin YILDIZ

Tez Danismani

Prof. Dr. Mustafa ARK

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan SBE-02/2011-25 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
Subat 2014



TG,
GAZi UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Farmakoloji (Ecz.) Ana Bilim Dali Yiiksek Lisans Programi
¢ercevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi : 28/03/2014

vk

Prof. Dr:‘Mustafa Ark
Gazi Universitesi
Jiiri Bagkani

Prof. Dr. ilk'fl_y Erdogan Orhan Prof. Dr. Niliifer Nermin Turan Dural
Gazi Universitesi Gazi Universitesi



ICINDEKILER
Kabul ve Onay
icindekiler
Resimler
Grafikler
Tablolar
Kisaltmalar
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasi
2.2. Cyclotrichium Genusu, Cyclotrichium niveum ve Biyoaktiviteleri
2.2.1. Cyclotrichium niveum ve Biyoaktiviteleri
2.3. Kanserin Tanimi ve Ozellikleri
2.4. Kanser Olusumunun Nedenleri
2.5. Karsinojenler ve Siniflandiriimalari
2.6. Kanser Tedavisi
2.6.1. Kanser Tedavisinde Kullanilan ilaclar (Antineoplastik Ajanlar)
2.6.1.1. Alkilleyici Ajanlar
2.6.1.2. Antimetabolitler
2.6.1.3. Vinca Alkaloitleri ve Bitkisel Kaynakl Diger ilaglar
2.6.1.4. Sitotoksik Antibiyotikler
2.6.1.5. Sisplatin, Diger Platin Turevleri ve Amifostin
2.6.1.6. Protein Kinaz inhibitorleri
2.6.1.7. Hormonlar ve Hormon Antagonistleri

2.6.1.8. Monoklonal Antikorlar

Vi

A A W W

10
10
11
12
12
12
13
13
14
14
14

15



2.6.1.9. Diger Antineoplastik ilaglar

3.GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ekstreler
3.1.2. Kullanilan Aletler

3.2. Yontem

3.2.1. Hucre Kultara

3.2.2. Faz Kontrast Mikroskobisi

3.2.3. Gergek Zamanli Hicre Analiz Sistemi ile Sitotoksik

Etkinin Gézlenmesi
3.2.4. MTT Analizi
3.2.5. Istatistiksel Analiz
4 BULGULAR

4.1. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin HeLa Hicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

4.2. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin HepG2 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

4.3. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin MCF-7 Huicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

5. TARTISMA
6. SONUC

7. OZET

8. SUMMARY

9. KAYNAKLAR

15
17
17
17
17
18
18
19

19

20

21

22

22

29

36

43

46

47

49

51



10. TESEKKUR

11. OZGEGMIS

58

59



RESIMLER

Resim 1: Cyclotrichium niveum®- Genel gériiniis

Resim 2: HelLa hucrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan

maksimum konsantrasyonda uygulanan sulu ve etanollu ekstreler

Resim 3. HelLa hucrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Resim 4. HelLa hicrelerinde C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Resim 5. HepG2 hicrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki
olusturmayan maksimum konsantrasyonda uygulanan sulu ve etanollu

ekstreler

Resim 6. HepG2 hucrelerinde C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Resim 7. HepG2 hucrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Resim 8. MCF-7 hicrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki
olusturmayan maksimum konsantrasyonda uygulanan sulu ve etanolll

ekstreler

Resim 9. MCF-7 hucrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Resim 10. MCF-7 hicrelerinde C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki



GRAFIKLER

Grafik 1: C. niveum’un ugucu yaginin rat ileumundaki spontan
kasilmalari 6nleyici etkisi

Grafik 2. HelLa hucrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan

sulu ekstrenin farkli konsantrasyonlarda uygulanisi

Grafik 3. HelLa hucrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan

etanolll ekstrenin farkli konsantrasyonlarda uygulanisi

Grafik 4. HelLa htcrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrelerin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Grafik 5. HelLa hicrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin 1Csq

grafigi

Grafik 6. HelLa hiucrelerinde C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Grafik 7. HeLa hucrelerinde C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin 1Csg

grafigi

Grafik 8. HelLa hucrelerinde diklorometanli ve etil asetatli ekstrelere ait

ICso degerleri arasindaki anlamli farkhligr gosteren grafik

Grafik 9. HelLa hucrelerinde MTT analiz yontemiyle yapilan,

diklorometanl ve etil asetatli ekstrelere ait 1Cso grafigi

Grafik 10. HepG2 hucrelerinde C. niveum’a ait sitotoksik etki
olusturmayan sulu ve etanolli ekstrenin maksimum konsantrasyonda

uygulanigi

Grafik 11. HepG2 hucrelerinde C. niveum’a ait etil asetatl ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Grafik 12. HepG2 hicrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Vi



Grafik 13. Diklorometanli ve etil asetath ekstrelerin konsantrasyon

bagimli olusturdugu ylzde cinsinden HepG2 canlilik oranlari

Grafik 14. HepG2 ve Hela hicrelerinde diklorometanh ve etil asetatl
ekstrelerin 300 pug/ml konsantrasyonda olusturduklari ylzde cinsinden

hicre 6limu

Grafik 15. MCF-7 hicrelerinde C. niveum’a ait diklorometanl ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Grafik 16. MCF-7 hucrelerinde C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

ICso grafigi

Grafik 17. MCF-7 hicrelerinde C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki

Grafik 18. MCF-7 hucrelerinde C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin 1Csg

grafigi

Grafik 19. MCF-7 hicrelerinde diklorometanli ve etil asetatli ekstreler

arasindaki ICsq farkliigini gésteren grafik

Grafik 20. MCF-7 hucrelerinde MTT analiz ydntemiyle vyapilan,

diklorometanl ve etil asetatl ekstrelere ait ICsq grafidi

Vii



TABLOLAR

Tablo 1: Onkolojideki bazi temel kavramlar

Tablo 2: Diklorometanli ve etil asetatli ekstrelerin HeLa ve MCF-7
hicrelerinde RTCA ve MTT ydntemiyle hesaplanan ICsq degerleri

viii



KISALTMALAR
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1. GIRiS

Kelime anlami olarak kanser, bir organ veya dokudaki
hucrelerin duzensiz olarak bolunup ¢ogalmasiyla beliren kotu tumorlerdir.
Genel anlamda ise kanser vicudumuzun cesitli bélgelerindeki hlcrelerin
kontrolsliz gogalmasi ile olugsan 100'den fazla hastalik grubudur. Cok ¢esitli
kanser tipleri olmasina ragmen, hepsi anormal hicrelerin kontrol disi
¢ogalmasi ile baglar. Tedavi edilmez ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6lume
dahi neden olabilir. Ulkemizde 2012 yilinda élime sebep olan ilk alti
hastalik grubu sirasiyla; %37,9 ile dolagim sistemi hastaliklari, %21,1 ile
kot huylu tumorler (malign neoplazmlar), %9,7 ile solunum sistemi
hastaliklari, %6,0 ile endokrin, beslenme ve metabolizmayla ilgili
hastaliklar, %4,3 ile sinir sistemi ve duyu organlari hastaliklari ve %4,1 ile

dissal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler olarak gériilmektedir?.

Uluslararasi verilere gore, 2008 yili tamaminda 12,4 milyon
tahmin edilen yeni vaka ve 7,6 milyon olum kanser yuzinden meydana
gelmistir. Insidans yéninden diinyada en yaygin kanserler akciger (1,52
milyon), meme (1,29 milyon) ve kolorektal (1,15 milyon) kanserleridir. Kotu
prognoz nedeniyle akciger kanseri ayni zamanda en fazla 6lime (1,31
milyon) neden olan kanser tipiyken, onu mide kanseri (780.000 6lim) ve

karaciger kanseri (699.000 6liim) izlemistir®®.

Kanser tedavisinde bitkisel kaynakli ilaglarin énemli bir yeri
bulunmaktadir. Vinca rosea bitkisinden elde edilen; vinkristin, vinblastin,
vindesin, vinorelbin, Podophyllum tlrlerinden elde edilen; podofilotoksin,
etopozit, tenipozit ile Taxus turlerinden elde edilen paklitaksel ve
dosetaksel bitkisel kaynakli antikanser ilaglardir®. Tedavide kullanimda
olan bu ilaglarin yani sira yeni ilag gelistirmek adina ¢ok sayida bitki

antikanser aktivite yonunden taranmaktadir.



Cyclotrichium niveum bitkisi Lamiaceae familyasinin bir Gyesi
olup {lkemizde yetisen endemik bir tirdiir"®. C. niveum (izerinde yapilan
calismalar bitkinin ugucu yaginin antioksidan, antispazmodik ve
asetilkolinesteraz inhibitor, sulu ve etanolli ekstrelerinin antioksidan,
antimikrobik ve asetilkolinesteraz inhibitér, metanolli  ekstresinin
antioksidan, diklorometanh ve etil asetath  ekstrelerinin ise
asetilkolinesteraz inhibitér etkiye sahip oldugunu gostermistir®*?. Fakat
daha 6nce C. niveum bitkisi sitotoksisite yoninden degerlendiriimemistir.
Bu tez kapsamindaki ¢alismalarimizla bitkinin sulu, etanolll, diklorometanli
ve etil asetatli ekstrelerinin olasi sitotoksik etkileri HeLa, HepG2 ve MCF-7

hucreleri Uzerinde incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasi

Lamiaceae familyasi dunyada yaklasik 250 cins ve 7000 tur
ile temsil edilmektedir*®. Bu familya Uyeleri Akdeniz Ulkeleri basta olmak
Uzere; Avustralya, Glney Bati Asya ve Glney Amerika’da yogun yayilis
gostermektedir'®.  Tirkiye Lamiaceae familyasinin  énemli gen
merkezlerinden biridir. Bu familya Ulkemizde 42 cinse ait yaklagik 570 tur
ile temsil edilir>*’. Ulkemizdeki endemizm orani yaklasik % 44,5 olan bu
familya, icerdigi takson sayisi bakimindan Turkiye’nin en zengin Gguncu

familyasi konumundadir’®*31®

. Lamiaceae familyasi Uyelerinin ¢godunun
ugucu yaglar ve diger sekonder metabolitler bakimindan zengin olmasi
sebebiyle; tip, eczacilik, gida, kozmetik ve parfumeri gibi alanlarda oldukga
biiylik 6neme sahiptir*>*°. Diger taraftan bu familya Gyelerinin tlkemizdeki

etnobotanik kullanimi da oldukga yaygindir®®2*,

Lamiaceae familyasina ait bitkiler bir veya ¢ok yillik, genellikle
otsu, bazen g¢alimsi, nadiren ada¢ seklinde (Hyptis sp.) veya tirmanici
(Scutellaria sp.), cogunlukla salgi tiya tasiyan, aromatik bitkilerdir. Gévde
genellikle dort kdselidir. Yapraklar basit, bazen pargali, stipulasiz, karsilikli
ve dekusat diziliste olabilir. Damarlanma genellikle pennattir. Cicek durumu
cogunlukla vertisillastrum, bazen spika kapitulum, rasem ve simoz
durumundadir. Cicekler; ginodioik bitkilerde hermafrodit veya erkek gicek
korelmis ve fonksiyon olarak disidir. Brakteler yapraklardan farkli veya
benzer, brakteoller genellikle kuguk, bazen vyoktur. Kaliks Kkalicl,
gamosepal, genellikle 4-5 loblu, degdisik sayida damarli, bazen kampanulat
veya tubulat, cogunlukla Ust dudak 3, alt dudak 2 lobludur. Korolla
gamopetal, zigomorf ve bilabiat, Ust dudak 2 loblu, falkat, dik veya ¢ok az
kambur, alt dudak 3 loblu, bazen ust dudak korelmis, ya da Ustte 1, altta 4

loblu, c¢ogunlukla pembe, beyaz, mavi-leylak, mor veya sari renklidir.
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Stamenler korollaya bagl ve birlikte gelismis, genellikle didinam, bazen 2
nadiren 5 tane, biri kdrelmis; genellikle Usttekiler alttakilerden daha kisadir.
Anter tekalar1 2 ya da tek hucreli, paralel veya birbirinden ayridir. Ovaryum
ust durumlu, 2 karpelli, 4 loblu, 4 ovullidur. Stilus genellikle korolladan
daha uzun, ginobazik; nadiren ginobazik degil, kisa ve ugta bifittir. Meyva

olgunlukta 4 nuksa ayrilan bir sizokarp olup, 4 nuksta bir tohum tasir®>.

2.2. Cyclotrichium Genusu, Cyclotrichium niveum ve
Biyoaktiviteleri

Lamiaceae familyasina ait olan Cyclotrichium genusu
Diinya’da Tirkiye, Libnan, Irak ve iran’da yetisen C. origanifolium, C.
leucotrichum, C. longiflorum, C. straussii, C. haussknechtii, C. niveum, C.
glabrescens, C. stamineum, C. depauperatum olmak Gzere 9 turle temsil
edilir. Bu 9 tiirden 6’si (ilkemizde bulunmaktadir’®8232%  Cyclotrichium
turleri icerdikleri aromatik esansiyel yagdan dolayi baharat olarak kullanilir.
Ulkemizde ayrica bitkisel c¢ay olarak da tuketilir. Cyclotrichium tirleri
Turkiye’de halk dilinde “dag nanesi, kiz otu, kopek nanesi, karabas otu,

naneruhu” olarak isimlendirilir?>.

Cyclotrichium tarleri baslica ugucu yag tasimakta ve bu yagin
bilesiminde tlrlere gore, izopinokamfon, terpinen-4-ol, spatulenol, menton,
timol, karvakrol ve pulegon gibi sekonder metabolitler icermektedirler®®?’,

C. niveum ise baslica sekonder metabolit olarak pulegon igermektedir®.

2.2.1. Cyclotrichium niveum ve Biyoaktiviteleri

C. niveum bitkisi Ulkemizde endemik olarak yetisir ve ‘dag
nanesi’ olarak bilinir”®. C. niveum yillik bir bitki olup, cay olarak tiiketilir.
Sivas’ta, grip, mide bulantisi ve kas agrisi sikayetlerinde halk tibbina uygun

olarak kullanilir. Bunun yani sira Turk mutfaginda corba ve diger
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yiyeceklerde lezzet ve koku verici Ozelliginden dolayi genig bir kullanim

alanina sahiptir®®.

C. niveum bitkisi, 20-25 cm beyaz-tomentelloz sapsiz
glandlara sahip agacimsi kok, ovat-elliptik 8-14x4-9 mm dendroit yapida
yapraklar, tdpten kisa 1,5-2 mm duz ve duz-subulat yapida brakteler, 4-6
mm dendriodal subbilabiat Ust disler 0,5-1 mm, alt digler 1-1,5 mm kaliks,

7-9 mm korolla yapilarina sahiptir®.

C. niveum bitkisinin ugucu yagi GS/MS yoOntemiyle analiz
edilmigtir. Bu yagdin %94.82’sini olusturan bilesiklerin miktarlari tespit
edilmistir. Yagin bilesiminin %76.84’Unu pulegon, %6.65’ini izomenton,
%3.01’ini izopulegon olusturmaktadir. Sivas’ta, Gurun-Darende hatt
uzerinde toplanan C. niveum orneklerinin ugucu yaglari Uzerinde GS/MS
yontemiyle yapilan analizde ise, izomenton %35.36, pulegon %56.11
olarak bulunmustur. Bu farkhliklar, iklimsel, mevsimsel, cografik ve jeolojik
degisiklikler sonucu meydana gelebilmektedir. Ancak bu farkliliklara

ragmen ana bilesik genellikle pulegon olarak bulunmustur®.

Resim 1. Cyclotrichium niveum? - Genel goriiniis



C. niveum  bitkisinin  olasi  biyolojik  aktivitelerini
degerlendirmek agisindan gesitli calismalar yapilmistir. C. niveum bitkisine
ait ekstrelerin, antioksidan, antimikrobiyal etki ve radikal temizleme
kapasitesi incelenmistir. Radikal temizleme ve antioksidan etkinin
incelenmesi, 2,2’-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS),
radikal temizleme aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) serbest
radikal temizleme aktivitesi, ferrik tiyosiyanat yontemi ile toplam
antioksidan aktivite, potasyum ferrosiyanit rediksiyon metodu, stperoksit
anyon temizleme aktivitesi, hidrojen peroksit temizleme ve demir iyonu
selat olusturma aktivitelerinin degerlendiriimesine dayali metotlarla
yapiimigtir. Boylece antioksidan ve radikal temizleyici etki tespit edilmistir.
Bitkiye ait ekstrelerin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri, 25 cesit

mikroorganizma iizerinde test edilerek gerceklestiriimistir'®.

Sonug olarak bitkinin sulu ve etanolli ortamda hazirlanan
ekstrelerinin, antioksidan, antimikrobiyal etkilere sahip oldugu ve serbest
radikal temizleme kapasitesine sahip oldugu gosterilmigtir. Bu etkiler
sayesinde, ekstrelerin lipit oksidasyonunu engellemesi ve toksik
oksidasyon urunlerinin olusumunu geciktirmesiyle, hem ilaglarin, hem de
besinlerin raf Gmrunu uzatmada ve antimikrobiyal etkiyle de mikrobiyolojik
bozulmaya karsi bu drlnleri  korumada kullanilabilmesi  olasi

goziikmektedir'®.

Baska bir calismada ise, C. niveum bitkisine ait metanolli
ekstrelerin, DNA hasarini oOnleyici etkisi ve antioksidan etki glcu
arastinimistir. Bu antioksidan potansiyeli, lipit peroksidasyonu, 1,1-difenil-
2-pikril-hidrazil (DPPH), hidroksil radikal temizleme, indirgeme gucu, demir
selasyonu ve protein oksidasyonu Uzerinde inhibitor etki olusturma gibi,
gesitli in vitro sistemler olusturularak incelenmistir. Bitkinin metanolll
ekstresi, dayanikl bir serbest radikal olan DPPH’1, ICso degeri 78.15 ug/mi
olacak sekilde indirgemeyi basarabilmistir. Metal selati olusturabilme

kapasitesi ise EDTA ile kiyaslandiginda olduk¢a dusuk bulunmustur.
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FeCl,-H,0, sisteminin olusturdugu lipit peroksidasyonuna karsi bu ekstre,
guclu inhibitor etki gostermigtir. Ayrica, guglu bir sekilde konsantrasyon

bagimli deoksiriboz oksidasyonu inhibitoru etki tespit edilmigtir.

Ekstrenin, hidrojen peroksit ve UV 1gsinina bagl olarak DNA
ayrilmasi Uzerindeki etkisi de incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, DNA
ayrilmasi Uzerinde de koruyucu etki gozlenmigtir. Buna ilaveten, sigir
serum alblimininde hidroksil radikalleri tarafindan olusturulan hasar, C.
niveum’'un metanolli  ekstrelerinin - 10-1000 pg/ml  konsantrasyon
araliklarinda inhibe edilmigtir. C. niveum’un total fenolik icerigi, 1mg
ekstraktta 200.9 ug gallik asit olarak tespit edilmistir. Calismanin sonuglari,
C. niveum’un metanolli ekstresinin belirgin bir antioksidan 6zellik tasidigini
gostermigtir. Dolayisiyla bu ekstre ayni zamanda dogal antioksidan

kaynag ozelligi tasimaktadir't.

C. niveum’a ait bir baska calismada ise bitkinin ugucu
yaginin antispazmotik ve radikal supurtcu etkisi incelenmistir. Bu ugucu
yag doz bagimh (0.1,0.5,1 mg/ml) olarak, karbakol ile tavsan mesanesinde
olusturulan kasilmayr %15-100 arasi bir oranda inhibe etmistir. DPPH
metoduyla yapilan dlgumde 1Cso degeri 1750 ug/ml olarak bulunmustur.
Rat ileumunda gorilen spontan kasiimalar Gzerinde de C. niveum’un ugucu
yaginin dogrudan etkisi test edilmisti. Bu testte, 0.1 mg/ml
konsantrasyonda uygulama frekansi sabit tutulup, uygulama suresi
azaltilarak, 0.5 mg/ml konsantrasyonda hem frekans hem de uygulama
suresi azaltilarak ve son olarak 1 mg/ml konsantrasyonda hem frekans
hem de uygulama suresi azaltilarak bir ¢calisma yapilmistir. Sonug olarak;
%2100 inhibisyon 1 mg/ml konsantrasyon ile yapilan son deneyde elde
edilmistir (Grafik 1)°. Yapilan baska bir calismada ise, C. niveum’un
diklorometanh ve etil asetatl ekstrelerinin asetilkolinesteraz inhibitdr

aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir'?.
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Grafik 1. C. niveum’un ugucu yaginin rat ileumundaki spontan kasilmalari énleyici

etkisi®.

2.3.  Kanserin Tanimi ve Ozellikleri

Kanser, hucrenin proliferasyon dengesinin bozulmasina,
hicre 6lumine, dokulara invaze olabilen ve uzak dokulara metastaz
yapabilen hicre populasyonuna donusmesine neden olan, Onemli
derecede morbidite ve tedavi edilmezse hastanin 6limune sebep olan, gen
ekspresyonundaki ¢oklu degisiklikten dolayi, hicrelerdeki anormal buyume
ve c¢ogalma durumudur. Cesitliliklerine ragmen, kanserler temel ortak
Ozellikler tasir. Farkh kanserler, farklh olusum sulrecleri ve sekilleri
gOsterirler. Dahasi bu ozellikler, kanserin olusumu ve ilerlemesi esnasinda
adim adim kazanilir ve gesitli basamaklarda belirgin bir hal alir. Her bir
kanser cesidine has bu niteliklerin gogu diger hastaliklarda da bulunur ve
fizyolojik adaptasyon reaksiyonlarinda bazen ortaya cikar®. Kanser
hicrelerinin bazi énemli ortak 6zellikleri Hanahan ve Weinberg tarafindan
‘Kanserin Karakteristikleri’ olarak tanimlanmistir. Bu 06zellikler; hucre
boélinmesinin  surekli uyariimasi, blyume baskilayicilardan kaginma,
genomik kararsizlik, hicre oliumune kargi direng, anjiyojenezin

indiiklenmesi ve invazyon ile metastaz yapma yetenegidir®*=,



Kanser hucrelerinde  kontrolsuz  hucre  gogalmasini

destekleyen cesitli olaylar arasinda;

. Proliferasyonu destekleyen onkojenlerin aktivasyonu;

ras ve myc gibi,

. Hucre siklusu dizenleyici faktorlerin asiri ekspresyonu;

siklinler, siklin bagimli kinazlar ve CDK inhibitorleri,

. Hucresel senesens olugumunun inhibisyonu igin

telomerazin eksprese edilmesi,

. Anjiyojenezin tumor dokusuna kan akimini artirmak igin

artiriimasi,

. Apoptotik faktdrlerde mutasyon ve anti-apoptotik

faktorlerde up-regiilasyonun yer aldigi gdsterilmistir®>.

Karsinojeneze neden olan onemli genetik degisiklikler icin ise

iki temel siniflama onerilmistir:

1. Proto-onkojenlerin onkojenlerle aktivasyonu.
Protoonkojenler normal olarak hiicre bélinmesi, apoptoz ve farklilagsmayi
kontrol ederler. Ancak viral veya karsinojen etkisiyle malignant degisimi

indUkleyen onkojenlere donusdurler.

2. TUumor supresor genlerin inaktivasyonu. Normal hucreler
malignant donugumu baskilayan genlere sahiptir ki bunlar “timor stpresor
genler” olarak (anti-onkojenler) adlandirilirlar. Birgok farkli kanser tlrande

bu genlerin mutasyonu gériilmektedir®.



2.4. Kanser Olugumunun Nedenleri

Kanserin kesin sebebi ya da sebepleri bilinmemektedir. Kigiyi
bazi kanser turlerine yatkin hale getiren genler, kanser olusumuna yol agan
virisler, radyasyona maruz kalma, cgesitli kimyasal maddeler, kanser
sebepleri arasinda sayilmaktadir. Bagisiklik sistemindeki bozulmalar,
cesitli cevresel faktorler ya da beslenme tarzimiz da kanser olusumunda
rol oynamaktadir. Kanserlesen hucrelerdeki temel bozuklugun genlerdeki
farklilasmayla basladigi distunulmektedir. Genlerdeki bozukluklar dogustan
olabilecegi gibi, sonradan meydana gelen bir etkiyle de olabilir. Genlerde,
mutasyon denilen bozulmalar hicrenin normal kontrol mekanizmalarini
bozup kontrolsiiz gogalmasina yol agmaktadir®®. Ornegin, hiicrelerin
biiylimesini kontrol eden p53°¢° geni hiicrede yoksa ya da bu gen hasar
gorduyse, anormal hucre buyumesi baskilanamaz ve hucre kontrolsuz
cogalarak kansere yol acar. Beyin, meme, prostat ve bobrek gibi organlarin
kanserlerinde p53 genindeki mutasyonun rol oynadigi kanitlanmigtir*®#2,
Bir baska kanser baskilayici gen ise, retinoblastoma (RB) genidir*®. Bu
genin mutasyonunda yine bazi kanser tiirleri ortaya ¢ikmaktadir**. Kanser

olusumundaki faktorler asagida maddeler halinde listelenmistir®:

-Kalitimsal faktorler
-Radyasyon
-Virusler

-Kimyasal maddeler

-Besinler

2.5. Karsinojenler ve Siniflandiriimalari

Karsinojen terimi kanser olugsumunu harekete geciren
herhangi bir madde yada unsuru ifade eder. Kanserler, kimyasal, fiziksel

ve biyolojik karsinojenlerin etkileri sonucu ortaya g¢ikar. Kanser, genetik
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yapi farkhliklari, psikolojik ve sosyoekonomik sartlar nedeniyle, bu
karsinojenlerle bagedebilme yetenegini yitirmis bireylerde ortaya c¢ikar.
Vucutta bulunan i¢ etkenlerde yine kendi baslarina ya da dis etkenlerle
(kimyasal, fiziksel, biyolojik) beraber kanser gelisiminde rol oynarlar®. Bu
ic ve dis etkenlere gore karsinojenlerin siniflandiriimasi Tablo 1’ de

gOsterilmistir.

Tablo 1: Karsinojenlerin siniflandiriimasi ve bu siniflara ait ornekler®®
KARSINOJEN TIPLERI ORNEKLER

Kimyasal karsinojenler Nikel, kadmiyum, arsenik, nitrozaminler,

trikloroetilen,  arilaminler, benzopiren,

aflatoksinler, reaktif oksijen tirleri

Fiziksel karsinojenler UV radyasyon (0zellikle UVB), iyonize
radyasyon
Biyolojik karsinojenler insan papilloma viriis, Epstein-Barr-Viriis,

Hepatit B virls, Helicobacter pylori,

Schistosoma mansoni

Endojen yapilanmalar DNA replikasyonu, reaktif  oksijen
tirlerinin  neden oldugu metabolik

reaksiyonlar, kronik inflamasyon

2.6. Kanser Tedavisi

Prensipte, kanserin tedavisi icin pek cok farkl terapi sekli
mevcuttur. Cerrahi miudahale, radyoterapi, kemoterapi ya da bunlarin
kombinasyonu tedavi igin kullanilabilir. Lokalize olmus kanserlerin
tedavisinde cerrahi midahale veya radyasyon tedavisi tercih edilir. Buna
kargin, l6semiler, lenfomalar, metastatik ya da lokal olarak ilerlemis
karsinomalar ve yumusak doku kanserlerinin tedavisinde, bazi durumlarda
cerrahinin ya da radyasyon tedavisinin de eglik ettigi, ila¢c kemoterapisi
gerekir.
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Bu tedavi yontemlerine ek olarak uygulanan immunoterapi,
degigsken etkiye sahip bulunmasina ragmen bazi kanser turlerin
tedavisinde kullaniimaktadir. Ancak immunoterapide gorulen basarili ve
basarisiz tedavilerin nedenleri gun gectikce aydinlatiimaktadir. Boylece,
immunoterapi gelecekte daha kullanilir hale gelebilecektir. Gen
terapisinden de umut edilmekle beraber, bu konuda 100 kadar klinik

calisma yapilmistir ve baska calismalar da yapilmaktadir®.

2.6.1. Kanser Tedavisinde Kullanilan ilaclar (Antineoplastik Ajanlar)

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar 9 grup altinda

toplanabilirler.

2.6.1.1. Alkilleyici Ajanlar

Bu ilaglar yapilarinda bulunan alkil gruplarini gesitli hicre
bilesenlerine transfer ederek sitotoksik etki gosterirler. Basta DNA olmak
uzere cesitli hucresel nukleotitlerle reaksiyona girerler. DNA‘da major
olarak guaninin N7 atomlarini ve daha az bir derecede de adeninin N1 N3,
sitozinin N3 ve guaninin O6 atomlarini alkillerler. Bu etkilesimler DNA'nin
tek veya cift zincirinde c¢apraz baglar olusumu ile gergeklesir. DNA
sentezindeki bozukluk ve sonuctaki tahribat apoptozu indtkler. Bu gruptaki
en bilinen ilag siklofosfamittir. Platin bilesikleri de DNA icinde capraz
baglanmalara neden olmaktadir. Sis-platin, yaygin kanser tedavi

rejimlerinin dnemli bilesiklerinden biridir*.

2.6.1.2. Antimetabolitler

Bu ilaglar DNA sentez yolaklarini bloke ederler. Bu grupta yer
alan metotreksat, folat antagonistidir. Dihidrofolat reduktazi inhibe ederek

timidilat sentezinde yer alan tetrahidrofolat olusumunu engeller. Bu grubun
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diger bir uyesi olan 5-florourasil, pirimidin analogudur ve fraudulent

niikleotidine dénuserek timidilat sentazi inhibe eder?.

2.6.1.3. Vinca Alkaloitleri ve Bitkisel Kaynakli Diger ilaclar

Bu grupta bulunan antineoplastik ilaglar Vinca rosea bitkisinin
dimerik alkaloitleri olan vinkristin, vinblastin ve yari sentetik turevleri
vindesin ve vinorelbin, Podophyllum tirlerinden elde edilen podofilotoksin
ve yari sentetik tlrevleri etopozit ve tenipozit ile Taxus tlrlerinden elde
edilen taksanlar olan paklitaksel ve dosetakseldir. Etopozit ve tenipozit
hari¢ primer etkileri, mitozun metafaz déneminde, mikrottbdullerden ibaret
olan mitoz igciklerinin olugsmasini dnlemektir. Mikrotibullerin yapitasi olan
tubulin molekullerine baglanarak onlari ¢okturtrler ve mikrotubulleri
olusturmak Uzere bir araya gelmelerini bozarlar. Sonugta hlicre bélinmesi
metafazda durur ve hicre o6lir. Mitoz dénemine 6zgu ilaglardir ve DNA
sentezini veya yapisini bozmazlar. Noéronlarin mikrotibullerinin olugsmasini
da bozduklarindan noérotoksik tesirleri de vardir. Vezikan ve

teratojeniktirler®.

2.6.1.4. Sitotoksik Antibiyotikler

Doksorubisin: DNA ve RNA sentezini inhibe eder. DNA
uzerindeki etkisini topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek olusturdugu
dusunulmektedir. Kardiyak tahribata bagh aritmi ve kalp yetmezligi

olusturma riski vardir.
Bleomisin: DNA zincirinin fragmentasyonuna neden olur.

Bolunmeyen hacrelerde de etkilidir. Ates, allerji ve pulmoner fibroz

olusturur®.
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2.6.1.5. Sisplatin, Diger platin Turevleri ve Amifostin

Yapisi bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzemeyen
organik platin turevi ilaglardir. Sisplatin, kimyasal olarak platin
diaminodiklorirdir. DNA c¢ift zincirinde zincirler-arasi ve zincir-igi ¢apraz
baglanma yapar; bu nedenle etki mekanizmasi bifonksiyonel alkilleyici
ilaglarinkine benzer. Sadece cis izomeri sitotoksiktir. Doneme 06zgu-
olmayan (Hucre dongusu sirasindaki fazlar Gzerinden etki etmeyen) bir
ilactir. Sisplatinin turevleri ise karboplatin ve oksaliplatindir. Amifostin ise
sisplatin ve benzeri ilacglarin kimdulatif nefrotoksisitesi ve kemik iligi

baskilanmasini azaltan bir antidottur®.

2.6.1.6. Protein Kinaz inhibitorleri

Blyume faktorlerinin aracilik ettigi cesitli onkojenik protein

kinazlarin aktivitesini onlerler.

imatimib: Onkojenik sitoplazmik kinaz olan Bcr/Abl’i inhibe

eder. Ayrica PDGF reseptoru kinaz bdlgesini de inhibe ettigi bildirilmistir.

Gefitinib: EGF reseptor tirozin kinaz aktivitesini dnler.

Erlotinib: YUksek selektivite gostererek EGF reseptoér tirozin

kinaz aktivitesini onler®’.

2.6.1.7. Hormonlar ve Hormon Antagonistleri

Bu ilaglar hormona duyarli tumorlerin tedavisinde kullanilan
hormonlar ve onlarin antagonistidirler. Dogrudan DNA replikasyonu veya

mitoz gibi temel hlcresel fonksiyonlara etki etmezler; daha ziyade hicre
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cogalmasi ve farklilagsmasini kontrol eden uyari yolaklari Gzerinde
etkilidirler.

a. Glukokortikoitler: L6semi ve lenfomalarin tedavisinde,

b. Tamoksifen: Meme kanserinin tedavisinde,

c. GnRH analoglari: Prostat ve meme tumorlerinin

tedavisinde,

d. Antiandrojenler: Prostat kanserinde,

e. Seks hormonu sentez inhibitorleri; Post menopozal

meme kanserinin tedavisinde kullaniimaktadir®.

2.6.1.8. Monoklonal Antikorlar

Birgok tumor, blyume faktorl reseptorind asir dizeyde
eksprese eder. Sonugta hlicre gogalmasi ve tumaor blylimesi stimtle edilir.
Blyume faktorlerinin asiri eksprese edildigi kanserlerin tedavisinde; EGF
reseptorinin ekstraselluler bolgesine baglanan monoklonal antikor
(panitumumab, setuksimab, matuzumab), onkojenik reseptér HER2’ ye
baglanan antikor (trastuzumab) veya blylime faktérinin kendisini nétralize
eden antikor (anti-VEGF monoklonal antikoru, bevasizumab) gibi antikor

temelli ilaclar kullanilir.

Monoklonal antikorlar, hedeflendiriimis ilag tedavisinin

ornekleridir ve genellikle diger kanser ilaglariyla kombine edilirler*®.

2.6.1.9. Diger Antineoplastik ilaclar

Talidomib: Myeloma tedavisinde yararli bulunmustur. Gen

transkripsiyonu, anjiyojenez, proteozom fonksiyonlari Gzerinde etkilidir.

Bortezomib: Boron iceren ftripeptittir ve proteozom

fonksiyonlarini inhibe eder. Myeloma tedavisinde kullanilir.
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Krisantaspaz: Asparaginaz enzim preparatidir. Asparajini
aspartik asit ve amonyuma donasturir. Asparajini sentezleme kapasitesi
olmayan ve ekzojen kaynaklara ihtiya¢ duyan akut lenfoblastik I6semilerin
tedavisinde etkilidir. Normal hucreler asparajini sentezledigi igin bu ilag
oldukga segicidir ve kemik iliginde ¢ok az baskilayici etkisi vardir. Bulanti,
kusma, SSS depresyonu, anaflaktik reaksiyonlar ve karaciger tahribati

olusturabilir®.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ekstreler

Etanol (Merck)

DMEM (Gibco)

DMEM Fenol Red(-) (Gibco)

DMSO (Merck)

MTT Reagent (Invitrogen)

Fetal Sigir Serum Gold (PAA)

Tripan Blue (Gibco)

PBS (Gibco)

Penisilin-Streptomisin (PAA)
Tripsin-EDTA (PAA)

Cyclotrichium niveum (Etanolll ekstre)
Cyclotrichium niveum (Sulu ekstre)
Cyclotrichium niveum (Diklorometanli ekstre)

Cyclotrichium niveum (Etil asetatli ekstre)

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi (Shimadzu)

Mikropipet (Eppendorf Research)

Vortex (Firlabo)

Santriftj (Nuve)

Su banyosu (Nlve)

Laminar Akimli Kabin (Clean Air EN 12469)
CO; Etuvl (Sanyo)

Faz Kontrast - Floresan Mikroskop (Leica)
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XCELLigence RTCA DP (Roche)
Mikroplak SantrifGju (OrtoAlresa)

Microplate Reader (Molecular Devices)

Deneylerde kullanilan HelLa ve HepG2 hicreleri, Bilkent
Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik BolUmu 6gretim Uyesi Dog Dr.
Rengul Cetin Atalay’dan, MCF-7 hucreleri ise Orta Dogu Teknik
Universitesi, Biyokimya Anabilim Dali dgretim Uyesi Prof. Dr. Mesude

iscan’ dan alinmistir.

3.2. YOontem

3.2.1. Hucre Kultaru

Deneylerde kullanilacak olan HelLa, HepG2 ve MCF hucre
dizileri, ayri zamanlarda %10 serum, %1 penisilin-streptomisin iceren
DMEM’li besiyerinde kultar flasklarina ekilmistir. Hicreler 37°C’de %5 CO,
iceren inkubatorde tutunduklari alani %70-80 oraninda kaplayincaya kadar
2 gunde bir besiyeri degisimi yapilarak cogaltiimiglar ve daha sonra
pasajlanmisglardir. Pasajlama islemi sirasinda, laminar akiml kabin altinda
%70-80 konfluensiye ulasmis hucrelerin besiyeri uzaklastiriimis ve 37°C
sicakliktaki PBS ile bir kez yikanmistir. Daha sonra 37°C sicakliktaki %
0.25'lik Tripsin-EDTA solusyonu ilavesiyle hucreler 5 dk inklbe edilmistir.
Hucrelerin zeminden ayrildigr mikroskop ile dogrulandiktan sonra 7-8 ml
besiyeri ilave edilmis ve flask icerigi steril falkona aktariimistir. 10 dk 400 g
(1500 rpm), 25°C’de santrifij islemi sonrasinda meydana gelen
stupernatant atilmigtir. Pellet pasajlama igin gereken hacimde besiyeri ile
resispande edilmis ve deney planina uygun olarak kultir flasklarina

bolunmusgtur.
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Deney planina gore, belirli pasaj sayisina ulasan hucreler
pasajlama igleminin son asamasindaki santriflij sonrasi 5 ml besiyeri ile
resuspande edilip tripan mavisi metodu ile sayllmigtir. Bu iglem sirasinda;
resispande hucrelerden 20 pl bir eppendorfa alinmis ve Utzerine 20 ul
% 4’luk tripan mavisi eklenmigtir. Neubauer laminin Uzerine lamel
kapatiimig ve tripan mavisi ile karistirilan hicre suspansiyonundan pipet ile
15 uyl lam ile lamelin birlestigi noktadan yavasga birakiimigtir. Lam
mikroskop altina alinmigs ve boyanmamis yani canli hucrelerin sayimi
gerceklestiriimistir (16 kuguk kareden olusan buylk kareler sayildi).
Asagida verilmis olan formul Uzerinden ml’'deki hlicre sayisi hesaplanmis
ve deney planina uygun olarak gukur bagina ekilecek hucre sayisina gore

besiyeri ilave edilerek kultlr kaplarina hicre ekimi gerceklestirilmigtir.

Sayilan toplam canh hiicre x 2 x 10*
Sayilan kare say s

Hicre/ml =

3.2.2. Faz Kontrast Mikroskobisi

%70-80 oraninda konfluent hicrelere ekstrelerin
uygulanmasindan 48 saat sonra, hucreler faz kontrast mikroskobu altinda
x20 buyutmelik objektifle incelenmigtir. Verilen ekstrenin konsantrasyonuna
bagli olarak hucrelere ait fotograflar cekildi ve ekstrenin sitotoksik etkisi

gozlenmistir.

3.2.3. Gercek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi ile Sitotoksik Etkinin

Gozlenmesi

Gergek zamanlh hicre analiz sisteminde, hicrelerin ekildigi ve
yuzeyinde elektrotlarin bulundugu 6zel plakalar mevcuttur. Hicreler plaka
yuzeyine tutundukca elektrotlardan verilen elektrik akimina kargi direng
olusturur. Tutunan hucre sayisi arttikga bu direng de artar. Elde edilen bu

direng degderi ‘hucre indeksi’ adi verilen bir parametre ile olculur’®.
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Belirli pasaj sayisina ulasan hucreler tripan mavisi yontemi ile
sayllarak c¢ukur basina 8000-10000 hucre olacak sekilde tabaninda
elektrotlarin bulundugu 16’li e-plaklara ekilmigtir. 24 saat sonra hucrelerin
besiyeri (%10 FBS+ DMEM+ %1 penisilin streptomisin) degistirilmistir.
Hucre indeksi degeri 0.8-1.5 araligina ulastiginda farkli konsantrasyonlarda
C. niveum’a ait ekstreler uygulanmistir. 48 saat boyunca hucre indeksinde
meydana gelen degdisimler gézlemlenmistir. Hlcrelerin maksimum hicre
indekslerindeki yuzde degisikliklerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 5

programi Uzerinden yapilmistir.

3.2.4. MTT Analizi

Ayri ayri 96-kutucuklu plaklarin her gukuruna HelLa, HepG2,
MCF-7 hucreleri ekilmigtir. %70 konfluent olan hicrelerin besiyeri 24 saat
sonra degigstirilmis (fenol kirmizisi icermeyen full medyum ile) ve ekstreler
hicrelere uygulanmigtir. Hicreler daha sonra ekstrelerin etkisi gézlenene
dek 1-2 glun inklbatorde bekletilmistir. Ekstrelerin etkisi goruldikten sonra
mikroplak santriflji kullanilarak 10 dk 400 g RT’de santrifiij edilmistir. OIU
hdcrelerin atilmadigindan emin olunacak sekilde dikkatlice medyum
uzaklastirilmigtir. Hicrelerin Gzerine 200 pl fenol kirmizisi icermeyen full
besiyeri ilave edilmistir. Her bir ornegin Uzerine 50 pl MTT solusyonu
(2 g/L, PBS de hazirlanmig) eklenmis ve hicreler 3 saat inkubatorde
bekletilmistir. Ayrica (-) kontrol olarak bos bir gukura sadece 200 pl besiyeri
ve baska bir bos ¢ukura da 200 pl besiyeri + 50 pl MTT sollsyonu ilave
edilmistir. Mikroplak santrifiju ile 10 dk 400g RT’de santrifij yapildi ve
stUpernatant atilmigtir. Pelletin (formazan kristalleri) tGzerine 160 yl DMSO
ilave edilmis ve formazan kristallerinin ¢ézinmesi igin ¢alkalayicida 10 dk
bekletilmistir. Yeni bir 96-kutucuklu plaga gukurlardan alinan 100 pl sivilar
konulmug ve 570 nm’ de absorbanslari okutulmustur. Absorbans

degerlerine gore canh ve Olu hucrelerin konsantrasyon bagimli oranlari
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hesaplanmistir. Boylece ekstrelerin sitotoksik etkisine ait 1Cso degerleride

hesaplanmistir.

3.2.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde t testi ve tek yonlli varyans
analizi (ANOVA) kullaniimigtir. 1Cso degerlerinin  hesaplanmasinda ise

nonlineer regresyon analizinden yararlaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin HeLa Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

Cyclotrichium niveum ‘un sulu ve etanollu ekstreleri HelLa
hicrelerinde, 300 pg/ml maksimum konsantrasyonda dahi herhangi bir

sitotoksik etki gostermemigtir (Resim 2).

300 pg/ml sulu ekstre

Resim 2. HelLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olugturmayan
maksimum konsantrasyonda uygulanan sulu ve etanollii ekstreler (sulu ve etanollii

ekstreler suda ¢oziilmektedir).

Sulu ve etanolli ekstrelerin xCELLigence RTCA sistemi

kullanilarak farkli konsantrasyonlarda uygulanmasiyla elde edilen zaman-
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hicre indeksi grafikleri bu ekstrelerin etkisiz oldugunu gostermektedir
(Grafik 2 ve 3).

17" Ty v T v S ——v T

1.5

Normalize Hiicre indeksi

0.3

0.1

.0.1 1 ™ y 3 o > H 2
30,0 40,0 50,0 50,0 700
Zaman(saat)

Grafik 2. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan sulu
ekstrenin farkl konsantrasyonlarda uygulanisi. a, 300 pg/ml sulu ekstre; b, Kontrol

su; ¢, 100 pg/ml sulu ekstre; d, 30 yg/ml sulu ekstre; e, 10 pg/ml sulu ekstre

Normalize Hicre Indeksi
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Grafik 3. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan etanollii

ekstrenin farkli konsantrasyonlarda uygulanigi. a, 10 pg/ml etanollii ekstre; b, 300

Hg/ml etanollii ekstre; c, 30 pg/ml etanollii ekstre; d, 100 pg/ml etanollii ekstre; e,
Kontrol su
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Diklorometanli ekstrenin konsantrasyon bagimli sitotoksik

etkiye sahip oldugu goézlenmistir (Resim 3).

Kontrol etanol

48 ug/ml diklorometanli ekstre

£.50 ym " Als ¥/ =
e : A

Resim 3. HelLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki.
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Diklorometanli ekstrenin konsantrasyon bagiml olusturdugu

sitotoksik etki (Grafik 4) ve 1Cso grafigi (Grafik 5) xCELLigence RTCA ile

cikarilmig olup, ekstrenin ICsy degeri hesaplanmistir.

Normalize Hucre indeksi
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Grafik 4. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanli ekstrelerin

konsantrasyon bagimh olusturdugu sitotoksik etki. a, 48 pyg/ml CH,Cl,’l ekstre; b,
Kontrol etanol; ¢, 100 pg/ml CH,CI,’hh ekstre; d, 180 pg/ml CH,CI,’li ekstre; e, 300

Hg/ml CH,Clyh ekstre

Normalize Hiicre indeksi*saat
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Grafik 5. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanl ekstrenin ICs, grafigi
ICso: 353.0 * 84.30 pg/ml
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Etil asetath ekstrenin konsantrasyon bagimli sitotoksik

etkiye sahip oldugu gozlenmistir (Resim 4).

Kontrol etanol 30 uyg/ml etil asetatl ekstre

Resim 4. HelLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin

konsantrasyon bagiml olusturdugu sitotoksik etki.
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Etil asetath ekstrenin konsantrasyon bagimli olusturdugu
sitotoksik etki (Grafik 6) ve ICso grafigi (Grafik 7) xCELLigence RTCA ile

cikarilmig olup, ekstrenin ICsy degeri hesaplanmistir.

20% v P = v Y v

Normalize Hiicre indeksi
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Grafik 6. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetatli ekstrenin konsantrasyon

bagimh olusturdugu sitotoksik etki. a, Kontrol etanol; b, 48 ug/ml EtOAc’h ekstre; c,
100 pg/ml EtOACc’li ekstre; d, 180 pg/ml EtOAc’l ekstre; e, 300 pg/ml EtOAc’l ekstre
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Grafik 7. HeLa hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin I1C5, grafigi.
ICso: 117.0 * 36.24 pug/ml
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HeLa hucrelerinde etil asetatll ekstrenin diklorometanl
ekstreye gore daha potent oldugu ICsy degerlerindeki anlamli farklhihga
dayanilarak bulunmustur (Grafik 8). Diklorometanh ve etil asetath
ekstrelerin olusturdugu sitotoksik etki ve 1Cso degerleri MTT analiz
yontemiyle de gosterilmis ve hesaplanmistir (Grafik 9). xCELLigence
RTCA ve MTT yontemiyle bulunan sonuglar birbiriyle paralellik

gOstermektedir.
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Grafik 8. HeLa hiicrelerinde, diklorometanli ve etil asetath ekstrelere ait ICy
degerleri arasindaki anlaml farklihgi gosteren grafik
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Grafik 9. HeLa hiucrelerinde, MTT analiz yontemiyle yapilan, diklorometanl ve etil
asetath ekstrelere ait ICx, grafigi. Diklorometanh ekstre ICs,: 200.8 * 1.207 pg/ml, etil
asetath ekstre IC5;,: 109.3 * 3.1696 pg/ml

4.2. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin HepG2 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

Cyclotrichium niveum’a ait sulu ve etanollli ekstreler HepG2
hlcreleri Uzerinde sitotoksik etki gostermemistir (Resim 5). Ayrica
XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak sulu ve etanolli ekstrelerin farkli
konsantrasyonlarda uygulanmasiyla elde edilen zaman-hucre indeksi
grafikleri bu ekstrelerin etkisiz oldugunu gostermektedir (Grafik 10).
Diklorometanli ve etil asetath ekstreler ise sitotoksik etki gostermekle
birlikte, en yuksek konsantrasyon olan 300 pg/ml’de dahi hucrelerin
tamamini  oldurememigtir. Ekstrelerin daha yuksek konsantrasyonda
¢6zUnurlik problemi oldugu i¢in 300 pg/ml’nin Uzerine ¢ikilamamistir. Bu
nedenle HepG2 hucrelerinde etkili ekstrelere ait 1Cso degerleri
hesaplanamamistir. Bununla birlikte farkli konsantrasyonlarda hucrelerin

canlilik oranlari hesaplanmistir.
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Kontrol H,O
Py

Resim 5. HepG2 hicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan
maksimum konsantrasyonda uygulanan sulu ve etanollii ekstreler (sulu ve etanollii

ekstreler suda ¢oéziilmektedir)
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Grafik 10. HepG2 hiicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olugsturmayan sulu ve
etanollii ekstrenin maksimum konsantrasyonda uygulanisi. a, 300 upg/ml sulu
ekstre; b, 300 pg/ml etanollii ekstre; c, Kontrol su
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Etil asetath ekstrenin konsantrasyon bagiml sitotoksik etkiye

sahip oldugu gdézlenmistir (Resim 6).

Kontrol EtOH 30 pg/ml etil asetath ekstre

48 pg/ml etil asetatl ekstre

> s G =
\# r 4 .
4
i & P

Resim 6. HepG2 hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin konsantrasyon

bagiml olusturdugu sitotoksik etki
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Etil asetath ekstrenin konsantrasyon bagimli olusturdugu
sitotoksik etki XCELLigence RTCA sistemiyle hazirlanan grafikte
gosterilmistir (Grafik 11).
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Grafik 11. HepG2 hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin konsantrasyon
bagimh olusturdugu sitotoksik etki. a, Kontrol EtOH; b, 30 pg/ml etil asetath ekstre;
c, 48 pg/ml etil asetatlll ekstre; d, 100 pg/ml etil asetath ekstre; e, 180 ug/ml etil

asetath ekstre; f, 300 pg/ml etil asetath ekstre
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Diklorometanli ekstrenin konsantrasyon bagimli sitotoksik
etkiye sahip oldugu goézlenmistir (Resim 7).

Kontrol EtOH 30 ug/ml diklorometanli ekstre

180 pg/ml diklorometanli ekstre

Resim 7. HepG2 hiicrelerinde C. niveum’a ait diklorometanlh ekstrenin

konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki
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Diklorometanli ekstrenin konsantrasyon bagimli olusturdugu
sitotoksik etki XxCELLigence RTCA sistemiyle hazirlanan grafikte
gosterilmistir (Grafik 12).

Normalize Hucre Indeksi

Zaman(saat)

Grafik 12. HepG2 hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin
konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki. a, 30 pg/ml diklorometanlh
ekstre; b, 48 pug/ml diklorometanh ekstre; ¢, 100 pg/ml diklorometanh ekstre; d,

Kontrol EtOH; e, 180 pg/ml diklorometanl ekstre; f, 300 pg/ml diklorometanl ekstre

Diklorometanli ekstrenin yuksek dozlarda sitotoksik aktivitesi
etil asetatll ekstreye gore daha fazla olmakla birlikte hucrelerin tamamini
oldurmemektedir. DUsuk dozlardaki hucre indeksi artigi ise ekstrenin
HepG2 hicreleri Uzerinde hicre yaslanmasina (senesence) bagh yulzey
alani artigi yaptigini dasindurmektedir. HepG2 hcrelerinde 1Cso degeri
hesaplanamamis olmakla birlikte ekstrelerin hicreler tGzerinde ki sitotosik
aktivitesi yuzde canlilik cinsinden incelenmistir (Grafik 13). HeLa ve HepG2

hicrelerinde 300 pg/ml dozda uygulanan etil asetatli ve diklorometanli
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ekstrelerin yol actigi hucre oOlumleri de yuzde cinsinden kiyaslanmistir
(Grafik 14).
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Grafik 13. Diklorometanh ve etil asetath ekstrelerin konsantrasyon bagimh

olusturdugu yiizde cinsinden HepG2 canlilik oranlari.
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Grafik 14. HepG2 ve HelLa hiicrelerinde diklorometanh ve etil asetath ekstrelerin 300

Hg/ml konsantrasyonda olusturduklar yiizde cinsinden hiicre 6liimi
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4.3. Cyclotrichium niveum Ekstrelerinin MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Aktivitesi

MCF-7 hacreleri ile yapilan c¢alismalarda diger hucre
tiplerinde goruldugu gibi bitkinin su ve etanolde hazirlanan ekstreleri en
yuksek konsantrasyonda dahi sitotoksik etki géstermemistir (Resim 8).
Ancak diklorometanli ve etil asetath ekstreler konsantrasyon bagimli
sitotoksik etki gostermistir (Resim 9 ve 10). MCF-7 hlcrelerinde bu etkili iki

ekstre igin 1Cso degerleri hesaplanmistir.

Kontrol H,O 300 ug/ml sulu ekstre

Resim 8. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait sitotoksik etki olusturmayan

maksimum konsantrasyonda hiicrelere uygulanan sulu ve etanollii ekstreler
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Diklorometanli ekstrenin konsantrasyon bagiml olusturdugu
sitotoksik etki (Grafik 15) ve ICsq grafigi (Grafik 16) xCELLigence RTCA ile

cikarilmig olup, ekstrenin ICsy degeri hesaplanmistir.
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Grafik 15. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanli ekstrenin
konsantrasyon bagimli olusturdugu sitotoksik etki. a, 18 pg/ml diklorometanh
ekstre; b, Kontrol etanol; ¢, 30 pg/ml diklorometanl ekstre; d, 48 pg/mi
diklorometanli ekstre; e, 100 pg/ml diklorometanh ekstre; f, 180 pg/ml diklorometanh

ekstre; g, 300 ug/ml diklorometanli ekstre
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Grafik 16. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanh ekstrenin I1Cs, grafigi.

ICso: 114.8 + 40.34 pg/ml
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Kontrol EtOH 10 pg/ml diklorometanh ekstre

Resim 9. MCF-7 hicrelerinde, C. niveum’a ait diklorometanl

konsantrasyon bagiml olusturdugu sitotoksik etki

ekstrenin
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Etil asetath ekstrenin konsantrasyon bagimli olusturdugu
sitotoksik etki (Grafik 17) ve ICsq grafigi (Grafik 18) xCELLigence RTCA ile

cikarilmig olup, ekstrenin ICsy degeri hesaplanmistir.
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Grafik 17. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin konsantrasyon
bagimh olusturdugu sitotoksik etki. a, Kontrol EtOH; b, 30 pg/ml etil asetath ekstre;
c, 18 pg/ml etil asetath ekstre; d, 48 pg/ml etilasetath ekstre; e, 100 pg/ml etil asetath
ekstre; f, 180 yg/ml etil asetath ekstre; g, 300 ug/ml etil asetath ekstre
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Grafik 18. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin ICs, grafigi.
ICs0: 156.3 £ 19.86 pg/ml
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Kontrol EtOH 10 pg/ml etil asetath ekstre

Resim 10. MCF-7 hiicrelerinde, C. niveum’a ait etil asetath ekstrenin konsantrasyon

bagimh olusturdugu sitotoksik etki
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MCF-7 hacrelerinde diklorometanli ekstrenin etil asetatl
ekstreye gore daha potent oldugu ICso dederlerinden anlasiimakla birlikte
aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Grafik 19). Diklorometanl ve
etil asetatl ekstrelerin olusturdugu sitotoksik etki ve 1Cso degerleri MTT
analiz yontemiyle de gosteriimis ve hesaplanmistir (Grafik 20).
XCELLigence RTCA ve MTT yontemiyle bulunan sonuglar birbiriyle
paralellik gostermektedir.
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Grafik 19. MCF-7 hicrelerinde diklorometanl ve etil asetatl ekstreler arasindaki ICs,

farkliigini gésteren grafik
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Grafik 20. MCF-7 hiicrelerinde MTT analiz yontemiyle yapilan, diklorometanh ve etil
asetath ekstrelere ait IC5, grafigi. Diklorometanl ekstre IC5,: 13.87 * 1.3658ug/ml, etil
asetath ekstre IC5,: 31.87 * 1.1576 ug/ml
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karsi

HelLa hucrelerinden daha direncli

Kiyaslama yaptigimizda HepG2 hucrelerinin etkili ekstrelere

oldugu goze c¢arpmaktadir.

Ekstrelere en blyuk hassasiyeti ise MCF-7 hucreleri géstermis olup daha

dusuk konsantrasyonlarda hucre olumleri gergeklesmistir. 1Cso degerleri

tablo halinde hucre ¢egidine gore gosterilmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Diklorometanli ve etil asetath ekstrelerin HeLa ve MCF-7 hiicrelerinde RTCA ve
MTT ybntemiyle hesaplanan IC50 degerleri

Hela MCF-7
RTCA MTT RTCA MTT

CH.CI,'h 353.0 + 84.3 200.8 + 1.207 114.8 + 40.34 13.87 + 1.3658
ekstre ICxq

(pg/ml)

EtOAC 117.0+36.2 109.3 + 3.169 156.3 + 19.86 31.87 +1.1576
ekstre ICxq

(g/ml)
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5. TARTISMA

Cyclotrichium niveum bitkisinden elde edilen dort farkli ekstre
HelLa, HepG2 ve MCF-7 hucreleri Uzerinde sitotoksik aktivite bakimindan
degerlendirilmigtir. Ekstrelerden sulu ve etanollt olanlar Gg hicre tipinde de
sitotoksik etki gostermezken, diklorometanl ve etil asetatli ekstreler tim
hicre tiplerinde ekstre ve hlicre cesidine bagli olarak farkli oranlarda
sitotoksik aktivite gostermiglerdir. Bu durum sitotoksik etkili bilesik veya
bilesiklerin diklorometanli ve etil asetatli ekstrelere gectigini, ancak sulu ve
etanolli ekstrelere gegcmedigini gostermektedir. Diklorometanlh ve etil
asetath ekstreler maksimum konsantrasyonlarinda (300 ug/ml) HelLa ve
MCF-7 hucrelerini tamamen dldurirken, ayni konsantrasyonlarinda HepG2
hdcrelerini tamamen dldirememigtir. Bu durum HepG2 hucrelerinin

ekstrelere karsi daha direngli olabilecegini dusundurmektedir.

Etil asetath ekstre, HelLa ve HepG2 hicrelerinde
diklorometanli ekstreye gore daha etkili bulunurken, MCF-7 hucrelerinde
durum bunun tam tersini gostermektedir. Bu durum diklorometan ve etil
asetath ekstrelerdeki sitotoksik bilesiklerin yapisal farkliliklarina, ekstre
icindeki miktarlarina, oranlarina ve hucrelerin yapisal 6zelliklerine gore

sitotoksik aktivitenin degisebilecegini dusundurmektedir.

Literatirde C. niveum bitkisinin igeriginde hangi fitokimyasal
yapilarin yer aldigina dair yeterli sayida ¢alisma yoktur. Diger taraftan,
C. niveum’un sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi herhangi bir calismaya
da literatirde rastlanmamigtir. Buna karsin, C. niveum bitkisinin de iginde
bulundugu Lamiaceae familyasina ait farkl turlerin sitotoksik aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Salvia fruticosa ve Rosmarinus officinalis
bitkilerinin diklorometan-methanol karigsiminda hazirlanmis ekstreleri, MCF-
7, L929sA ve MDA-MB 231 hucrelerinde sitotoksik etki gdstermis ancak

ekstrelerin bilesimi aydinlatiimamistir®.
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Salvia vaseyi, Salvia dorrii, Lavandula stoechas, Lycopus
asper, Marrubium vulgare ve Satureja douglasii bitkilerinin metanolll
ekstreleri HeLa hicreleri Uzerinde sitotoksik aktivite gdstermekle birlikte,
yine bu ekstrelere ait fitokimyasal igerik calismalari yapilmamistir™. Baska
bir g¢alismada, Leucas aspera bitkisinin etanolll ekstresi sitotoksisite
acisindan etkili bulunmustur. Ekstrenin bilesiminde alkaloitler, glikozitler,
kardiyak glikozitler, antrakinonlar, terpenoitler, flavonoitler, steroitler,
tanenler, filobatanenler ve saponinler bulunmus, ancak bunlarin oranlari ve
miktarlari incelenmemis ve etkili bilesiklerin yapisi aydinlatiimamistir®.
Lauris nobilis L. bitkisinin triklorometanh ekstresi, triklorometan, etil asetat
ve metanol ile fraksiyonlanmis ve bu fraksiyonlar sitotoksik etki
gostermiglerdir. Bitkinin incelenen ekstrelerindeki baglica yapilar; a-terpinil
asetat, limonen, Okaliptol, 06jenol, metildjenol, elemisin, spatulenol,
dehidrokostus lakton, erematin, santamarin, B—6desmol, a-tokoferol ve B—
sitosteroldiir. Bu yapilar triklorometanl fraksiyonda da bulunmustur®.
Lamiaceae familyasindan sitotoksik ve antikanser etkili bitkilerin
bazilarinda bu etkilerden sorumlu yapilar ortaya ¢ikariimistir. Bu yapilar;
Rosmarinus officinalis de bulunan triterpenoitlerden ursolik asit, Phlomis
brunneogaleata da bulunan fenolik bilesiklerden  verbaskozit,
izoverbaskozit, forsitozit B ve 3-O-kaffeoilkinik asit metil esterdir®®°.
Yapilan calismalar farkli bitkilerin diklorometanli ekstrelerinin yapisinda
genellikle, alkaloitlerin, aglikonlarin ve ugucu yaglarin bulundugunu ve bu
diklorometanli  ekstrelerin  konsantrasyon bagimli  sitotoksik  etki
olusturdugunu gdstermistir’®°’. Bahsi gecen tim bu bilesiklerin ise
Lamiaceae familyasina mensup C. niveum bitkisinin ekstrelerinde
bulunmasi olasidir. Diger taraftan, ekstrelerin olusturdugu sitotoksik
etkilerden sorumlu olan bilegik veya bilegiklerin bu yapilardan tamamen
farkli bagska maddeler olmasi da mimkunddr.

C. niveum bitkisinde sitotoksik etkiden sorumlu bilesiklerin

belirlenebilmesi amaciyla aktiviteyle yonlendirilen fraksiyonlama galigmalari
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ve takip eden etkin madde ve/veya maddelerin izolasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica sitotoksik etkinin mekanizmasinin belirlenebilmesi
icin farmakolojik aktivite c¢alismalari da gergeklestiriimelidir. Bu
asamalardan sonra sitotoksik etkili yeni bilegiklerin izole edilmesi ve/veya
yeni farmakolojik etki profillerinin ortaya cikartiimasi, kanser tedavisinde
bitkilerden hareketle yeni ve daha etkin ilaglarin gelistirilebilmesi icin dnemli

bir basamak olusturacaktir.
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6. SONUG

Bu tez kapsaminda Cyclotrichium niveum bitkisine ait
ekstrelerin olasi sitotoksik etkileri HeLa, HepG2 ve MCF-7 hucreleri

kullanilarak incelenmisgtir.

C. niveum bitksinin, etil asetat ve diklorometanla hazirlanmig
ekstrelerinin kanser hucrelerinde konsantrasyon bagimli sitotoksik etki
olusturdugu gosterilmigtir.  Bitkinin  suda ve etanolde hazirlanmis
ekstrelerinde ise sitotoksik aktiviteye rastlanmamistir. Sitotoksik etki
olusturan ekstrelerdeki bilesiklerin  neler oldugunun belirlenerek
tanimlanmasi, farkli kimyasal yapilara sahip yeni antikanser etkili ilaglarin

geligtirilebilmesi icin dGnemli bir adim olacaktir.
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7. OZET

Cyclotrichium niveum L.’den Elde Edilen Ekstrelerin Sitotoksik

Aktivitelerinin incelenmesi

Cyclotrichium niveum bitkisi Lamiaceae familyasinin bir Gyesi
olup ulkemizde yetisen endemik bir tlrdlr. Bu tez kapsaminda C. niveum
bitkisinin olasi sitotoksik etkileri incelenmigtir. Bitkinin su, etanal,
diklorometan ve etil asetatla hazirlanmis ekstreleri HeLa, HepG2 ve MCF-7
hlcreleri Uzerinde sitotoksisite bakimindan degerlendirilmistir. Sitotoksik

aktivitesi RTCA ve MTT ydntemiyle bu Gg¢ hticre tipinde belirlenmistir.

Bitkinin sulu ve etanolli ekstreleri, U¢ hlcre tipinde de
sitotoksik etki gostermezken, diklorometanhi ve etil asetath ekstreler
konsantrasyon bagiml sitotoksik aktivite gostermiglerdir. Diklorometanl ve
etil asetath ekstreler maksimum konsantrasyonda (300 pg/ml) HelLa ve
MCF-7 hucrelerini tamamen oldurtrken, HepG2 hucrelerini tam olarak
oldirememiglerdir. Diklorometanli ekstrenin HelLa hucrelerindeki 1Csg
degeri 353.0 £ 84.30 pg/ml, MCF-7 hucrelerindeki 1Cso degeri 114.8 +
40.34 ug/ml olarak bulunurken, etil asetatl ekstrenin HelLa hucrelerindeki
ICs0 degeri 117.0 £ 36.24 pg/ml, MCF-7 hucrelerindeki ICso degeri 156.3 +
19.86 ug/ml olarak bulunmustur.

Bulgularimiz, C. niveum’un sitotoksik aktivitesinin, ekstre ve

hlcre gesidine bagl olarak degistigini gostermektedir.

Sonuglarimiz C. niveum bitkisinin diklorometanli ve etil
asetath ekstrelerinin kanser hucreleri sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. Bu iki ekstredeki sitotoksik etkiden sorumlu bilesiklerin
belirlenebilmesi amaciyla aktiviteyle yonlendirilen fraksiyonlama ¢alismalari

ve takip eden etkin madde ve/veya maddelerin izolasyonunun yapilmasi
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gerekmektedir. Bu calismalar kanser tedavisinde yeni ve daha etkin

ilaclarin gelistirilebilmesi igin yeni bir yol agacaktir.

Anahtar Kelimeler: Cyclotrichium niveum, sitotoksisite, Lamiaceae
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8. SUMMARY

Investigation on Cytotoxic Activity of Extracts From Cyclotrichium

niveum L.

Cyclotrichium niveum —an endemic species- is a member of
Lamiaceae family growing in Turkey. In this thesis, the possible cytotoxic
effects of C. niveum were examined. Cytotoxic activities of the extracts on
the water, ethanol, dichlorometane and ethyl acetate were evaluated in
HelLa, HepG2 and MCF-7 cells by using XCELLigence RTCA (real time cell

analyzer) system and MTT method.

The water and ethanol extracts of the plant had no cytotoxic
activity in the three cell types, but ethyl acetate and dichloromethane
extracts induced cytotoxic activity in a concentration-dependent manner.
The extracts with dichloromethane and ethyl acetate at maximum
concentration (300 ug/ml) completely stimulated cell death in HeLa and
MCF-7 cells, but were unable to produce complete cell death in HepG2
cells. The ICs values of dichloromethane extract were 353.0 + 84.30 pg/ml
in HeLa cells and 114.8 + 40.34 ug/ml in MCF-7 cells. Additionally the 1Csq
values of ethyl acetate extract were 117.0 + 36.24 ug/ml in HeLa cells, and
156.3 + 19.86 pg/ml in MCF-7 cells. These results indicate that cytotoxic

activity of C. niveum changes depending on the cell types and extracts.

In the current thesis, we have shown for the first time that C.
niveum has cytotoxic properties in cancer cell lines. In order to identify the
responsible compounds for the cytotoxic effects, activity-guided
fractionation with activity should be performed and subsequently isolation
of substances or active ingredients have to be done. These studies may
open a path for the development of new and effective anticancer drugs

from plants.
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Key Words: Cyclotrichium niveum, cytotoxic activity, Lamiaceae.
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