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OZET

FARKLI SALVIA TOMENTOSA EKSTRAKTLARININ C6 GLIOMA
MONOLAYER VE SFEROID ;{ﬁqRE KULTURU MODELINDE
ANTITUMOR ETKIiSININ BELIRLENMESI

Secnur DENIR
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal
(Yiiksek Lisans Tezi/ Tez Damismani: Dog Dr. Feray KOCKAR)

Balikesir,2005

Salvia tomentosa halk arasinda hazimsizlik, larenjit, farenjit, agiz mukozasi
iltihabi, digeti iltihabi, dil iltihabi, agir1 terleme ve siitiin ¢ok fazla gelmesine karsi
kullanilan bir bitkidir. Halk arasinda bu kadar yaygin bir gekilde kullanilan bu
bitkinin antimikrobial ve antioksidant etkisi konusunda ¢aligmalar bulunmasma
ragmen doku kiiltiirinde antitiimor aktivitesi lizerine herhangi bir ¢aligma mevcut
degildir. Salvia miltiorrhiza’nin mevcut antitiimdr aktivitesi, halk arasinda sifasina
inanilan Salvia tomentosa’nin da boyle bir etkinlifinin olabilecegini akla
getirmektedir.

Bu caligmada C6 glioma hiicrelerinde, tek tabakali ve ti¢ boyutlu tim&r hiicre
kiiltiirleri kullanilarak; metanol, petrol eteri ve kloroform ¢oziiciileri ile elde edilmis
iic ayn Salvia tomentosa ekstraktimin antitimor etkinlifine bakilmigtir.

Ekstraktlarin hiicre populasyonundaki artiga etkisi monolayer kiiltiirlerde
ekstraktlarin 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml’lik konsantrasyonlar: kullanilarak 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda hemasitometre ile hiicre saymmi yapilarak
gerceklestirilmigtir. Sonuglardan istatistiki olarak anlaml: bulunan degerlerin yiiksek
konsantrasyonlari segilerek bu konsantrasyonlar ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirlerinde 48
saat inkiibasyona maruz birakilmiglardir. Bu siirenin son bir saatinde BrdU ile inkiibe
edilen sferoidlerden hazirlanan parafin kesitlerin bir kismina immiinohistokimya
uygulanarak BrdU Isaretlenme Indeksi hesaplanmis bir kismina ise hematoksilen-
eozin boyas1 uygulanarak genel sferoid morfolojisi degerlendirilmigtir.

Sonug olarak Salvia tomentosa’min C6 hiicreleri lizerinde az da olsa hiicre
populasyonunda biiylimeyi inhibe edici etkiye sahip oldugu, BrdU Isaretlenme
Indeksini kontrole gore anlamli olarak azalttifi ve genel sferoid morfolojisinde de
yer yer dagilmalara sebep oldugu gézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Salvia tomentosa, antitiimor aktivite, hiicre kiiltiirii, C6
glioma, sferoid, monolayer
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTITUMOR EFFECTS OF DIFFERENT SALVIA
TOMENTOSA EXTRACTS ON MONOLAYER AND SPHEROID MODEL OF
C6 GLIOMA CELLS

Secnur DENIR
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Msc. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)

Balikesir, 2005

Salvia tomentosa that belongs to Salvia genus is widely used in public for the
treatment of several diseases, e.g. inflammation of mouth, sore throats. It is also
beleived it has antitumor properties in some part of Turkey. Infact, another Salvia
species, Salvia miltiorrhiza was demonstrated to have antiproliferative effects on
some tumor types. Although some studies are avaliable for antimicrobial and
antioxidant properties of this plant, there is no such study available on
antiproliferative and antitumor activity of this species in cell culture.

Therefore, the aim of the study is to investigate the antitumor activity of three
different whole plant extracts, namely methanol, petrolium ether and chloroform
extracts, on rat C6 glioma cells using monolayer cell culture and multicellular
spheroid model.

In monolayer cells, the antiproliferative effect of the extracts on cell
population was determined using cell counting in three different concentrations, 100
pg/ml, 10 pg/ml and 1 pg/ml, for 24h, 48h and 72 h incubation periods. The highest
and statistically significant concentrations obtained from monolayer results were
chosen for three dimensional spheroid model for 48 hours. At the end of this period,
spheroids model was evaluated in two ways: Firstly, BrdU Labelling Index was
immunohistochemically determined using microscopy of parafine slices prepared
from BrdU labelled spheroids. Secondly, hematoxylen-eosine staining procedure has
been performed for the evalulation of general morphology of spheroids.

Consequently, it was observed that Salvia tomentosa has an antiproliferative
effect on C6 glioma cell population and the values obtained from BrdU Labelling
Index of all chosen extracts in spheroid model was statitically significantly compared
to control spheroids and more interestingly the chosen S. fomentosa extracts resulted
in the dispersal on the morphology of spheroids cells.

Key words: Salvia tomentosa, antitumor activity, cellculture, C6 glioma,
spheroid, monolayer
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1. GIRIS

Kanser, viicut hiicrelerinin anormal sekilde viicut igine yayilmasi ve kontrolsiiz

olarak ¢cogalmasiyla karakterize edilen bir hastaliktir [1].

Kanser ingilizce yengeg anlamna gelir. Yengeg, diismanini kistirdiktan sonra
uzun, digli kollariyla sikica tutar ve yavas yavag kemirerek yok eder. Tedavi edilmedigi
takdirde insan1 giderek zayiflatip halsiz hale diisiiren ve sonucunda da 6ldiiren hastalifa

bu nedenle ‘kanser’ ad1 verilmistir [2].

Cogalma ya da biiyiime genlerin kontrolii altinda olduguna gore genetik
faktorler tiim kanser tiirlerinde etkilidir. Genlerdeki bozukluklar dogustan olabilecegi
gibi, sonradan meydana gelen mutasyon adi verilen degisikliklerle de olugabilir [2].
Mutasyonlarmn gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak &zelligi kabul
edilmektedir. Cogunluklia kalitimla aktarilan bir hastalik olmamasina ragmen kanser,
somatik hiicre diizeyinde genetik bir hastaliktir [3]. Somatik hiicrelerdeki mutasyonlar
gelecek nesillere aktarilmaz. Bazi durumlarda bu tip degisiklikler kalitimla aktarilir ve
kansere karsi genetik bir yatkinlifin kazanilmasina neden olur. Kanser vakalarinin %
1’inde meydana gelen bu durum esey-kok hiicrelerinin gesitli genlerinde meydana gelen
mutasyonlarin sonraki nesillere aktarilmasiyla saglanir. Bazen kalitsal mutasyonlar
kanser olusumunda tek basina yetersiz kalir. Kanser olusumunun tamamlanmasi ve
homozigot genlerin olugmasi igin homolog lokuslarda ilave somatik mutasyonlar gerekir
[3]. Kanserle iligkili olan genomik degisiklikler tek niikleotid degisimi gibi kiiglik
dleekli veya kromozom bazinda olan biiyiikk 6lgekli degisiklikler olabilir. Insan
tiimorlerinin  bilyikk ¢ogunlufunda gozle goriiliir bilyilk kromozomal degisikliklere

rastlanir [3].



Kanser, ¢ok hizhi yayillim g6stermesi 6zelligi nedeniyle tedavisi oldukga zor bir
hastaliktir. Cok farkli tedavi stratejileri kullanilarak bu sorun ¢6ziilmeye ¢aligilmaktadir.
Bu farkl: tedavi stratejilerinin ortak amaci tiim&riin kontrol altina alinarak biiyiimesinin
Onlenmesi ya da tedavisinin saglanarak yok edilmesidir. Ancak bu siire¢ o denli zordur
ki, cok sayida yan etkiyi de beraberinde getirerek metabolizmay altiist eder. Bu amagla
dizayn edilen antikanser ajanlarin hiicre diizeyinde etkilerinin ¢ok iyi aragtirilmasi ve

tedavinin de son derece kontrollii sekilde siirdiirlilmesi gerekmektedir.

Tiim bunlarla birlikte bilinen bir gercek de kanserin giiniimiiziin korkulu
hastalifi durumuna gelmis olmasidir. Bunun nedenlerinin baginda hastalifin bir ¢ok
tipinin sinsice seyretmesi ve gliniimiizdeki tedavi metodlarinin bir ¢ogunun hastaligi
yavaglatic etkiden 6teye gidemeyisidir. Her ne kadar erken teshisin pozitif getirilerinin
oldugu bilinse de hastalifin tedavi asamasinda bu durumun bile yetersiz kaldig1 vakalara

sikca rastlanabilmektedir [1].

Bitkisel tedavi yontemleri insanlarin eskilerden beri bagvurduklart bir umut
kapisidir. Ancak bitkilerin kullanimi da son derece hassas olunmasi gereken bir
konudur. Bu nedenle bitkilerin bilingsiz kullanimi 6nlenmeli ve bu konuda ¢aligmalara

daha genis yer verilmelidir.

1.1. KANSERIN MOLEKULER TEMELI

Memeli hiicreleri mitoz boliinmeler ile cogalirlar. Bir hiicre ikiye bdliinerek,
kendisi ile aym1 sayida ve ozellikte kromozomlar i¢eren iki yavru hiicre olusturur.
Siirekli boliinen hiicrelerde, her mitoz bdliinmeden sonra yeni bir nesil olustugu igin
hiicre yaslanmasi s6z konusu degildir. Mitoz bdliinme ile olusan yavru hiicrelerin her
biri belli bir zaman arali1 sonunda ikinci bir mitoz boliinme gegirirler ve bu olaylar

stirekli olarak tekrarlanir. Bu siirece ‘hiicre siklusu’ ad1 verilir [4, S, 6].



Siirekli boliinen bir hiicre populasyonu, 1g1k mikroskobu ile incelenirse, hiicre
siklusu i¢inde yalnizca mitoz (M) fazindaki hiicrelerin morfolojik agidan digerlerinden
farkls olduklar goriiliir [S]. Doku kiiltiiri kosullarinda ve bir petri kutusunun iginde
yetistirilen hiicrelerde boliinmeye baglarken, bir yandan kromozomlarin gériiniir hale
gectigini, diger yandan da petrinin dibine yapigma derecesinin giderek azaldifini ve
yayilmg sekilden yuvarlak sekle déniistligiinti goriiriiz [4]. Kiiresel hale gegen ana
hiicre ikiye bdliiniir, bsliinmeden hemen sonra yavru hiicrelerin her biri tekrar cam
yiizeye yayilarak yapisirlar ve yeniden ¢ok yiizeyli gekil alirlar. Bunun diginda kalan
tiim hiicreler interfaz hiicreleridir ve 151k mikroskobunda aymi morfolojik 6zellikleri

gosterirler [4, 5].

Hiicre béliinmeleri ve iki hiicre bdllinmesi arasinda yer alan interfaz evresini
olusturan fazlar, birbirlerini pespese izleyen olaylar olduklar1 ve her hiicre neslinde
tekrarlandiklan icin, hiicre siklusu asagidaki gibi bir daire seklinde gosterilmektedir
(Sekil 1.1). Hiicrenin bu dairenin belli bir noktasindan, ok dogrultusunda, yine ayni
noktaya gelmesi igin gegen siireye, ‘jenerasyon siiresi’, ‘mitotik siklus’ ya da ‘hiicre

siklusu stiresi’ ad1 verilir ve kisaca (Tc) sembolii ile ifade edilir [4, 5].

Hiicre siklusu 4 fazda toplanir: G1, S, G2 ve mitoz. DNA sentezi S fazinda
meydana gelir [5, 6]. Genel olarak, hiicreler bir boliinme sinyali almadiklan siirece
hiicre siklusunun aktif (G1, S, G2 ve M) fazlarina girmezler ve istirahat faz1 denilen GO
fazinda beklerler [2, 7, 8].

Siirekli boliinen memeli ise hiicreleri ister in vitro ister in vivo kosullarda
olsunlar, sirasi ile; M, G1, S ve G2 fazlarindan olusan bir hiicre siklusuna sahiptirler.
Ancak degisik hiicre tiplerinde bu fazlarin her birinin siireleri ve buna bagli olarak da
toplam hiicre siklusu siireleri farklidir [5, 6]. Mitotik faz bu fazlarin en kisasidir (24
saatlik dongiiniin 1 saatlik kismini kaplar). G1 fazi ise en uzun fazdir (yaklagik 11 saat
kadar siirer). S fazi 8 saatte tamamlanir. G2 ise 4 saat kadar siirer [6].



Sekil 1.1. Hiicre siklusu ve kontrol noktalar1 [9]

Hiicreyi boliinmeye sevk eden sinyaller (6rnegin, biiyiime faktérleri, sitokinler
veya mitojenler) ¢ok gesitlidir. Hiicre béliinme sinyali aldiginda, sinyal iletimi adi
verilen ileti mekanizmasi (6rnegin, MAP Kinaz, Protein Kinaz C veya JACK-STAT
yollar1) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi hiicre siklusunu veya hiicre iskeletini
kontrol eden bir substrati fosforiller ya da nukleusa ulasip dogrudan transkripsiyonu
kontrol eder [2, 7, 8]. Normal hiicre biiyiimesi ve farklilagmasinda sinyal
molekiillerinin kritik roliinden dolayi, hiicre sinyal molekiilleri kanser aragtirmalarinda

onemli yer tutarlar [6].

Hiicre siklusu, siklusa 6zgii bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI)

tarafindan kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’lerinin diizeyleri hiicre siklusunun



cesitli asamalarinda farklilik gosterir ve oldukca karigik bir diizen iginde siklusun
ilerlemesini diizenlerler. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak,
siklin’e baglandiklarinda aktiflesirler ve bdylece aktif siklin-CDK kompleksleri
meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regulat6r subiiniteleri, CDK’lar ise katalitik
subiiniteleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun gesitli fazlarinda periyodik olarak bir
taraftan sentez edilirlerken, difer taraftan da yikilirlar.  Siklinlerin seviyeleri
transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlan ise ubiquitin metabolik yoluyla
saglanir. D tip (D1, 2, 3) siklinler baglama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biiyiime
faktérleri veya mitojenlere yanit olarak ekspre edilirler.  Mitojenler ortamdan
uzaklagtinldifinda ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin ekspre edilecegi doku

tipine 6zgiidiir.

Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlar, dolayisiyla iligkide bulunduklar1 CDK
(CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larm aktivitelerinin diizenlenmesini
saglar. CDK’larin aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez ayrica Ozgiin
fosforilasyon/defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenir. CDI’leri (p15,
pl18, pl9, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin kendisi ya da siklin-CDK
komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler {2, 8, 10].

Hiicre siklusunda gorev yapan, hiicrenin biiylime ve ¢ogalmasimi da ayni
zamanda kontrol eden proteinlerin genlerindeki bir mutasyonla kanser adim verdigimiz
hiicrenin kontrolstiz bdliinmesi gergeklesir. Bu nedenle hiicre siklusunda hiicrenin
boliinmesini tesvik eden genlere protoonkogenler denir ki bu genlerdeki herhengi bir
mutasyon sonucu genler siirekli ekspre olarak kanser hiicreleri olustururlar (Cizelge 1.1)
[2]. Hiicre boliinmesinin diizenlenmesi i¢in bu genler ve/veya gen firiinleri
inaktiflestirilmis olmalidir. Eger proto-onkogenler stirekli ¢aligir hale gelirse hiicre
bsliinmesine neden olur, bu da tiimor olusumuna onciilik eder [3]. Bu sekilde
degisiklige ugramis protoonkogenlere onkogen denir. Proto-onkogenlerin onkogenlere
déniismesinde etkili olan en az li¢ mekanizma vardir: Bunlar nokta mutasyonlari,

translokasyonlar ve agir1 gen ifadesidir [2].



Cizelge 1.1 Bazi1 onkogenler ve etkiledikleri kanser tiirleri [2].

Gen Mutasyonu Belirlenmis Kanser Tipi
Pankreas
Bagirsak
Akciger
Ras Genleri
Endometrium
Losemi
Mesane
EGFR Glioma
Meme
NEU Over
Mide
Burkitt Lenfoma
MYC Genleri Akciger
Noroblastoma
BLC-2 B-Lenfoma
Meme
CYCD-1
B-Lenfoma
BCR-ABL T-Lenfoma
SMO Deri

Kontrol noktalarinda gorev yapip gerekli uyarilarca bélinmeyi durdurucu
ozellikteki genlere de tiimor baskilayici genler adi verilir (Cizelge 1.2). Mutasyonlarla
inaktive olduklarinda hiicre siklusundaki kontrol edici Ozellikleri yok oldugundan

kontrolsiiz bityiiyen kanserli hiicre olusur [2].




Tiimdr baskilayici genler iginde en 6nemli olani p53 baskilayici geni potansiyel
tiimor hiicrelerini dldiirerek ya da hiicre siklusunun G1 fazinda yakalayarak kanser
gelismesini engellemede ¢ok 6nemli bir rol oynar. p53 genindeki mutasyonlar, p53
aktivitesinin kaybolmasina sebep olur ve bu durum insan tiimorlerinin yaklagik yarisinda
gbzlenmektedir. Birgok insan kanserinin mutant p53 supressér genine sahip oldugu
bulunmustur [2, 11, 12].

Cizelge 1.2 Baz timor baskilayici genler ve etkiledikleri kanser tiirleri [2]

Gen Mutasyonu Belirlenmis Kanser Tipi
RB1 Birgok Kanser
p53 Birgok Kanser
P16 Bir¢ok Kanser
APC Bagirsak
Bagirsak
MSH2 Endometrium
Mide
Bagirsak
MLH1 Endometrium
Mide
WT-1 Wilm’s Timorii
Melanoma
NF1
Noroblastoma
BRCA1l Yumurtalik




1.2. KANSER TEDAVISIi VE KULLANILAN YONTEMLER

Kanser tedavisi son derece masrafli ve gerek hasta gerekse cevresi igin zor

asamalar igeren bir tedavi seklidir.

Kansere klinik olarak 3 tip yaklasim vardir: Cerrahi yaklasim, radyasyon ve

kemoterapi [1].

Genellikle kanser terapilerinde cerrahi miidahale ¢ikarlabilir tipte kansere sahip
hastalar i¢in bagarili geger. Fakat miidahaledeki basarisizlik metastatik yayilimlara ya
da tekrarlayan lokal primer tiimorlere sebebiyet verir. Bundan dolay1 integre bir
terapotik yaklagim istenir. Bu durumda cerrahi sirasinda ya da sonrasinda antikanser

ajanlarin kullanilmasi yararli olabilir [1].

Kemoterapi sistemik bir tedavi seklidir, bagka bir deyisle, kan dolagimi aracilii
ile viicudun tiim bolgelerine yayilir, viicuttaki tim dokular etkiler. Bu agidan

kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi gibi yerel tedavi amaglayan tedavilerden farklidir

[2].

Kemoterapi devri 1940’larin sonunda klasik alkilleyici ajanlarin (nitrojen
mustard, siklofosfamid) ve antimetabolitlerin (methotrexate, SFU) 6zellikle lenfoma ve
losemilerin tedavisi i¢in klinik uygulamalarda kullanilmasi ile baglamigtir. Bitki

alkaloidleri ve hormonal ajanlar ise daha yeni ve etkili antitiimér ilaglardandir [2, 13].

Kanser kemoterapisinde amaglanan kullanilan ilaglarla tlimériin biiylimesini
engelleyecek sitotoksik etki- saglamaktir. Genellikle hiicre replikasyonunu saglayan
metabolik olaylarin engellenmesi amaglanir; 6rnegin DNA ve RNA sentezi igin gerekli
olan piirin ve pirimidin bazlarinin iglevlerinin bozulmasi gibi. Etkilenen hiicreler hiicre
dongiisiiniin farkl: fazlarinda olabilir [14]. Bazi ilaglar faz spesifik olup hiicreleri sadece
belli fazlarda etkilerlerken bazilar1 da faza spesifik degildir ve d6ngiiniin herhangi bir

fazinda hiicreye etki edebilir [15]. Ideal olarak bu ilaglarin sadece malign hiicreleri



etkilemesi amaglanir. Ancak kullanimda olan ilaglar kanser hiicrelerine spesifik etki
gOsterememekte ve boliinmekte olan tiim normal ve anormal hiicreleri etkilemektedir.
Bu nedenle kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglarin hepsinin toksik ve tedavi edici
etkilerinin doz-yamit eprileri diktir. Ilag dozunun hastanm fiziksel durumuna goére
ayarlanmasi ¢ok dnemlidir. En fazla etkilenen hiicreler hizli ¢ogalan hiicrelerdir [1, 14].
Ayrica klinik olarak kullanilan bir ¢ok kanser ilaci sadece boliinmeyi engelleyici etkiye

sahip olmasina ragmen, metaztaza egilimde 6zel bir etkileri yoktur [1].

Radyoterapi ise, tiimor hiicrelerinin kuvvetli radyasyon kullanilarak yok
edilmeye calisildigy tedavi seklidir. Bunun igin elektronlarin afir bir metal hedefe
carpmalar1 sonucu meydana gelen X isinlart ve radyoaktif bozunma sonucu meydana

gelen gama 151nlar1 kullanilmaktadir.

Radyoterapide radyasyon tiimdriin bulundugu bélgeye dogru yonlendirilir. Bu
yontemde saglikli dokular miimkiin oldugunca korunmaya c¢alisilir ancak radyasyon
tiimore ulagirken, tiimoriin ¢evresindeki saglikli dokulara da temas eder. Saglam
hiicreler X 1sinlarina daha dayaniklidir. DNA tamirini daha iyi yaparlar ve ¢oalma

mekanizmalarini daha iyi kontrol ederler [2, 13].

Ayrica giiniimiizde kullanilmakta olan gen tedavisi, immunoterapi, antikor

tedavisi ve kanser agilar1 da kanser terapisi igin umut verici tedavi yontemleridir [2].

Gen tedavisi ile kansere neden olan bozuklufun onarimi hedeflenmektedir.
Immunoterapi ile viicudun kendi bagisiklik sistemini giiglendirerek kanser hiicrelerinin
oldiiriilmesi hedefleniyor. Antikor tedavisinde ise belirli tlimor hiicrelerine kars1 ¢ok
ozel antikorlar geligtirilip, daha sonra bunlarla kanser hiicrelerini &ldiirmek
amaglanmaktadir. Kanser agilar1 kansere karsi bafisiklik olusturmay: amaglayan
agilardir ve heniiz deney agamasinda olan ilging tedavi yéntemlerindendir. Bu ySntemde
dnce tiimo6r dokusundan antijenik 6zellige sahip molekiiller alinir. Bu antijenler hayvana
verilip bagisiklik sistemi aktif hale gegirilir ve B hiicreleri ¢ok miktarda antikor salgilar.

Bu antikorlar 6zel yontemlerle toplanarak, hastanin kan dolagimina verilir. Bu antikorlar



tiimoér dokusuna ulagtiklarinda kanser hiicrelerine yapisirlar. Antikor baglayan kanser
hiicreleri hastanin bagisiklik sistemi tarafindan daha kolay algilanir. Kanser hiicresi
yiizeyindeki antikora baglanan bazi molekiiller de bir dizi reaksiyon sonucu kanserli

hiicreyi pargalar [2].

1.3. KANSER VE UMUT = BITKISEL TEDAVILER

Hastaliklarin tedavi edici defere sahip taze ve kurutulmus bitki kisimlar
(DROG) ya da bunlardan elde edilen ekstraksiyon {iriinleri kullanilarak iiretilen cay,
damla, draje, kapsiil, surup, tablet ile tedavi edilmesi “fitoterapi” olarak
degerlendirilmektedir. Fitoterapi farmakognozinin modern tedaviye uygulanist olarak
goriilmektedir [16].

Sifah bitkiler asirlardir yiyecek olarak ve tibbi amaglarla kullanilmaktadir ve
insan sagliginin ve yagam Kkalitesinin artirilmasinda binlerce yildir énemli bir role
sahiptirler [17]. Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasimnimn ilk bilimsel izleri ve
yazili delilleri besbin yil dncesi erken dénem Cin, Hint ve Yakindogu medeniyetlerine
kadar uzanmaktadir [16, 18]. Ozellikle Traditional Chinese Medicine (TCM) botanik
kullanimu binlerce yila dayanan zengin tarihe sahip bir kiiltiiriin i¢inde gelismistir [17,
18, 19].

Anadolu halkinin yabani bitkileri ilag olarak kullanist ¢ok eski devirlere kadar
uzanmaktadir. Hititler dénemi yazitlarinda bulunan regete formiillerinde kayitli bitki

adlar1 bunun bir kamtidir [20].
Bugiin diinyanin pek ¢ok tilkesinde alternatif tip son derece ilerlemis ve bir ¢ok

hastalifin tedavisinde insanligin hizmetine sunulmustur. Doga yeryliziindeki en biiyiik

eczanedir. Bilimin gérevi bu biiyiik eczaneyi insanligin hizmetine agmaktir.
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Gerek insan saghif1 ve gerekse doga ve gevre saghif fitoterapinin gerekliligini
giiclendirmektedir. Bugiin diinya niifusunun ¢ogunlugu i¢in bitkiler en seckin ilag
kaynaklarindandir.  Bliyilk farmasttik firmalar yliksek bitkilere yeniden ilgi
gostermektedirler [16].

Son yillarda fitoterapinin daha fazla anlam kazanmasinda geleneksele kars1 olan
egilimin yan1 sira tibbi bitkilerin yeni formlarda sunulmasimin da rolii vardir. Diinya
Saghk Orgiitii (WHO) diinya niifusunun % 60’mnin sentetik ilaglar hi¢ kullanmadigini
dortte ii¢liniin kendi geleneksel kiiltiirlerindeki esas olarak bitkisel kaynakli olan ilaglara
glivendigini ve bunlan1 kullanmaya devam ettiklerini saptamistir [16]. Bu tedavilerin
birgogu bitki ekstraktlarinin ya da onlarin aktif bilesenlerinin kullanimina dayanur.
Ayrica birgok batisal ilag da orijinini bitki ekstraktlarindan alir [17]. Amerika’da halen
ticari olarak bitkilerden ekstre edilen ilaglarin % 75°i etnobotanik bilgiler sonucunda
elde edilmistir. Amerika’da regetelenmis ilaglarin % 25°i dogal lirinlerken diger bir %

25 de dogal iiriinlerden hareketle tiirevlenen maddelerden olugmaktadir [16].

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler olsa da, bunlara
hastahigm tip sayismin yiiksekligini ve basar1 yiizdesinin digiikliigii eklendiginde
insanlar bu zorlu yolda belki de sanslarim bir parga daha artirdiklarimi diigtindiikleri
alternatif metotlara bagvurmaya baglarlar. Bunlarin basinda da bitkisel tedavi metotlar

gelir.

1.3.1. ANTITOUMOR AKTIVITEYE SAHIP BITKILER

Farkh yayginhkta kullanilan sifali bitkiler Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
sahip olduklart kanser &nleyici ozelliklere gére tammlanmiglardir. Bu sifah bitkiler
Allium sp. (sarimsak, sogan vb.) iiyelerini; Labiatae familyas: tiyelerini (feslegen, nane,
biberiye, adagay1 ve kekik); Zingiberaceae familyas: liyelerini (safran ve zencefil);
meyan kokii; yesil cay; Umbelliferae (havug) familyas: {iyelerini (anason, kimyon,
kereviz, frenk maydanozu, kisnis , dereotu, rezene ve pirasa) ve Artemisia sp.’yi igerir
[17].
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Aragtirmacilar bu bitkilerde bir ¢ok kanser kemoprotektiv fitokimyasal maddeler
tanimlamiglardir. Buna ilaveten, legumenler, meyve ve sebzelerdeki c¢alismalarda
gbriildiigt tizere kanser kemoprotektiv Ozellikte birgok bitki ¢ok sayida farkli
fitosteroller, triterpenler, flavonoidler, saponinler ve karotenoidler igerirler. Bu yararh
bilesenler, antioksidantlar ve elektrofil toplayicilar1 gibi rol oynayarak, immun sistemi
uyarirlar, kanser gelisimi ile ilgili hormonal olaylar1 ve metabolik yollari inhibe ederler
[17].

Farkli fitokimyasallar koruyucu antioksidan enzim olan glutatyon trasferazi
uyararak tiimor diizenlenmesini inhibe ederler.  GT, elektrofillerle glutatyon
reaksiyonunu az toksik, suda iyi ¢6ziinen ve kolayca elde edilebilen bilesen formuna

katalize eden detoksifiye enzimidir [17].

Aragtirmalar gostermektedir ki; bitkilerdeki terpenoidler tiimor ilerleyigini
geciktirir ve tiimorii kiigiiltlir, terpenoidler total ve LDL- kolesterol konsantrasyonunun
da 6nemli derecede azalmasini saglarlar. Bu ylizden kalp hastaliklari riskini azaltirlar.
Cesitli bitkilerde bulunan farkli terpenoidler giiclii antioksidant aktiviteye sahiptirler
[17].

Chelidonium majus L. bitkisinden izole edilen ve Chelidonin alkoloidinin bir
semi-sentetik tiofosforik asit bileseni olan Ukrain, birgok onkolojik hastada tlimor
gelisimi ve metastazda gerilemeye neden olmustur. Geligimin farkli evrelerinde, gesitli
karsinomlara sahip hastalarin Ukrain ile tedavisiyle ilgili 400°den fazla dokiiman vardr.
Aragtirmacilara gore Ukrain tedavisi; genel durumun yoluna konmasi, tiimor
gelisiminin yavaglatilmasi ve onun immun uyarici etkisi gibi 3 farkli yolla etkili
olmaktadir [21]. Chelidonium majus L. bitkisi alkoloidlerinden tlirevlenen semisentetik
bir ilag olan tiofosforik asit bileseni olan ukrainin [21-24] insan kaynakli 8 farkh
kanserin 60 malignant hiicre hattinda % 100°liik bir bliyime inhibisyonuna neden
oldugu gosterilmis, 5-20 mg’hik bu klinik tedavi siirecinde ve goniilliiler tizerinde
yapilan 50 mg {izeri c¢aliymalarda da herhangi bir yan etki ya da reaksiyon

gozlenmemistir [21-24]. Yeterli olmayan kemoterapi ve radyasyon tedavisi sirasinda
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ukraininin Ewing sarkomunda tiimér gerilemesine neden oldugu gézlenmistir. Ukrain
klinik olarak kolon kanserinde de etkilidir. Amerikan Kanser Enstitiisti tarafindan
yapilan ¢aligmalarda kolon kanserinin ukraine karsi yiiksek derecede duyarlilik
gbsterdigi saptanmigtir. Cesitli kanser tiplerinin farkli evrelerindeki hastalarla yapilan
calismalarda ukrainin tiimor ilerleyisini azaltarak yasam siiresini uzatici ve
kemoterap6tiklere karsi son derece hassas olan hiicrelerde immun sistemi uyarici,
dlizenleyici etkisinden bahsedilmektedir [21, 23, 24]. Ukraine iliskin ilgi ¢ekici bir
durum da, malignant insan tiim&rlerine kars1 segici sitotoksik etki gbstermesi ve normal

hiicrelerde bu etkisini gostermemesidir {23, 24].

Insanlar i¢in kansere karsi koruyucu yesil ¢aya olan evrensel ilgi, yesil ¢aym
non-toksik olmasi ve etki ettifi organ ¢esidinin fazla olmasi nedeniyle son zamanlarda
artig gostermistir. (-)-Epigallokatesin gallet (EGCG) yesil ¢ayin ana bilesenidir. Diger
bilesenleri ise (-)-epikatesin gallet, (-)-epigallokatesin ve (-)-epikatesin (EC)’dir.
EGCG ve yesil ¢ay ekstraktlarinin kemirgenlerdeki karsinogenezis ve hiicre kiiltiir
sistemleri ve insan epidemiyolojisine etkisini aragtiran ¢ok sayida galisma mevcuttur.
Mevcut sonuglar EGCG ve yesil ¢ayin kansere karg1 koruyucu etkisinde birbirini takip
eden 6nemli 6zellikleri isaret etmektedir: Kemirgen ve insanlara karst non-toksiktirler.
Genis bir etki alani vardir (sindirim sistemi (6zofagus, mide, duedonum, kolon),
karaciger, akciger, pankreas, deri, meme, safra kesesi ve prostat). Farkl insan kanseri
hiicre hatlarinda biiylimeyi inhibe eder. Farelerde akciger metastazlarini inhibe eder
[25].

Kanser baglamadan once kanser koruyucu ajanlar, inaktif kanser hiicrelerinin
biiylimesini 6nleyerek kanser olusumunu geciktirirler. Tedavi sonrasi klinik olarak
saghkl kanser hastalari, kanserin yinelenme riskini, ikincil tlimdrleri ve metastazi
dnlemek igin yesil ¢ay igebilirler. Kanser 6ncesi ve kanser tedavisi sonrasi yesil cay
icilerek kansere kars1 daha giiclii olunabilmektedir [25].

Vinkristin ve vinblastin Cezayir meneksesi adi verilen bir bitkiden (Vinca rosea)

elde edilen ve yapisal olarak birbirine benzeyen ilaglardir. Bu nedenle vinca alkaloidleri
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olarak adlandinlirlar. Bu ilaglar, hem hiicre donglisiine hem de faza spesifik ilaglardir.
Ciinkii metafazda mitozu durdururlar, Mikrotiibiiler protein olan tiibiiline baglanmalar
GTP’ye bagimhidrr ve tiiblilinin polimerize olarak mikrotiibiilleri olusturmasim
engellemektedir. Mikrotiibiillerin yerine tiibiilin dimerleri ile alkaloid ilaci igeren
parakristalin agregatlari meydana gelmektedir. Mitoz mekigi bozularak kromozomlarin
ayrilmasi ve hiicre boliinmesi engellenir. Bu iki ilag yapisal olarak birbirlerine ¢ok
benzemelerine ragmen tedavide farkli amaglarla kullanilirlar. Genellikle diger ilaglarla
birlikte kullanilirlar [17]. Vinkristin ¢ocuklarda akut lenfoblastik 16semi, Wilm’s
tiiméril, yumusak dokularin Ewing sarkomu, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomalarm ve
diger hizhi biiyliyen neoplazmalarin tedavisinde kullanilmaktadir. Metastatik testis
timérlerinin tedavisinde vinblastin, bazi ilaglarla kombine olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomalarin tedavisinde de kullanilmaktadir
[17].

Yeni bir kemoterapik ajan olan Paclitaxel (Taxol), Ulusal Kanser Enstitiisii
tarama programinca kesfedilmistir. Bu ilag Pasifik porsuk agaci Taxus brevifolia’dan
elde edilmistir. Metastatik meme kanserli, ilerlemis akciger kanserli, bag ve boyun
kanserli, melanoma, over kanseri ve lenfomali hastalar Taxole pozitif cevap
vermektedirler [17]. Paclitaxel geriye doniislimlii olarak tiibiline baglanir ancak vinka
alkoloidlerinden farkli olarak polimerizasyonu ve polimerin dayaniklilifini arttirir.
Boylece mikrotiibiil olugumu artar.  Paklitaxelin olusturdugu bu ¢ok saglam
mikrotiibiiller normal fonksiyon gisteremezler. Bu da hiicre liimiine neden olur [1,

15].

Rusya’da kullanilan ilaglarin tigte birinden fazlas: bitkisel kokenli olup sentetik
birgok ilacin ortaya atilmasina kargilik bu oran degismemektedir [20].
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1.3.2. BITKISEL URUNLERIN GUVENILIRLIGI

Bitkisel ilaglar1 ve uygulamalarini iyi anlayabilmek i¢in onlarin botaniginin,
kimyasinin, farmakolojisinin, toksikolojisinin ve klinik etkilerinin bilinmesi gerekir.
Bitkisel ilacin etkisi ge¢ goriildiiil igin uzun siire kullanilmasi gerektigini ve en az ii¢
aylik kullanim sonrasinda preparatin etkisi hakkinda bir bilgiye sahip olunabilecegini
akilda tutmak yerinde olur [16]. Baz1 bitkisel lirlinler giivenilir ve faydali fizyolojik
etkiye sahip aktif Ogeler iceriyor olabilirler. Oysa digerleri kullanim i¢in giivenilir
olmayabilir [17].

Besin ve Ilag Yonetimi (The Food and Drug Administration) bazi bitkileri
giivenilir olmadid1 gerekgesi ile simflandirmistir. Kiigiik miktarlar1 bile bu yiizden

dolay1 ne yiyecek ne de i¢ecek olarak kullanilmamalidir {17].

Bazt bitkiler az miktarda giivenilirken; yiiksek dozlan toksik olabilir. Ornegin;
meyan kokii duedonal ve gastrik iilserlerin tedavisinde giivenle kullanilabilirken, bu
bitkinin agir1 kullanimindan dolay: dliimler rapor edilmistir. Yiiksek dozlarda meyan
kokii; hipokalemi, yiiksek kan basinci ve kalp yetmezligi gibi ciddi yan etkilere sebep
olabilir. Letal olarak bilinen bagka bitkiler de vardir. Ornegin Dalakotu kilo sorununda
kullanilir. Yiiksek dozlarinda fatal hepatitis kaydedilmistir[17].

1.3.3. BITKIiSEL KOKENE SAHIP TiCARI ANTIKANSER ILACLAR

Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilmakta olan bir ¢ok ilacin kékeni bitkilere
dayanmaktadir. Vinblastin, vinkristin, etoposide, teniposide ve paclitaxel bunlar

arasinda en etkili bigimde kullanilanlardir [26].

Bu ilaglar arasinda en iyi bilineni Madagascar periwinkle, Cantharanthus
roseus (Vinca rosea L.) (Apocinaceae)’den izole edilen vinca alkoloidleridir. C. roseus

farkli Kkiiltiirlerde diabet tedavisinde kullanilmig, vinblastin ve vinkristin gliglii
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hipoglisemik ajan olarak bitkilerdeki arastirmalarda kesfedilmigstir. Son zamanlarda
semisentetik bilesikler olan vindesine ve vinorelbine terap&tik kullanima katilmustir.
Vinca alkoloidleri mikrotiibiiler proteinlerin kristalizasyonuna sebep olarak, hiicre
boliinmesine miidahale eder ve hiicrelerin metafazda tutulu kalmasina neden olur.
Kolsisin ve maytansine gibi diger antikanser ilaglara benzer davranmalarina ragmen
onlar gibi ¢apraz direng gostermezler. Vinca alkoloidler genis olarak hematolojik
neoplazmlarda kullanilirlar. Vinblastine ve vinkristine kronik lenfositik 16semi ve
Hodgkin’s sendromunda birlikte kullanilirlar.  Vinkristine ayrica gocuklarda akut
lenfositik losemide ve yetigkinlerde lenfomada kullanilir. Vinblastine ilk olarak
testikiiler karsinomada kullanilmigtir. Vinoralbine kiigiik hiicreli akciger kanserinde ve
meme kanserinde etkilidir. Vinca alkoloidlerinin ¢ok 6nemli bir 6zelligi de diisiik
toksisite gOstermeleridir. Vinkristine hafif myelobaskilayici aktivite gosterir ancak
ﬁarastezi ve néromuskiiler anomalilere yol agar. Vindesine hem myelotoksisite hem
norotoksisiteye neden olurken, vinblastine daha az norotoksiktir fakat l1kopeniye neden
olur [26].

Klinik olarak aktif ajanlardan etoposide ve teniposide bir podofilotoksin izomeri
olan  epipodofilotoksinin  glikosidik  semisentetik  tlirevidir. ~ Podophyllum
(Podophyllaceae) genusunun tiirlerinin koklerinden aktif antitiimor ajanlar olarak izole
edilirler. Bu bitkiler Amerika ve Asya toplumlarinda tibbi olarak sigil ve deri kanseri
tedavilerde uzun bir tarihe sahiptirler. Podofilotoksin, antineoplastik bir ajandir ve
germ hiicre neoplasmasi, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve ¢esitli akcifer metastatik
tiirlerini, malignant lenfomalar1 ve nasofarinks kanserlerini igeren ¢esitli tiimor tiplerine
kars1 yiiksek etkiye sahiptir. Podofilotoksin ve tlirevleri, mikrotlibiil organizasyonunu
bozucu ajanlardir ve kolgisin tipi metafaz blokerleridir. Tiibillinde ayni bolgeye
baglanarak G1 ve G2’de tutulmay: saglarlar. Bu ajanlar gii¢liit DNA Topoizomeraz II
inhibitorleridir ancak Topoizomeraz I’e kars1 daha az etkilidirler. Etoposide Hodgkin’s
hastaliginda, metastatik lenfomalarda, 16semilerde, kii¢iik hiicreli akciger kanserlerinde,
testikular karsinomada 6nemli etkiye sahiptirler. Tenoposide primer olarak gocuklarda

akut lenfositik 16semide cyfotosine arabinoside ile kombine halde kullanilir [26].
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Paclitaxel (Taxol) Pasifik porsuk agaci Taxus brevifolia (Taxaceae)’dan izole
edilmis kompleks diterpen igerigidir. Ayrica I. baccata, T. cuspidata’y: da igeren
farkli Taxus tiirlerinden de elde edilmigtir. Taxol tiibiilin polimerizasyonunu inhibe
eder. GOgiis ve akciger kanserlerine kars1 anlamli etkiye sahiptir. Ancak kemik iligini

baskilayici ve parastezi gibi istenmeyen etkilere sahiptir [1, 26].

1.4. SALVIiA GENUSU

Anadolu insam Paleolitik ¢agdan (yaklasik M.O. 50000 yillar) beri bitkileri
tedavi maksadiyla kullanmaktadir. Salvia L. (Adagay1) grubunun baz tiirleri de gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullamilmigtir (Cizelge 1.3). Bu nedenle Adagay: tiirlerine
Latince “kurtarmak, iyilestirmek” anlamina gelen, SALVEO kelimesinden kaynaklanan
Salvia adi verilmigtir [27]. Kaynaklara gore O6zellikle kekigin, urum ¢i¢eginin,
thlamurun, nanenin, biberiyenin tiim akitici dzelliklerini kendinde toplamis olan adagay:
bitkisini antik yillarda (M.O. 460-357) Hipokrat’in dahi kullandig1 bilinmektedir [28].
Salvia cinsi faydali bitkiler arasinda 6nemli bir gruptur. Salvia genusu antiseptik

karakterde monoterpenler igerir [29].

Son zamanlarda Salvia genusu iizerinde yapilan ¢alismalar oldukga artmugtir.
Salvia miltiorrhiza’nin antiproliferatif ve giiglii potansiyel anti-apoptotik ajan oldugu
bilinmektedir [18, 19]. Salvia tomentosa bitkisinden elde edilen bir flavonoid olan
yaseozidinin (jaseosidin) ile 6-hidroksiluteolin, 7-glukozid’in DNA sentez hizim

yavaglattig1 belirlenmistir [29-31]. Bu durum kanser tedavisi igin gok dnemlidir
Salvia tiirleri Kuzey ve Giiney yarim kiirenin 1liman ve sicak bolgelerinde
yayihg gostermektedir [27, 32]. Salvia L. cinsinin iki 6nemli gen merkezi Amerika ve

Kuzey Bat1 Asya’dir [27].

Salvia’larin yeryiiziinde 900°1in tizerinde tiirli bulunmaktadir [27, 29, 33-35].
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Tirkiye sahip oldugu 89 tiir ile Asya’daki Salvia L. genusu i¢in bilyiik bir gen
merkezidir [27]. Ulkemizdeki 89 Salvia tlirlerinin 45 tanesi ¢ok smirh alanlarda dogal
yayilisht ve endemik karakterlidir [27, 35]. Tiirkiye’deki bitkilerin tibbi potansiyelinin
O6nemli olmasina ragmen, bitkiler {izerinde bu alandaki bilgi ve galigmalar seyrektir
[35].

Salvia cinsinin baz: tiirleri iilkemiz agisindan ekonomik ve tibbi Gnem arz
etmektedir. Ayrica bu tiirlerden bazilar: {ilkemizin 6nemli ihrag firiinleri arasindadir
[27, 33, 35, 36].

Salvia tiirlerinin etken madde iceren kuru yapraklar ve gigekleri gesitli ilaglarin
yapiminda ve bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi Salvia tiirlerinin
sahip oldugu giizel kokulu ugucu yaglar parflimeride ve yemek endiistrisinde tatlandirici
olarak kullamilmaktadir [27, 28, 32, 33, 35]. Ulkemizde Salvia L. genusunun baz
tiirlerinin ozellikle Salvia officinialis’in ¢ay1 yayginhikla kullanilmaktadir [27, 37].
Adagay1 (S.officinalis) uzun bir tibbi kullanim listesi ile glivenilirdir [35]. Halk
tarafindan adagay1 olarak kullanilan Salvia tiirleri S. officinalis (T1bbi adagay1) ve S.
triloba (Dag elmas) tiirleridir Bu tlirlere ¢ok benzeyen S. fruticosa (Syn. S. triloba), S.
tomentosa tiirleri de baz1 y6relerde ¢ay olarak toplanmakta ve kullanilmaktadir [30].

Idrar soktiiriicli ve spazmlara karg1 etkileri, idrar tutuklugu, bsbrek tembellikleri,
ddemler, gut hastali1, romatizma, migren gibi hastaliklara kars: degerli bir ilagtir. Ates
diigliriictidlir; birgok mikroplu hastaliklarin yol agtift sikintili gece terlemelerini
durdurur. Adagay1 seker hastalifina kars: etkisiyle de tanmnir. Kaynatilmugi, kandaki
yiiksek seker oranimi olduk¢a c¢abuk normale diisiiriir. Glizellik bitkisidir; cildin
saghgm en iyi bicimde korur, sa¢ dokiilmelerini yavaglatir ve sagli deriyi temizler,
mikroplardan arindirir ve saglarin biiyiimesini, gelismesini saglar. Distan kullanimlarda
giliclii bir antiseptiktir. ~Yaralar1 tedavi eder; kami durdurur; derinin iyilesmesini
cabuklagtirir; digetleri, damak, bogaz iltihaplanmalarina, pamukguklara, gocuklarin
bademcik sigmelerine, dis ¢iirlimelerine ve abselerine karsi Onerilir. Losyon ve
kompres bigiminde yaralara, abselere, iilserlere, ¢ibanlara, berelere, kesiklere,

burkulmalara, sismelere karsi kullanilir [28].
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Cizelge 1.3 Baz1 Salvia tiirleri ve etnobotanik kullanimi [20, 35, 38]

Tiir

Etnobotanik kullanimi

Kullanilan bitki boliimii

Salvia tomentosa Miller

Hazimsizlik, larenjit,
farenjit, ag1z mukozasi
iltihaby, diseti iltihabi, dil

Yapraklari

(Biiyiik ¢igekli adagay1) iltihabi, agir1 terleme
(antihidrotik), siitiin fazla
gelmesi
f;g’;?ﬁa:z;}; ‘i;s L Midevi ve uyarici Yaprak ve gicekleri
f;ir;ﬁ;%gata Ry Yara iyilestirici Yapraklari
Salvia viridis L. Midevi, kabizlik, terlemeyi
(Syn: S. hormonum L.) azaltici (antihidrotik), Cigcekli dallar ve yapraklar
(Yesil adagayn) yatigtirici
Salvia sclarea L Mideyvi, kabizlik, terlemeyi
(Ayikulag, Misk adagayi, 22z (antlhlgrr;itlk)’ . Cicekli dallar ve yapraklar
Tiiylit adacay:) yatlstl.l.‘lm R 1!
sanayii
Gaz soktiiriicli, midevi, ter
Salvia fruticosa Miller kesici (antihidrotik), idrar

(Syn: S. trilobae)

artiricl, haricen yara
iyilestirici, antiseptik

Yaprakl ve ¢icekli dallar

Salvia officinalis L.

Yatistirici, midevi, diuretik,
ter kesici (antihidrotik),
Agn giderici (analjezik),
ekspektoran (balgam
soktiiriicii), dezenfektan

Yapraklan
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1.4.1. Salvia tomentosa Mill.

Salvia tomentosa, yar1 ¢alimsi ¢ok yillik bir bitkidir. 750- 1000 m’ye kadar kizil
ve karagam ormanlar1 altinda mege ve ardig gibi maki elemanlar1 arasinda yayilig
gosterir [27].

Salvia tomentosa halk arasinda hazimsizlik, larenjit, farenjit, agiz mukozasi
iltihabi, diseti iltihabi, dil iltihabi, asir1 terleme ve siitiin ¢ok fazla gelmesine kars:
kullaniimaktadir [35].

1.4.2. Salvia tomentosa’nin Kimyasal yapisi

Adagay tiirlerinin kimyasal igerikleri ve yag bilesenleri farklidir [30]. Salvia
genusu (Labiatae) zengin bir diterpenoid kaynagidir [39].

Salvia tomentosa koklerinden hazirlanan MeOH ekstraktinda etil asetatta
¢bziinen kisim kromatografi ile ayristirildiginda, 7 farkl: diterpenoid bileseni vermistir.
Spektrofotometrik sonuglar, bu bilesenlerin hepsinin abietane oldufunu g&stermistir.
Salvia tomentosa’da bulunan abiatane tip 7 diterpen sunlardir: Horminone, Sugiol, 7a-
acetoxyroyleanone, Rosmanol, 8,11,13-abietatriene-18-oic asit, Salviol ve 12-

methoxycarnosic asit [32].

Gabor Nagy ve ark. [39] tarafindan yapilan ¢alismada, S. fomentosa’ya ait 4
diterpenoid rapor edilmistir. Bunlar, 7o-acetoxyroyleanone, 7o-hydroxyroyleanone,

Royleanone ve 6,7-dehydroroyleanone’dir [39].

Ugucu yaglar, bitkilerden veya bitkisel droglardan gesitli yontemlerle elde dilen,
oda sicakliginda sivi halde olan, kolay kristallesebilen ugucu, kuvvetli kokulu, su buhar
ile stiriiklenebilen yagims: karigimlardir [38]. Bunlar; antiromatizmal, balgam
soktiirticti ve oksiiriik kesici, idrar soktiiriicii, midevi ve gaz giderici, solucan diisiiriicii,

sinir yatigtirici ve ferahlik verici etkiler gostermektedir [30].
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Salvia genusuna ait bitkilerden izole edilmis ugucu yaglarin kimyasal
bilesenlerine ait ¢ok sayida rapor vardir. Bu raporlarin hepsi Salvia yaglarimin ana
ve/veya karakteristik bilegenlerinin 1,8-cineole (eucalyptol) ve borneol oldugunu
gostermektedir (Cizelge 1.4) [35].

Haznedaroglu ve ark. [40] tarafindan yiriitiilmiis bir c¢alismaya gore;
cyclofenchene, 1,8-cineole, borneol ve B-caryophyllene Salvia tomentosa yaglarinin
temel bilesenleridir [35, 40]. Bu bulgulardan % 4.3 olarak bulunmug borneol harig
diger bilesenler Tepe ve ark. [35] tarafindan yapilmis galismada farkli kaydedilmisgtir.
Ugucu yag bilesimindeki degisiklikler cesitli farkliliklardan (iklimsel, mevsimsel,
cografik, jeolojik) ortaya ¢ikabilir [35]. Salvia tomentosa ugucu yaglari bu bilegenlerle
birlikte 44 farkli bilesen icerirler (Cizelge 1.4) [35, 40].

Cizelge 1.4 Salvia tomentosa’nin ugucu yag bilesenleri ve yiizdeleri [35]

Salvia tomentosa’nin ugucu yaglarmimn

bilesenleri % (Total =97.7)
a-Thujene 0.7
o -Pinene 10.9
Camphene 24
B-Pinene 39.7
B -Myrcene 0.7
o -Terpinene 0.4
p-Cymene 1.1
Limonene 2.2
Eucalyptol 1.1
(Z)-B -Ocimene 0.7
(E)-B - Ocimene 0.2
y-Terpinene 14
cis-Sabinene hydrate 04
Terpinolene 0.5
Linalool 0.9
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trans-Sabinene hydrate 0.2
Camphor 9.7
Borneol 4.3
Terpinen-4-ol 0.7
a -Terpineol 0.3
Linalyl acetate 0.3
Bornyl asetate 0.5
Thymol 0.7
Carvacrol 0.9
a -Cubebene 0.5
a ~-Ylangene 0.3
a -Copaene 04
f -Bourbonene 0.8
B -Cubebene 0.2
a ~Gurjunene 0.3
Caryophyllene 23
B -Copaene 0.6
Aromadendrene 0.3
a -Caryophyllene 1.9
Allo-Aromadendrene 0.2
v-Muurolene 1.5
Germacrene D 0.6
B -Selinene 0.4
¥ -Amorphene 1.2
v -Cadinene 0.5
8-Cadinene 14
Ledol 0.7
(-)-Spathulenol 04
Viridiflorol 23
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Flavonoidler ¢igeklere renklerini veren maddelerdir. Flavonoid droglar, 40
yildan fazla bir siiredir tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin
bilesimine katilmaktadirlar. Son yillarda yapilan aragtirmalarda elde edilen yeni
flavonoid bilesiklerinin iyilestirici etkilerinin bulunup bulunmadifi konusunda
aragtirmalar devam etmektedir. Bu bilesiklerin, 6zellikle bagisiklik sistemi, kan damar
sistemine etkileri, antitiimér, antibakteriyel, antiviral ve benzeri diger farmakolojik

etkileri {izerinde ¢aligmalar yapilmaktadir [31].

Yirmi yildan beri flavonoidlerin anti-tiimor etkileri {izerine arastirmalar
yapilmaktadir. Kanser tedavisinde flavonoidlerin timit verici bir potansiyele sahip
olduklan diigiiniilmektedir. Uluslararas1 Kanser Aragtirma Enstitiisii 200°den fazla
flavanoid bilesigin antitiimor etkilerinin arastirilmasini programimna almigtir.  Yapilan
arastirmalarda kesin tedavi edici olmasa bile en azindan kétii huylu kanser hiicrelerinin
yayilmasini engelleyici etki gdsteren bazi flavonoid bilesikleri tanimlanmugtir [31].

Buna 8rnek olarak yesil ¢aydaki katesin verilebilir [25, 31].

Salvia tomentosa bitkisinden elde edilen bir flavonoid olan yaseozidinin
(jaseosidin) ile 6-hidroksiluteolin,7-glukozid’in DNA sentez hizim yavasglattif
bildirilmektedir [30, 31].

1.4.3. Salvia tomentosa’nin antimikrobial aktivitesi

Yaglarn ana bilegiklerinin antimikrobial aktivitesi birgok aragtirmaci tarafindan
¢ok iyi tanimlanmistir. Bir rapora gore, pinene-tip monoterpen hidrokarbonlar (o-
pinene ve B-pinene) ve borneol (oksijene olmus monoterpen)’lin mikroorganizmalara
kars: aktivitesi onemsiz bulunmugtur. Borneoliin aktivitesi difer arastirmacilar
tarafindan da rapor edilmistir. Kafurun da Onemsiz antifungal ve antimikrobial
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Onemsiz aktivite kapasitelerine ragmen, pinene-
tip monoterpenler, kafur ve borneoliin spekturumun total etkisinden sorumlu

olabilecekleri diistiniilmektedir. Terpenlerin  etki mekanizmalar1 tamamen
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anlagilamamugtir ancak lipofilik bilesiklerle membrani bozdugu tahmin edilmektedir.
Bundan bagka, suda ¢dziinmeyen bilegiklerin azaltilmis aktivitesi, heksan bilesigindeki
oleoresinler, steroller ve onlarin tiirevleri, flavonlar ve diklorometan bilesigindeki
flavonoidler ve daha polar metanol bilegiklerinin hidrofobik subfraksiyonlarindaki
sicaklikla degisen ve/veya degismeyen birgok farkh sinifa ait bilesenlerin bir¢ok tipinin
bulundugunu nitelemektedir [35].

Haznedaroglu ve ark. [40] tarafindan yapilan calismaya gore antimikrobial
aktivitesi sinanmig Salvia tomentosa ugucu yaglan 1,8-cineol (%17), B-caryophyllene
(%11), cyclofenchene ( %10) ve 3-cadinene ( % 6) igermektedir. Bu ugucu yaglar
Haznedaroglu ve arkadaglari tarafindan yapilmis olan ¢alismada kullanilmig dort gram
pozitif ve dort gram negatif bakteriden Pseudomonas aeruginosa disindakilerin

tiremesini dikkate deger 6l¢iide inhibe etmektedirler.

Tepe ve ark. [35] tarafindan yapilan ¢alismaya gore Salvia tomentosa’nin suda
¢oziinen ekstraktlari antimikrobial aktivite sergilemezken suda ¢oziinmeyen ekstraktlar
S. aureus, S. pneumoniae, M. catarrhalis, B. cereus, A. woffii, C. perfringens, M.
smegmatis ve C. albicans’a kargt yatigtiricr aktiviteye sahiptirler. Bu
mikroorganizmalardan C. perfringens en duyarlt mikroorganizma iken, S. pneumonie,
M. smegmatis diger duyarlh mikroorganizmalar arasinda yer almaktadirlar.
Haznedarodlu ve -ark. [40] tarafindan yapilan ¢aliymanin raporunda Gram negatif
bakterilere karsi ise (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa) gbzlenmis olan zayif
antimikrobial aktivite Tepe ve ark. [35] tarafindan yapilmis olan ¢alismada herhangi bir

sekilde gozlenmemistir.
1.4.4. Salvia tomentosa’nin antioksidant aktivitesi
Antioksidantlar hiicre membranlarindaki lipit bilesiklerinin oksidasyonlarini

minimize ederler veya karsinojenik etkisi oldugu bilinen linoleik asit oksidasyonundan

ortaya ¢ikan konjuge olmus diene hidroperoksitleri ve ugucu organik bilesikleri inhibe
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ederler [35]. Tepe ve ark. [35] tarafindan yapilan ¢alismada Salvia tomentosa’da polar
bilesikler, polifenoller veya flavonlar ve aktivitelerinde 6nemli rol oynayan flavonoidleri
gosteren non-polar bilesiklerden daha giiclii antioksidant etki gostermektedirler. Polar
olan bilesenler de metanol ekstraktinin hidrofobik kisminda yer almaktadirlar.

1.5. TUMOR HUCRE KULTURU VE ANTITUMOR AKTIVITE TAYINi

Tiimér biiyiimesinin durdurulmasi ve tiimérlerin yok edilmesinde beklenilen,
tedaviden olabildigi kadar yarar salamak, buna karsilik yan etkileri en aza indirmektir.
Tiimér tedavisinde uygulanan programlarin rastgele olusu, daha etkin ve sonucu

dnceden hesaplanabilen tedavi programlarina duyulan ihtiyaci artirmaktadir [4].

Son yillarda timér tedavisinde kullanilan ilaglarin in vitro etkilerini agiklayan
¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir. Bu aragtirmalarin ortak amaci tiimdr hiicre

¢ogalmasini durduran ve en az yan etkiye sahip ilaglan belirlemektir [41].

Son yillarda gelistirilen ¢ok hiicreli tiimér sferoid teknigi kullanilarak hem
radyasyonun ham de ilaglarin hiicre diizeyindeki etkinlikleri aragtirilabilir. Timor
sferoidleri, solid tiimérlerin ii¢ boyutlu biiyiime ve organizasyonunu oldukg¢a gercekei
bir gekilde yansitmakta bunun sonucunda hiicreler arasi ve mikrogevre ile olan iligkileri
ortaya koymaktadir. Sferoid olusumunun engellenmesi, hiicrelerin ilaglara karsi
duyarlihgm gostermesi ve bunun klinik uygulamalarla uygunluk gostermesi
bakimindan anlamlidir [4].

1.5.1. MULTIiSELULER TUMOR SFEROID MODELI

Timor hiicreieri ile yapilan in vitro deneylerde birgok laboratuvarda tek tabakali
timdr hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu in vitro hiicre modeliyle kanserin temel

olusum mekanizmalar1 ve tedavisi lizerine oldukc¢a degerli bilgiler edinilmistir [42].
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Tiim hiicreler kiiltiir kabina ilk konulduklarinda yuvarlak sekillidirler. Daha sonra
kabin yiizeyine tutunarak yayilirlar. Bu olugan tabakaya monolayer denir [43]. Ancak,
tek tabakali kiiltiir ortaminda oksijen ve besinler kanser hiicrelerine esit oranda
ulagmakta ve hiicreler bu kosullar altinda iki boyutlu bir biiylime géstermektedir. Oysa
viicutta kitle olugturan solid tiimorler {i¢ boyutlu uzaysal bir konumda biiyiimektedir.
Bu durum tiimérlerin i¢ boliimiindeki hiicreler arasinda oksijen ve besin dagiliminin egit
olmamasima yol agmakta ve hiicreler farkli diizeylerde fiziksel ve kimyasal stresleﬂe
kargilasmaktadir. Oksijen ve besin kaynaklarinin diisiik oldugu bdoliimlerde hiicre hasar
ve hatta nekroz kendiliginden geligebilmektedir. Ayrica tek tabakali hiicre kiiltiir
modelinin aksine hiicresel yanitlarin gelismesinde 6nemli rol oynadif: diisiiniilen

hiicreler arasi temaslar ii¢ boyutlu bir ortamda gerceklesmektedir [42].

Sferoidler olarak Kkiiltiire edilmis embriyonik hiicreler {izerinde yapilan ilk
calismalar, doku benzeri yapisal Ozellikleri ve in vivo benzeri geligsimi gdstermistir.
Yiiksek farklilasma kapasitesi tek tabakali kiiltiirlerde saglanamamugstir, fakat
hepatositlerin, yetiskin insan glioma hiicrelerinin, kus fetal beyin hiicrelerin ve insan sag
folikiillerinin yeterli farklilagma kapasitesi bulunabilmistir. Bu durum o&zellikle ilag
testlerinde nemlidir, ¢linkii biyokimyasal verileri elde edebilmek igin dogal metabolik
aktivitelerin iist st gereklidir ve bu da ancak doku benzeri yapilarda saglanabilir
[44].

Kemoterapotik ajanlarin toksik etkilerine karsi tiimor hiicrelerinin direng
gelistirmesi kanser tedavisindeki en &nemli problemlerden biridir. Ila¢ direncinin
olusum mekanizmalarini belirlemek iizere gesitli ilaglar tek tabakali kiiltiir ortaminda
tiimor hiicre soylarina uygulanmis ve bu sekilde ilag penetrasyonunda azalma, ilacin
hiicre digina aktif pompalanmasi, ilag inaktivasyonunun ve DNA onarmm islemini
artmasi ve hiicre iginde ilaglarin hedef molekiillerinin ekspresyonunun degismesi gibi
hiicresel diizeyde isleyen birgok biyokimyasal mekanizmalar ortaya cikarilmustir.
Ancak bu gibi tek hiicre diizeyinde ortaya ¢ikan direng mekanizmalarmm klinikte
izlenen ilag direnci i¢in gegerli olup olmadig: konusunda ciddi endigeler bulunmaktadir.

Bu konuda literatiirde yapilmis olan c¢aligmalarda kullanmlan tek tabakali kiltiirde
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biiyiitiilen hiicrelerin kemoterapiye karsi olusturduklar1 yamit ile klinik gézlemler
arasinda birgok farklilik bulundugu gézlenmektedir. Bu durumda tek tabakal: kiiltlirde
¢ok etkili bulunan ve belirgin antitlimoral etkinlifi saptanan bir ilacin ya da ilag
kombinasyonlarinin klinikte bu derece etkili olmadif1 goriilmektedir. Bu nedenle tek
tabakal1 hiicre kiiltliriiniin {i¢ boyutlu in vivo solid tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak
yansitmada yetersiz kaldig1 giderek daha ¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir
[42,45].

In vitro sferoid kiiltiirleri cesitli metodlarla elde edilebilir. Bunlardan en sik
kullanilan1 siv1 (ist tabaka yontemidir. Bu yontemde hiicre kiiltiir kaplarinin tabani
agarla kaplanarak tiimor hiicrelerinin plastik zemine yapismalar1 6nlenmekte ve hiicreler
agarli zemin lizerinde biiylimelerini stirdiirmektedir. 1-3 giin i¢inde kiiglik hiicre
kiimelenmeleri olusmakta ve ardindan iginde tlimor hiicrelerinin siki bir gekilde
organize oldugu diizgiin sferoid yapilar1 sekillenmektedir. Sferoid iiretme teknikleri
arasinda siv1 list tabaka y6nteminden bagka “spinner flask” ve “gyratory rotation™ gibi
teknikler de bulunmaktadir. Ancak bu ydntemler ek donanim gereksinimi gostermekte
ve caligma maliyetleri olduk¢a yiiksek olmaktadir. Sivi iist tabaka ydntemi ise
laboratuarlarda kolaylikla uygulanabilecek ucuz, kolay ve hizli bir yontem olarak
dikkati cekmektedir [42].

1.6. HUCRE SIKLUSU DEGERLENDIRME YONTEMLERI

Bilindigi iizere tiimdr dokusu, hiicre devri’nin degisik fazlarmda bulunan
hiicrelerden olusmus heterojen bir populasyon olarak kabul edilir. B&yle bir hiicre
populasyonunda DNA sentezinin yapilmadift G1 fazinda bulunan hiicreler, DNA
sentezinin yapildifi sentez (S) fazinda bulunan hiicreler ile DNA’nmn iki kat olarak
bulundugu G2 fazi ve béliinmenin gergeklestigi mitoz (M) fazina ait hiicreler bulunur.
Bir hiicre populasyonunda S fazinda bulunan hiicrelerin sayis1 S-faz fraksiyonu olarak,
S fazinda bulunan hiicrelerin populasyondaki biitiin hiicrelere oram da isaretlenme
indeksi olarak adlandirilir [46-49].
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Howard ve Pelc tarafindan 1953 yilinda gelistirilen ve otoradyografi temeline
dayanan Timidin Isaretlenme Indeksi (TLI) adi verilen bu ydntemde, interfazdaki
hiicrelerin fizyolojik agidan farkli davrandiklarinin ortaya konmasi, hiicre biyolojisinde
yeni bir ¢13irn agilmasina neden olmustur [4, 50]. Giiniimiizde tiimérlerin ¢ogunda
prognostik parametre olarak kullanilan bu yontem, 6zellikle meme kanserli hastalar
bagta olmak iizere kantitatif olarak timdor biiylime hizini gosteren kinetik bir
parametredir [51, 52]. Bu ydntem sayesinde tiimdriin biiylime orani, lokal saldirganlii,
ve kismen de uzak metastaz yapma olasilify gosterilebilmektedir [52-58]. Thymidine
Labeling Index’in hesaplanabilmesi igin hiicrelere birim zaman igersinde radyoaktif
thymidine CH-TdR) uygulanir, Bu uygulama sirasinda DNA sentezi yapmakta olan
hiicreler yeni DNA molekiilii yapisina *H-TdR’yi alirlar [48, 52-59]. Bu yoOntemde
timidinde, bir hidrojen atomu radyoaktif izotopu olan trityumla degistirilir ve bu
Ozelligine bagl olarak P partikiilleri yayar [4]. Bu durum otoradyografi sonrasinda
timidini alan hiicre nukleuslarinda siyah noktaciklar halinde izlenir [6, 48]. Isaretli
hiicrelerin toplam hiicrelere oram1 % olarak ifade edilir. TLI olarak adlandirilan bu veri
hiicre populasyonunun proliferasyon oramim gostermesi bakimindan, tiimdriin

saldirganliginin, terap&tik etkinin ve prognozun anlagilmasinda Snemlidir {48, 53-60].

Ancak giiniimiizde radyoaktif bir metot oldugu gerekgesiyle uygulamadaki
zorluklarindan dolayi; bu metodun yerini yine bir timidin analogu olan halojenli
pirimidin grubundan BrdU kullanimi almigtir. Bu yontem, sadece S fazindaki
hiicrelerin BrUdR ile isaretlenmesi ve bu igaretli hiicre grubunun hiicre siklusundaki

ilerlemesinin izlenmesine dayanir [5, 60-62].

Nonradyoaktif timidin analogu olan bromodeoksiliridin S fazindaki hiicrelerin
DNA’sina baglanarak bunun sonucunda anti-BrdU antikorlarinin kullanimi ile ortaya
¢ikarilmasi saglanir. Bu metot hiicre kinetigi aragtirmalarinda [*H] timidine gore daha

elverisli bir metodtur [60, 63].

Hiicrelerin BrdU ile muamelesi sonunda monoklonal antikorlar kullanilarak

immunohistokimyasal teknikler uygulanir ve DNA sentezi yapan hiicrelerin orani
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(BrdU labeling indeks BrdU-LI) klinik datalar ve tlimdr histolojisiyle karsilagtirilarak
mikroskobik olarak degerlendirilir [60].

Bu durumda *H-TdR yerine Bromodeoksiiiridin (BrdU) ile isaretlenen S fazi
hiicrelerini goriiniir hale getirebilmek igin otoradyografi yerine immunohistokimya
teknikleri kullanilir [5].

1.6.1. HALOJENLI PIRIMIDINLER VE BrdU iSARETLEME YONTEMI iLE
HUCRE SIKLUSUNUN DEGERLENIRILMESI

Bu yaklasim [*H] Timidin veya halojene olmus analoglar Bromodeoksitiridin ve
iyododeoksiiiridin gibi isaretlenmis pirimidin bazlarinin kullanilmas: temeline dayanir
[46].

Klor, brom ve iyot atomlarinin baglanma 6zellikleri metil grubu (CHs) nun
baglanma ozellikleri ile bliyiikk benzerlik gésterir. Bunun sonucu olarak, halojenli
pirimidinler grubu adim alan 5- klorodeoksiliridin (CIUdR), 5-iyododeoksiiiridin
(IUdR) ve 5-bromodeoksiiiridin (BrUdR), yapilarinda bulunan halojen gruplari
yiiziinden, DNA molekiiliiniin normal yapitas1 olan timidine yapisinda bulunan metil
grubu sebebi ile ¢ok benzerler. Bu benzerlik ¢ok ileri diizeydedir ve bu halojenli
pirimidinler, DNA sentezi sirasinda timidin molekiiliiniin yerini alarak DNA zincirinin
yapisina girebilirler. Bu sebeple bu maddelere ‘timidin analou’ ad: verilir. Halojenli
pirimi dinlerin DNA molekiiliinlin yapisina girmesi ile, DNA zincirinde bir zayiflama
meydana gelir ve bunun sonucu plarak da hiicrenin X veya ¥y 1sinlarina kars1 duyarhiligi

artar [S]. Bu zayiflama benzerligin tam olarak olmamasindan kaynaklanir.

BrUdR, timidin molekiiliindeki metil grubunun yerine aym: boyutlardaki bir
brom atomunun ge¢mesi ile olugan bir timidin analogudur. DNA sentezini diizenleyen
enzimler timidin ile timidin analoglarin1 ayirt edemedikleri i¢in, bunlar aynen timidin

gibi yeni sentezlenen DNA’nin yapisina girebilirler.
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BrUdR-DNA analizi yapilacak hiicrelere ilk agamada BrUdR uygulanir ve bu
sekilde sadece S fazinda buluna hiicrelerin isaretlenmeleri saglanir [5]. Daha sonra
immiinositokimya ydntemi uygulanarak isaretli hiicrelerin 13tk mikroskobunda gdriiniir

hale gelmesi saglanabilir [5, 61].

1.7. AMAC

Bu ¢aligmanin amaci, antimikrobial ve antioksidant aktivitesi [35,40] ¢alisilmig
olmasmna ragmen, DNA sentez hizin1 yavaglattifi ileri siirtilen [30,31] ancak hiicre
kiiltiirlinde antitiimor aktivitesi heniiz belirlenmemis olan ve Balikesir’de baz1 kiylerde
halk tarafindan c¢ay1 yapilarak icilen ve antitlimor etkisi olduguna inanilan Salvia

tomentosa’nin hiicre ¢ogalmasi lizerine etkisinin olup olmadiginin arastirilmasidir.

Bu anlamda temelde hiicre kiiltiirli teknikleri kullanilarak yapilan deneyler, hiicre
kiilttirliniin 2 farkli uygulamas: kullanilarak gergeklestirilmigtir: Hiicre modeli olrak
sigan Glioma hiicreleri (C6) kulllanilmistir.

1- Tek tabakal: hiicre kiiltiirleri: Tek tabakali C6 hiicre soyunda Salvia tomentosa

ekstraktlarinin hiicre gogalmasi tizerine etkisinin saptanmasi

2- Ug boyutlu sferoid hiicre kiiltiirleri:

a) Sferoid C6 hiicre kiiltiirlerinde,uygulanan Salvia tomentosa ekstraktlar
sonras1 Hematoksilen-Eozin boyasi ile hiicrelerin sferoid biitiinltigiiniin

degerlendirilmesi

b) Sferoid C6 hiicre kiiltiirlerine uygulanan Salvia tomentosa ekstraktlar
sonrast BrdU isaretlemesi yapilarak monoklonal antikor ve
immunohistokimyasal boyama yontemleri ile BrdU isaretlenme

indeksinin hesaplanmasi
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Materyalleri

Ekstraktlar1 hazirlanmak tizere kullanilan Salvia tomentosa bitkileri Yrd.Dog.Dr
Fatih Satil ve Ridvan Polat tarafindan 13.06.2003 tarihinde Balikesir’in Bigadi¢ Yolu
Kadikdy mevkii ve 22. km’leri yol kenarlarindan toplandi. Toplama zamaninin segimi
Salvia tiirlerinin Mayis-Haziran aylarinda ¢i¢eklenmesi ve Temmuz ayinda da
tohumlarinin olgunlagmas1 géz Oniine alnarak secildi ve toplanan Srneklerin bitkinin

biitiin 6zelliklerini temsil etmesine dikkat edildi [27].

Toplanan Ornekler preslere alinarak nemsiz golgeli ve hava akim olan bir
ortamda kurumaya birakildi. Orneklerin saglikli bir sekilde kurumasi igin kurutma
kagitlar belirli araliklarla degistirildi [27].

Kuruyan &rneklerin teshisi Yrd.Dog.Dr. Fatih Satil tarafindan yapildi. Orneklerin
teshisinde Tirkiye florasi, Tohumlu bitkiler sistematigi kitaplari, daha 6nce konuyla
ilgili makale ve tezler, ayrica herbaryum 6meklerinden faydalanildi [27].

2.1.2 Kimyasallar

Borik Asid (Applichem A 2940, 0500), NaOH (Merck 106495), NaCl (Merck 106406),
Na; HPO4 (Merck 106586), NaH,PO, (Merck 106346), Absolii etanol (Merck 100983),
HC1 (Merck 113386), Metanol (Merck 106008), H>O, (Merck 108597), Toluol (Riedel-
de Hien 32249), Phenol Red (Merck 107241), Trypan blue (Fluka GA 11761), Poly-I-
Lysine Solution (Sigma P8920), KH,POs (Merck 105108), KCl (Merck 104934),
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Sodyum tetraborat (Horasan Kimya), Formaldehit (Riedel-de Héen 15513), NaHCO;
(Merck 3011729), Agar (Gibco 00391M), Parafin Wax (Kimetsan KIM-
PNB/01CP/040220), CaCl, (Merck 2380).

2.1.3 Enzimler

Tripsin (Sigma T4799)

2.1.4 flaglar

Penisilin (Sigma P-7794), Streptomisin (Sigma S-9137)

2.1.5 Kitler

BrdU (Sigma B-5002)

Ultra V block (Lab Vision TA-060-UB)

NCL-BrdU Mouse Monoclonal NOVOCASTRA 103008)

Ultra Vision Detection System Anti-Mouse HRP (Lab Vision TM-060-HL)

Large Volume AEC Substrate System (Lab Vision TA-125-HA)

Ultramount (Lab Vision TA-060-UM)

2.1.6 Diger Maddeler

Fotal Sigir Serumu (Sigma SF-7524)
DMEM-F12 (ATCC 30-2004)
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2.2 Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Geregleri (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1 Deneylerde kullanilan laboratuvar gerecleri

Kullamlan Gere¢ Modeli
Inkiibatér Sanyo

Laminar Akim Kabini Hereaus
Inverted Mikroskop Leitz

Derin Dondurucu (-20 °C) Argcelik
Mikrotom REICHERT
Buzdolab: Bosch
Manyetik karigtirici RUHROMAG
Etliv Hereaus
Otoklav Victor Recker
Santrifiij Niive

Su banyosu Niive

Pipet Aid Drummond
Hassas Terazi Savter monopan
Evaporator Buchi Rotary Evoporatér
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2.3 Metot
2.3.1 Caliymada Kullanilan Ortamin ve Malzemenin Temizligi ve Sterilizasyonu

Cam malzemeler bir gece ¢amagir suyunda bekletildi. Daha sonra deterjanli
suda bir gece bekletilen malzemeler ertesi giin 6nce deterjanla yikandi daha ¢esme
altinda bol su ile durulanarak bir gece distile suda bekletildi. Daha sonra etiivde
kurutulan malzemeler agizlari aliiminyum folya ile kapatilarak pipetler ise pipet kutular
icersinde 180°C’lik etiivde bir saat steril edildi.

Isiya dayanikli pipet uglari, eppendorflar gibi plastik malzemeler ise otoklavda
121°C’de 3 atm basingta 15 dakika steril edildi.

Hazirlanan ¢ozeltiler otoklavda 121°C’de 3 atm basingta 15 dakika steril edildi.
Medyum, serum ve ekstraktlar gibi 1siya dayaniksiz malzemeler ise 0.22 um’lik milipor
filtreler kullanilarak steril edildi.

Doku kiiltiirii laboratuvar: yerleri ve ¢aligma alanlar1 her hafta peryodik olarak
% 70 alkol ¢dzeltisi ile silindi. Laboratuvar kullanilmadifi zamanlarda ve igeriye
girilmeden en az yarim saat once laminar air flow c¢alstirilarak ve UV lamba

kullanilarak ortamin sterilizasyonu saglandi.
2.3.2 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Kurutulmus bitki materyallerinin k&k, gbvde, ¢igek, tohum ve yaprak gibi bitki
kisimlart agisindan homojen olacak sgekilde alimp mikser yardimi ile miimkiin
oldugunca kiigiik parcalara ayrlmasi saglandi.  Elektronik terazide 10°ar gram
tartilarak; deterjanla yikanip saf sudan gegirilmis 3 ayr1 cam siseye alindi. Bu sigelere
sirasiyla 100°er ml. metanol, kloroform ve petrolium eter ilave edilerek kapaklari
kapatildi. lyice karigmasi igin sallanan giseler direkt giin 1511 almayan bir yerde, oda

isisinda bir hafta bekletildi. Bu siire dahilinde giin icersinde belli araliklarla sallanarak
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durgunlagsmasi engellendi. Bir hafta sonunda bitki materyali ve ¢oziicliniin bulundugu
karisimlar porselen huni {izerine filtre kagidi koyularak birbirlerinden ayri halde
siiziildii. Filtrasyon sonrasi partikiillerinden ayrilmig 6rnekler maksimum 40-41°C’de
evapore edildi. Evaporasyon sonrasi balon jojenin cidarinda boyanma geklinde kendini
gosteren bitki ekstrakti az miktar kendi ¢oziiciisii ile geri kazanmlarak eppendorf
tiiplerine alind1. 37-40°C su banyosunda bu ¢dziicliniin ugmasi igin agizlar agik halde
bekletildi. Elde edilen bitki ekstraktlar1 deney agamasina kadar +4°C’de saklandi.

2.3.3 Hiicre Kiiltiirii Deneyleri
2.3.3.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhg

Deneyler 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Deneylerde 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
tarafindan Avrupa Hayvan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATTC) hiicre bankasmndan
saglanan sigan C6 Glioma (ECACC no:558807) hiicreleri kullanildi.

Hiicreler, i¢ersinde inaktive edilmis % 10 fetal sifir serumu (FCS), 0.2 Mm
glutamin, 100 pg/ml streptomisin 100 TU/ml penisilin iceren DMEM-F12 medyumunda
(Dulbecco’nun  Modifiye Edilmis Eagle Medyumu, besleyici kangim F12 Ham
Medyumu) 37°C’de, % 5 CO, ve 1 atmosfer basmng altinda 25 ve 75 cm™lik steril
flasklar igersinde kiiltlire edildi. Hiicreler haftada 2 kez rutin olarak pasajlandi.
Hiicreler, yogunluk olarak flaskin yan yiizeyini kapladiklarinda deneylerde kullanildi.

2.3.3.1.1 DMEM-F12 Hazirlanmasi

Kaynamis ve sogumus 1 It bidistile su i¢ersine 10 gr medyum tartilarak konur
ve manyetik karigtiricida karigsmasi saglanir. Karigan medyum igersine 1 ml penisillin-

streptomycin (100 IU/m1-100 pg/ml) karigimmndan eklenir. Birkag saat karigtiktan sonra
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Sartorius filtreden steril ortamda siiziilerek siselere bsliiniir. Kullanilacagi zaman 0.22

um steril filtreden gecirilerek serum ve glutamin ilavesi yapilir.
2.3.3.1.2 FCS’nin Kullanima Hazirlanmasi

FCS (Fé&tal Sigir Serumu) -20°C’de saklanir ve taginmast soguk zincirle yapilir.
Stok serum kullaniimadan &nce 56°C’de 1/2 saat 1s1 ile inaktive edilir. Daha sonra
tekrar -20°C’de saklanir.

2.3.3.1.3 Cozelti ve Ilaclarin Hazirlanmasi (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2 Doku kiiltiirii deneylerinde kullanmilan ¢ozelti ve ilaglarin

hazirlanmasi

COZELTI ve ILACLAR HAZIRLANISI

Kalsiyumsuz magnezyumsuz fosfat 1 It bidistile su igine 8 gr NaCl, 0.25 gr

tamponu (CMF-PBS) KCl, 0.25 gr KH,PO4, 1.44 gr Na,HPO,,
0.01 gr Phenol Red tartilarak ilave edildi
ve karigtirildi. Otoklavda 121 °C, 3 Atm
basingta 15 dk steril edildi.

NaHCO;3; 200 ml bidistile suya 8.8 gr NaHCO; ve

(0.00052 M) 0.01 gr Phenol red tartilarak ilave edildi ve

karigtirildi. Otoklavda 121 °C, 3 Atm
basingta 15 dk steril edildi.

% 0.05°lik Tripsin 100 ml CMF-PBS igersine 0.05 gr Tripsin
ilave edilerek manyetik karigtiricida
karigtirild1 ve milipor filtreden siiziilerek

steril edildi.

% 3’lik Agar 3 gr agar 100 ml bidistile suya kondu ve
karigtirildi. Otoklavda 121 °C, 3 Atm
basingta 15 dk steril edildi.

Antibiyotikler 2 ml penisilin ve 2 ml streptomisin

karigtir1ld1 ve iizerine 6 ml bidistile su
eklendi. Iyice karigmasi saglandiktan
sonra 1’er ml halinde eppendorf tiiplerine
boliinerek -20 °C’de saklandi. 1000 ml
medyum i¢in 1 ml kullanildi.
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2.3.3.2 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri
2.3.3.2.1 Hiicre Soyunun Ag¢ilmasi

Uzun siire s1vi azot buharinda saklanmis olan hiicreler ¢6ziinmesi saglanan dek
37°C lik su banyosunda tutulur. Coziinen hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine alinarak
iizerine 1-2 ml % 10 serumlu medyum ilave edilir ve 1500 rpm’de 3 dk santriftij edilir.
Siipernatant dokiildiikten sonra DMSO’nun etkisinden kurtarmak amaciyla tekrar 1-2
ml % 10 serumlu medyumla 2 defa 1500 rpm’de 1-2 dk daha santrifiij edilir. Pellete az
miktar % 10 serumlu medyum eklenerek yavagga pipetajlanir ve medyum konulmusg

flasklara ekim yapilir.
2.3.3.2.2 Hiicrelerin Cogaltiimasi

Hiicreler 25 cm™lik flasklarda 5 ml, 75 cm®lik flasklarda ise 10 ml % 10 FCS
ve 100 TU/ml penisillin-streptomisin igeren DMEM-F12 medyumu igersinde % 80-90
yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle tiretildi.

2.3.3.2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklar igersinde % 100 yogunluga gelen hiicrelerden medyum uzaklagtirilrr.
Hiicrelerin {izerine % 0.05°1ik tripsinden kiigiik flasklara 1-2 ml, biiyiik flasklara 2-3 ml
eklenerek 37°C lik CO; etiivde bekletilerek kontrollii bir kalkmalar: saglamir. Yiizeyden
ayrilan hiicrelere tripsinle aym1 miktarda medyum ilave edilerek tripsinin etkisi bloke
edilir ve santrifiij tiipiine stispanse halde toplanan hiicreler 1500 rpm’de 3 dk santrifiij
edilerek siipernatant1 uzaklagtirilir. Bir miktar medyumla siispanse edilen hiicreler
medyum konulmusg flasklara ekilir. Flasklar 37°C lik % 5 CO-’li etlive kaldirilir.
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2.3.3.2.4 Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak igin,
tizeri 4 adet 16 kiigiik kare igeren bdlgeden olusan 1 mm?lik alan ve 0.1 mm derinlige
sahip hemasitometre kullanilir. Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi

asagidaki formiille bulunur.
Toplam hiicre sayisi/ml = Hemasitometre sayim sonucu x 10* x Medyum miktari(ml)
2.3.3.2.5 Hiicrelerin Dondurulmas: ve Saklanmasi

Hiicreler % 0.05’lik tripsin uygulanmasi ile yapistiklan yiizeyden kaldirilir.
Kalktiklar1 gézlenen hiicrelere tripsinin etkisini bloke etmek igin medyum eklenir ve
siispansiyon santrifiij tiiplinde toplanarak 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Siipernatant
uzaklagtinlir. Pellete tekrar medyum eklenir ve tripsinin etkisinden kurtarmak igin
tekrar santrifiij edilir. Bu iglem sonras: pellete tekrar medyum ilave edilir ve pipetajla
tek hiicre siispansiyonu denen tek hiicre siispansiyonu elde edilir. Hemasitometrede
hiicre sayimu yapildi. Hiicreleri iceren falcon tiipli, % 20 DMSO’lu medyum igeren ve
% 40 FCS’li medyum igeren santriflij tiipleri buz igersine oturtulur. Kullanilacak,
soguga dayanikli saklama tiipleri de buza oturtularak sofumalar1 saglanir. Tiip
icersindeki tek hiicre siispansiyonundan serumlu medyum icersine alinan hiicreler
pastdr pipeti ile kanigtirilir. DMSO’lu medyum bu karisim igersine damla damla ilave
edilir. Saklama tlipii daha sonra 1 gece -20°C’de, 1 gece de -70°C’de bekletildikten
sonra sivi nitrojene alinr. Ancak hiicreler sivi nitrojene degmemeli, bunun buharinda

kalmalidir. Tiipte son konsantrasyon 2.5x10° hiicre/ml olmalidir.
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2.3.3.3 Antitiimdr Aktivite Deneyleri
2.3.3.3.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Flasklarda yari yariya yogun hale gelen C6 hiicreleri % 0.05°lik tripsin
yardimiyla kontrollli olarak kaldirilip ayni miktar medyum ilavesi ile toplandi.
Toplanan hiicre siispansiyonu 1500 rpm’ de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatant: uzaklagtirilmig dibe ¢Skmiis hiicreler  serumlu medyumla tekrar
sulandirilarak tek hiicre slispansiyonu elde edildi. Bu siispansiyon hemasitometrik

kamera yardimiyla sayilarak toplam hiicre sayis1 hesaplandi.
2.3.3.3.2 Ekstraktlarm Coziinmesi

Ekstraktraktlarin her biri 6nce kendi ¢6ziiciilerinden 1’er ml kullanilarak
¢oziildii. Uzeri steril distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Karisim 0.22 um’lik filtreden
gecirildi. Elde edilen stok ¢6zeltiden son konsantrasyonu 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
pg/ml olacak dillisyonlar hazirlandi.

2.3.3.3.3 Tek sirah monolayer hiicre kiiltiirii deneyleri

Deneylerde kullanilacak hiicreler flasklar1 % 70-80 oranmnda kapladiklarinda
hiicrelerin tutunduklari flaskin zemininden kaldirilmasi amaciyla % 0.05°lik tripsinden
kiigiik flasklara 1 ml, biiyiik flasklara ise 2 ml verildi ve kontrollii olarak 37°C’lik
etiivde kalkmalar1 i¢in bekletildi. Yiizeyden kalktiklari gbzlenen hiicrelerin {izerine
tripsini inaktive etmek amaciyla ayni miktar medyum eklenerek hiicrelerin toplanmasi
sagland1 ve 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Stipernatant: dékiildiikten sonra kalan
hiicreler medyum igersinde tek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve hemasitometrede

sayilarak toplam hiicre sayis1 saptandi.
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6 kuyucuklu kiiltiir tabaklarmnin her kuyucuguna 5’er ml DMEM-F12 medyumu
verildi. Bu kuyucuklarin her birine hiicre sayisi hesaplanmig % 100 canli tek hiicre
stispansiyondan 500000 C6 hiicresi ekildi.

Tabaklarin ylizeyine tutunmalar1 igin 1 saat inkiibe edilen hiicrelere,
ekstraktlarin diliisyonlarindan kuyucuk basmna 100’er microlitre verilerek son
konsantrasyonun 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml seklinde olmasi saglandi. Kontrol
gruplarina ise aym: miktarda distile su verildi. Coziicti kontrolleri igin ise ¢6ziiciiniin
deneyler sirasinda hiicrelere ulagan en yiiksek konsantrasyonu hazirlandi. Bunun igin 1
ml ¢oziicii iizerine 9 ml distile su eklenerek igersinde bitki ekstrakti varmigcasina
yapilan hesaplamaya gore ayni sekilde ekstraktin son kansantrsayonunun 100 pg/ml’lik
oldugu hali elde edilir gibi hazirland:.

Deneylerde ekstraktlarin her konsantrasyonu igin 3 kuyucuk kullanildi ve her
konsantrasyon i¢in 24, 48 ve 72 saatlik deney gruplar: olusturuldu.

2.3.3.3.3.a. Monolayer sonu¢larinin degerlendirilmesi

Inkiibasyon siireleri sonunda deney gruplarindaki hiicrelerin medyumlari
uzaklagtirilarak kuyucuk basmma % 0.05’lik tripsinden 1’er ml verildi ve 37 °C’lik
etiivde kontrollii tripsinizasyonlar1 saglandi. Kalkan hiicrelerin lizerine ayni miktar (1
ml) medyum ilave edilerek tripsinin aktivitesi inhibe edildi ve hiicreler bu karigim
icersinde toplanarak 1500 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek
hiicrelerin {izerine 1’er ml medyum eklendi ve tek hiicre slispansiyonu haline getirilerek
hemasitometrik kamerada sayimlar1 yapildi. Elde edilen hiicre sayilar1 paralel kontrol

gruplan ve paralel ¢oziicli kontrolleri ile istatistiki olarak karsilagtirildi.

2.3.3.3.4. Ug Boyutlu sferoid modelde hiicre kiiltiirii deneyleri

Monolayer sonuglarinda, her {i¢ ekstraktin istatistiki olarak anlamli bulunan en

yiiksek dozlar1 multiseliiler sferoid modelde denendi.
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Cok hiicreli tiimor sferoidleri tiretimi i¢in siv1 iist tabaka yontemi kullanildi [42].
6 kuyucuklu kiiltiir tabaklarinin zemini 1/1 agar/medyum karigimi ile kaplandi. Bunun
icin 6nce bidistile suda % 3’liik stok agar soliisyonu hazirlanarak steril edildi. Kiiltiir
tabaklarina verilmeden hemen 6nce 60°C’de 1sitilarak sivi hale getirildi ve 40°C’ye
isitilan DMEM-F12 medyumu ile 1/1 oraninda seyreltildi. Daha sonra kuyucuklarin her
birine 1’er ml halinde dagitilip hafifce yiizeye yayilmas: saglanan agar soliisyonunun jel
halini almasi i¢in kiiltlir tabaklar {istleri kapali halde 10 dakika buzdolabinda +4°C’de
bekletildi.

Jel haline gelmis agarli kuyucuklarin herbirine 1’er ml DMEM-F12 medyumu
ilave edildi ve tripsinize edilerek flasklardaki monolayer hiicre kiiltiirlerinden kalkmasi
saglanmis ve tek hiicre siispansiyonunda sayilari hemositometre ile saptanmig C6
hiicrelerinden kuyucuk bagina 1000000 hiicre ekildi. Kiiltiir tabaklar1 37°C, % 5 CO,
ve 1 atmosfer basingta inkiibe edildi. Bu siire icersinde sferoid geligsimi invert

mikroskopta izlendi.

Bir hafta sonunda biiyiikliigiiniin 100-400 mikrona ulagan sferoidlere, 100 pg/ml
konsantrasyonda S.tomentosa/metanol ekstrakti, 100 pg/ml S. tomentosa/petrolium eter
ekstrakti ve 10 pg/ml. S.tomentosal kloroform ekstrakti verildi. Inkiibasyon siiresi
olarak, etkinin fazla oldugu diigiiniilen 48 saat secildi. Bu siire i¢inde deney gruplari
37°C, % 5 CO, ve 1 atmosfer basingta inkiibe edildi.

2.3.3.3.4.a. Ug Boyutlu sferoid kiiltiirlerin degerlendirilmesi

48 saatlik inkiibasyon sonucunda sferoid model deney gruplari toplanarak 1000
rpm de 3 dk santrifiij edildi. Sferoidler kaldirilmadan siipernatantin bir kism past6r
pipeti ile gekilip atildi. Hiicreler, kalan medyum {izerine mililitre bagina 50 mikrolitre
20 mikromolarlik BrdU ilave edilerek 37°C’lik calkalayicida 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edilen hiicrelerin siipernatantlari,

sferoid yapiy1 bozmadan; pastSr pipeti yardimiyla g¢ekilip uzaklastinldi ve hiicrelerin
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tizerine 1’er ml % 10’luk formaldehit ilave edildi. Formaldehitle Y2 saat inkiibe edilen
sferoidler 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten sonra formaldehit atildi ve 1’er ml
medyumla hafif kaldirilarak tiimiiniin eppendorfa alinmasi saglandi. 1000 rpm’de
tekrar 3 dk santrifiij edilen sferoidler siipernatant1 atildiktan sonra kesilip stiziilmiig
yumurta aki ilave edilerek 4000 rpm’de 5 dk santriftij edildi. Bu islem sonucunda
yumurta aki igersinde ¢6ken sferoidlerin iizerine % 70’lik alkol ilave edilerek 1 gece

oda 1s1sinda bekletildi.

Ertesi giin eppendorf igersinde katilasan yumurta aki iginde sarili sferoidlerin
alkolii uzaklagtirildi ve eppendorfun bistiiri yardimi ile kesilmesi sonucunda ¢ikarild: ve

151k mikroskobu takibine alinarak parafine gémiildii.

Alman kesitlere hematoksilen—eozin boyas: ve immunohistokimya uygulamasi

sonrasi preparatlar mikroskopta degerlendirildi.

2.3.3.3.4.a.1. U¢ Boyutlu Sferoid Deney Modelinde Isik Mikroskobu Takibi ve

Parafin Bloklama

Toplanma sirasinda formaldehitle tespit edilmis sferoidler alkol serileri ile
dehidrate edildi. Toluenle seffaflandirilan sferoidler, sicak parafine gomiildi. Bu
islemler 56-58°C’lik etiivde gerceklestirildi: % 90 alkol ve % 96 alkolde 25’er dakika,
% 100 alkolde 2x25 dakika, toluolde 30 dakika son olarak sicak parafinde 45 dakika
bekletildi. Sferoidler daha sonra oda 1sisinda plakalar iginde parafine gémiilerek blok
haline getirildi.

Bloklardan mikrotom yardimiyla alnan 4-5 mikronluk kesitlerin bir kismi
hematoksilen-eozin boyasi i¢in normal lamlara, bir kismi1 da BrdU boyamas igin poly-

lizinli lamlara alindi.
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2.3.3.3.4.2.2. BrdU’lu Parafin Kesitlere Monoklonal Antikor Metodu ile

Immunohistokimya Uygulamasi

Cizelge 2.3 Immunohistokimyada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar

Cozelti Hazirlanisi

PBS 1 It bidistile suya 11.5 gr
NayHPOy4, 2.96 gr NaH,PO42H,0 ve 5.84 gr
NaCl katilarak karistirildi. Ph 7.6’ya

ayarlandi.

H,0, 1.5 ml H,O,, 98.5 ml metanole kondu.
Soliisyon taze olarak hazirlandi.

HCl 12.08 ml HCI distile su ile 100 mI’ye
tamamlandi. Taze olarak hazirlandi.

%5 CaCl, 5 gr CaCly, 100 ml distile suda ¢dziindiiriildii.

NaOH (0.25 M) 1 gr NaOH 100 ml distile suda
¢oziindiiriildii.

Tripsin 100 mg tripsin 100 ml distile suda

¢oziindiiriildii. Igine

4 ml % 5’lik CaCl, ilave edildi. Ph, NaOH
ile 7.8’e ayarlandi. Soliisyon taze olarak
hazirlandu.

Boraks (0.1 M) Stok A= 0.2 M Borik Asit
1.24 gr Borik Asit A
100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
Stok B= 0.05 M Sodyum tetraborat
1.9 gr Sodyum tetraborat 100 ml
distile suda ¢oziindiiriildii.

Stok A’dan 90 ml, Stok B’den 10 ml alinirak
kangtirildi. pH: 7.4

Poli-lizinli lamlara alinan kesitler immunohistokimya islemine kadar oda
isisinda ve karanlikta saklandi. Kesitler deparafinize edildi: Bunun igin kesitler
toluolde 2x10 dakika, % 100 alkol, % 96 alkol, % 90 alkol ve % 70 alkolde 2x5’er
dakika bekletildi.
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Kesitler distile suya alindi. 10-15 dakika PBS’te tutuldu. Daha sonra karanlik
ortamda hidrojen peroksit aktivitesini bloke eden % 0.5°’lik H,0, ile muamele edilen
preparatlar 3 kez distile suyla yikandi. Preparatlar, 37°C’de 30 dakika, hiicrede
antijenik bolgenin agilmasim saglayan tripsinle muamele edildi. Distile suda
calkalandi. 37°C’de 5 dakika PBS ile muamele edildikten sonra boraksin etkisine
yardimei olan 2 N HCl ile 37 °C de 20 dakika bekletildi. Preparatlar 10 dakika Boraks
ile muamele edilerek DNA’nin biraz agilmasi saglandi. Bdylece DNA’ya baglanmis
durumdaki BrdU agiga ¢ikarilmis oldu. Boraks muamelesi sonrasi distile su ile ytkanan
preparatlar PBS’e alindi. PBS’ten almarak altlar1 kurulanan preparatlarda kesitlerin
oldugu sahalar PAP-PEN yardimiyla daire i¢ine alind1 ve preparatlar preparat kutusuna
yerlegtirilerek ortamin nemli olmas: saglandi. Isaretlenen bu alanlara Ultra V Block
damlatilarak 15 dakika bekletildi. Bu sayede hiicre igersinde ¢aligmak istedigimiz
antijenin diginda kalan antijenlerin kapatilmasi saglandi. Ultra V Block uzaklagtirilarak,
preparatlara 1:200 oraninda dilue edilmis, BrdU’ya baglanacak primer antikor (BrdU
antikoru) damlatilarak 1 saat siire ile oda 1sisinda bekletildi. 2 kez PBS ile yikandi.
Preparatlar primer antikora baglanacak sekonder antikor olan Biotnylated goat Anti-
Mouse ile 30 dakika muamele edildi. 2 kez PBS ile yikandi. Daha sonra preparatlar,
antikorun ucuna baglanacak enzim olan Streptavidin peroxidase ile 30 dakika muamele
edildi. 2 kez PBS ile yikandi. Kromogen ile 20 dakika oda 1sisinda tutuldu. Kromojen
enzimle reaksiyona girerek boyanmayi sagladi ve bu sayede hiicreler renkli olarak ayird
edilebilir duruma geldi. Preparatlar bu iglem sonrasinda distile suya alindi. Mayer-
Hematoksilen ile 3-5 dakika boyandi. Son olarak prebaratlar Ultramount ile kapatildi
ve 151k mikroskobunda degerlendirildi.

2.3.3.3.4.a.3. Hematoksilen-Eozin (Ehrlich) boyama
Parafini giderilmis Kesitler alkol serilerinden gegirilerek suya indirildi. Bu

amagla kesitler 30 dakika toluolde tutulduktan sonra iki kez % 96 alkolden gegirildi ve

distile suya alind1.
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Hematoksilen soliisyonunda 30 dakika boyandi. Cesme suyunda calkalandi.
Boyanin fazlas: asit alkolde (% 80 alkol 1 ml. HCI) ¢ok cabuk differansiye edildi.
Kesitler tekrar ¢esme suyunda galkalandi ve morarincaya kadar suda birakildi. (En az 15
dakika). Kesitler kontrollii olarak 3 dakika eozinde tutuldu. Saf sudan gegirildi. Cabuk
bir sekilde, tek tek alkol serilerinden gegirilerek toluole alind1 ve kanada balzami ile
kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirildi.

2.3.4. Istatistiki Analizler

Elde edilen verilerin paralel kontrol grubu ve paralel ¢oziicli kontrolii ile
kargilagtirmasinda Minitab 10.b programi kullanilmigtir. Varyans Analizi Anova
kullanilarak yapilmistir. Istatistiki kargilagtirmalarda p<0.05 olan degerler istatistiki

olarak nemli kabul edilmigtir.
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3. BULGULAR

Anadolu insani Paleolitik ¢cagindan (yaklasik M.O. 50000 yillar1) beri bitkileri
tedavi maksadiyla kullanmaktadir. Salvia L. (Adagay1) grubunun baz tiirleri de ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmigtir. Bu nedenle Adagay: tiirlerine Latince
“kurtarmak, iyilestirmek” anlamina gelen, SALVEO kelimesinden kaynaklanan Salvia
ad1 verilmigtir. Salvia cinsi faydal bitkiler arasinda énemli bir gruptur. Salvia genusu
antiseptik karakterli monoterpenler igerir. Son zamanlarda Salvia genusu lizerinde
yapilan caligmalar, Salvia’lardaki bazi kimyasal bilesiklerin DNA’nin sentez hizim

yavaglattifini ileri siiriilmektedir. Bu durum kanser tedavisi i¢in ¢ok dnemlidir [27].

Salvia cinsinin bazi tiirleri iilkemiz acisindan ekonomik ve tibbi 6nem arz
etmektedir. Ayrica bu tlirlerden bazilar1 tilkemizin dnemli ihrag {iriinleri arasindadir
[27, 35].

Salvia tomentosa halk arasinda hazimsizlik, larenjit, farenjit, agiz mukozasi
iltihabi, diseti iltihabi, dil iltihabi, asir1 terleme ve siitlin ¢ok fazla gelmesine kargsi
kullaniimaktadir [40].

Bu ¢alismada kullanilan Salvia tomentosa bitkileri Yrd.Dog¢.Dr Fatih Satil’dan
temin edilmis ve bu bitkilerin kdk, gévde,¢icek,tohum ve yapraklari homojen bir sekilde
kullanilarak metanol, petrol eteri ve kloroformda {i¢ ayr ekstrakti elde edilmigtir. Farkli
bilesenlerin farkli ¢ziictilerle gelebilecegi olasilif1 g6z oniine alinarak, ekstrakt eldesi

icin fi¢ ayr ¢oziicli kullanilmigtir.

Bu ¢aligmada bazi kimyasal bilesenlerinin DNA’nmin sentez hizim yavaglattifi
ileri siiriilen [30,31] ancak hiicre kiiltiirlinde antitiimér aktivitesi hakkinda higbir bilgi

bulunmayan Salvia tomentosa’nin antitiimor aktivite galigmalari, doku kiiltiirlintin 2
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modeli kullamlarak gergeklestirilmigtir. Doku killtilirli galigmalarinda sigan C6 glioma
hiicre soyu kullanilmigtir (Sekil 3.1). Bu soyun kullaniimasinin nedeni bu soyun kolay
ve hizli lireme yetenefinde olmasi ve sonuglarin yansitilmasi agisindan daha esnek
olacaginin diistiniilmesindendir.

Glioblastoma multiforme (GBM), eriskin yas grubunda en sik goriilen primer
beyin tlimdrlerindendi [64]. Rastlanma sikligi, tiim tlimdrler iginde % 2°dir [65].
Primer malign beyin tlimorii gbriilme orani ise yaklagik olarak 5/100000°dir [65, 66].

Hayvan beyin tlimorlerinin insan beyin tiimorleri ile olan benzerlikleri, klinikte
parametrelerin tanimlanmas: ve uygun tedavinin saptanmasinda olduk¢a Onemlidir.
Sigan C6 glioma hiicre soyu da glioblastomanin bilylime, metastaz ve invazyonun
¢aligilmasi igin yararli bir hiicre soyudur C6 hiicreleri neonatal farelerin beyinlerine
enjekte edildiklerinde Glioblastoma Multiforme ile morfolojik olarak benzerdirler [67].

Hizli bliyiiyen C6 glioma hiicreleri randomize eglestirilmis Wistar-Furth tiirlinde
siganlarda N,N’-nitrozometiliiri verilerek ilk kez 1968 yilinda Benda ve arkadaglari
tarafindan olugturulmugtur [68].

Sekil 3.1. C6 hiicrelerinin mikroskop goriintlisti (M.B.X73)
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Salvia tomentosa’nin ekstraktlari 3 ayn ¢oziicli kullanilarak elde edildikten
sonra bu ekstraktlarm C6 glioma hiicre hattinda antitlimor aktiviteleri hiicre
populasyonundaki artiga bakilmak suretiyle degerlendirilmistir. Buna gbére, C6 glioma
hiicre hatt1 i¢in kuyucuk basma 500000 hiicre ekilerek, hiicrelerin tutunmasi
saglandiktan sonra bitki ekstraktlari son konsantrasyonlar1 100 pg/ml, 10ug/ml, 1pg/ml
olacak sekilde kuyucuklara tatbik edilmis ve % 5 CO- igeren 37°C’lik etiivde 24 ,48 ve
72 saat inkiibasyona maruz birakilmiglardir. Kontrol gruplarina ayn1 miktar distile su,
¢6ziicii kontrollerine ise ¢dziiciinlin hiicrelere ulastif1 en yitksek miktar1 uygulanmigtir.
Yani ¢oziicii kontrollerine, ekstraktin uygulandif1 en yiiksek konsantrasyon olan 100
pg/ml’de kullanilan hacimde ¢6ziicli ilave edilmigtir. Deneylerde her konsantrasyon
icin 3 kuyucuk kullanilmistir. Bu siireler sonunda deney gruplarindaki hiicreler %
0.05°’lik tripsinle tripsinize edilerek toplanmis ve medyum igersinde tek hiicre
slispansiyonu haline getirildikten sonra hemasitometrede sayimlar1 yapilmis ve toplam

hiicre sayilar1 hesaplanmistir.

Salvia tomentosa bitkisinden elde edilen metanol, kloroform ve petrolium eter
ekstraktlar, fare C6 glioma monolayer hiicre kiiltiirlerine uygulandiktan 24, 48 ve 72
saat hiicre-ekstrakt etkilesimi sonrasinda, her kuyucuktan elde edilen toplam hiicre
sayilar1 saptandiktan sonra, istatistikleri alimmug; ortalama hiicre sayilar1 ve standart

sapma degerleri hesaplanmistir.

3.1. Salvia tomentosa/Metanol ekstraktinin monolayer hiicre kiiltiiriinde C6

Glioma hiicre soyuna etkileri

Suda ve DMSO’da ¢6ziinmeyen ekstrakt 1 ml metanol kullanilarak
¢oziinmiistiir. Uzeri distile suyla 10 ml’ye tamamlanan ekstrakt daha sonra 0.22 pm’lik
filtre yardimiyla siiziilerek steril hale getirilmistir. Son konsantrasyonu 100 pg/ml, 10
pg/ml ve 1 pg/ml olacak sekilde hesaplanarak 500000 C6 hiicresinin ekili oldugu
kuyucuklarda 100’er pl halinde tatbik edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarla

denenmistir.
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Metanol ¢6ziiciisti kontrolle karsilastirildifinda 24, 48 ve 72. saatlerde herhangi
bir anlaml etkiye rastlanmamigtir (Cizelge 3.1). Sekil 3.2°de goriildtigii gibi 24 saat
sonunda sadece son konsantrasyonu 100 pg/ml olarak uygulanan ekstraktta kontrol
grubuna gore istatistiki olarak anlaml bir inhibisyon gériilmektedir (p=0.049).

48. saatte bu konsantrasyonun paralel kontrole kars1 inhibe edici etkisi devam
etmektedir (p=0.028).

Diger konsantrasyonlar 24, ve 48. saatlerde kontrol grubu ile kargilagtirildiginda
hiicre sayis1 agisindan bir azalma goriilmektedir ancak bu azalma istatistiki agidan

onemli bulunmamugtir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.2).

Metanol ekstrakt:
1.400.000
1.200.000
# 1.000.000 23
> % || M Kontrol
& 800.000 110 A100
» 3
g 600.000 1 - [EA10
T 400.000 - 53 11BA1
% || BMET
200.000 -
0 - .f":

Sekil 3.2 Salvia tomentosa/metanol ekstraktinin (A maddesi) C6 hiicre soyunda hiicre

sayisi lizerine zamana bagl etkisi. * istatistiki olarak anlaml degerleri gstermektedir.
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Cizelge 3.1 Salvia tomentosa/metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin zamana

bagli minimum-maksimum ve ortalama deZerleri ile istatistiki verileri

Standart Ortalamanin

Ortalama Standart | Minimum | Maksimum p

sapma (Kontrol)
sapmasi

Metanol/24 | 505000 | 36827 21262 472500 545000 0.071

Metanol/48 | 767667 | 55046 31781 707500 815500 0.096

Metanol/72 | 1110000 | 108513 62650 1040000 | 1235000 0.206

A 100/24 | 475833 | 52520 30322 422500 527500 0.049

A 100/48 | 735000 | 26101 15069 717500 765000 0.028

A 100/72 | 1297500 | 62899 36315 1257500 | 1370000 0.444

A 10/24 522500 | 31225 18028 487500 547500 0.104

A 10/48 804167 | 55920 32286 740000 842500 0.222

A10/72 | 1252500 | 74540 43036 1185000 | 1332500 0.863

Al/24 460833 | 81253 46912 380000 542500 0.070

A1/48 792500 | 61593 35561 735000 857500 0.183

Al1/72 1235000 | 41307 23848 1207500 | 1282500 0.950

Kontrol/24 | 605000 | 60673 35030 555000 672500

Kontrol/48 | 878333 | 68981 39826 800000 930000

Kontrol/72 | 1239167 | 101129 58387 1125000 | 1317500
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3.2. Salvia tomentosa/Petrol eteri ekstraktinin monolayer hiicre kiiltiiriinde C6

Glioma hiicre soyuna etkileri

Suda ve DMSO’da ¢oziinmeyen ekstrakt 1 ml petrol eteri kullanilarak
¢oziinmiistiir. Uzeri distile suyla 10 mI’ye tamamlanan ekstrakt daha sonra 0.22 um’lik
filtre yardimiyla stiziilerek steril hale getirilmistir. Son konsantrasyonu 100 pg/ml, 10
pg/ml ve 1 pg/ml olacak sekilde hesaplanarak 500000 C6 hiicresinin ekili oldugu
kuyucuklara 100’er pl halinde tatbik edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarla

denenmistir.

Oncelikle sadece ¢dziicli kontrolleriyle, distile su kullanilan kontrol gruplan
karsilagtiriimigtir. Bu kargilagtirma sonucunda 24 ve 72. saatlerde en yiiksek ¢oziicii
hacmi kullanilmasina ragmen hiicre populasyonunda anlamli bir azalig goriilmemistir.
Fakat ilging olarak 48. saatte ¢6ziicii kontrolii ve normal kontroller arasinda istatistiki
agidan anlamli olan bir azalma goriilmektedir (p=0.018) (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

Sadece petrol eteri uygulandifinda 48. saatte hiicre populasyonunda bilylimeyi
engelleyici bir etkinin olustugu diistiniilerek, Salvia tomentosa/Petrol eteri ekstraktlar
sadece ¢bziicli kontrolil ile kargilagtirildifinda, 48. saatte tim konsantrasyonlarda hiicre
sayisinda azalig gOstermis ancak bu azalis istatistiki olarak anlamli bulunmamigtir
(Cizelge 3.2).

24 ve 72. saatlerde ekstraktlardan elde edilen veriler ¢oziiciiniin etkisi ihmal
edilerek sadece kontrolle kargilagtiriimgtir. 24.saatte sadece 100 pg/mb’lik
konsantrasyonda istatistiki olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p=0.014). Diger
konsantrasyonda ve zaman araliklarinda yine bir azalig gostermesine ragmen bu azalig

anlamh bulunmamistir (Cizelge 3.2).
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B ekstraktinda ¢ozlicii kontrolii ve normal kontroliin zamana
bagh degisimi
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Sekil 3.3. Salvia tomentosalpetrol eteri ekstrakti (B maddesi) uygulanmis C6 hiicrelerinde
¢ozticli kontrold ve distile su verilmis normal kontroldeki hiicre populasyonunun zamana gére
degisimi

Petrol eteri ekstrakt
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Sekil 3.4 Salvia tomentosalpetrol eteri ekstraktinn (B maddesi) C6 hiicre soyunda hiicre sayisi
fizerine zamana bagh etkisi. * istatistiki olarak anlamli degerleri gostermektedir. 24 ve 72
saatlerde kontrol X ekstrakt, 48 de ise ¢6ziicli X ekstrakt karsilagtirlmigtir.
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Cizelge 3.2 Salvia tomentosalpetrol eteri ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin

zamana bagli minimum-maksimum ve ortalama degerleri ile istatistiki verileri

Ortalama S::;lgla: orstgna?a?tmn Minimum | Maksimum (Pé)tr.ol (KOIIl)tl‘Ol)
sapmasi eteri)
Petrol oterl | 748333 | 68845 | 39747 | 702000 | 827000 0.611
Pe";’jseteﬁ 993333 | 66583 38442 950000 | 1070000 0.018
Pe“f;zeteﬁ 1578333 | 92511 53411 | 1485000 | 1670000 0.313
B100/24 | 658500 | 22869 | 13204 | 632500 | 675000 0.014
B 100/48 | 1107500 | 93173 | 53794 | 1000000 | 1165000 | 0.159
B100/72 | 1475833 | 37528 | 21667 | 1432500 | 1497500 0.107
B10/24 | 631667 | 61712 | 35629 | 580000 | 700000 0.063
B 10/48 | 1066667 | 15069 8700 | 1052000 | 1082000 | 0.136
B10/72 | 1666667 | 57572 | 33239 | 1617500 | 1730000 0.636
B1/24 | 652500 | 48798 | 28174 | 605000 | 702500 0.069
B1/48 | 995833 | 90220 | 52088 | 942500 | 1100000 | 0.971
B1/72 | 1718333 | 138797 | 80134 | 1622500 | 1877500 0.935
Kontrol/24 | 725833 | 15877 9167 707000 | 735000 | 0.611
Kontrol/48 | 1167500 | 39686 | 22913 | 1122500 | 1197500 | 0.018
Kontrol/72 | 1730833 | 209528 | 1120971 | 1532500 | 1950000 | 0.313
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3.3. Salvia tomentosa/Kloroform ekstraktinin monolayer hiicre kiiltiiriinde C6

Glioma hiicre soyuna etkileri

Suda ve DMSO’da ¢o6ziinmeyen ekstrakt 1 ml kloroform kullanilarak
¢oziinmiisttir. Uzeri distile suyla 10 ml’ye tamamlanan ekstrakt daha sonra 0.22 um’lik
filtre yardimuyla stiziilerek steril hale getirilmistir. Son konsantrasyonu 100 pg/ml, 10
pg/ml ve 1 pg/ml olacak sekilde hesaplanarak 500000 C6 hiicresinin ekili oldugu
kuyucuklara 100’er pl halinde tatbik edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarla

denenmistir.

Petrol eteri ekstraktinda oldugu gibi kloroform ekstraktlarindan da 6ncelikle
¢Oziicii kontrolii ile distike su kullanilan normal kontrol gruplart karsilastirilmigtir.
Yine 48. saatte sadece ¢6ziicli kullanilan grup ile kontrol arasinda istatistiki olarak
anlamli bir azalig goriilmiigtiir (p=0.000) (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5). Buna gore bu etkiyi
iyice gbzlemlemek amaciyla verilerde 48. saatler ¢6ziicli kontrolii ile karsilastirlmis, 24

ve 72. saatlere ait verilerse distile su verilen kontrol gruplan ile kargilastirilmigtir.

48. saatlerde tiim Kkonsantrasyonlarda ¢6ziicli kontrolii ile yapilan
kargilagtirmalar istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p=0.000) (Cizelge 3.3).

24 ve 72 saatlerde, 100 pg/m!’lik konsantrasyonda, distile su kullanilan kontrol
gruplart ile Kkargilagtirildifinda anlamli bir etki gozlenmemistir. 10 pg/mi’lik
konsantrasyonda, hiicre populasyonunda anlamli bir azalig gériilmektedir (p=0.045,
p=0.002). 1 pg/ml’lik konsantrasyonda hiicre sayisindaki azalis 24. saatte anlamsiz
bulunmustur. 72. saatte ise istatistiki olarak anlamli bir azalis mevcuttur (p=0.010,
p=0.024).
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C ekstraktinda ¢oziicii kontrolli ve normal kontroliin zaman

bagh degigimi
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Sekil 3.8. Salvia tomentosa/kloroform ekstrakti (C maddesi) uygulanmis C6 hiicrelerinde
¢oziicli kontrolii ve distile su verilmis normal kontroldeki hiicre populasyonunun zamana gore

degisimi

Kloroform ekstrakti
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Sekil 3.6. Salvia tomentosa/kloroform ekstraktinin (C maddesi) C6 hiicre soyunda hiicre sayis:
izerine zamana bagl etkisi. * istatistiki olarak anlamli degerleri g8stermektedir. 24 ve 72
saatlerde kontrol X ekstrakt, 48 de ise ¢oziicii X ekstrakt kargilagtirilmigtir.
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Cizelge 3.3 Salvia tomentosa/kloroform ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin zamana

bagli minimum-maksimum ve ortalama degerleri ile istatistiki verileri

Standart Ortalamanin . . . p p
Ortalama sapma standart | Minimum | Maksimum (Kloroform) | (Kontrol)
sapmast
Kloroform | goa167 | 104413 | 60283 | 525000 | 722500 ; 0,337
Kloroform | 9601667 | 505182 | 291677 | 915000 | 1015000 - 0,000
K‘°;;’§°rm 1425833 | 67144 | 38766 | 1377500 | 1502500 . 0,237
C100/24 | 505000 | 80467 | 46458 | 430000 | 590000 - 0,004
C100/48 | 865000 | 54083 | 31225 | 820000 | 925000 0,000 .
C100/72 | 1540000 | 233024 | 134536 | 1180000 | 1470000 - 0,733
C10/24 | 440000 | 78103 | 45092 | 390000 | 530000 ] 0,045
C10/48 | 746667 | 55076 | 31798 | 690000 | 800000 0,000 -
C10/72 | 1146667 | 68069 | 39209 | 1070000 | 1200000 ; 0,002
c1r4 | 521667 | 194170 | 112104 | 297500 | 637500 i 0,236
C1/48 | 580000 | 43589 | 25166 | 530000 | 610000 0.000 .
C172 | 1213333 | 127410 | 73560 | 1130000 | 1360000 . 0.024
Kontroll24 | 718333 | 148584 | 85785 | 547500 | 817500 0,337
Kontrol/48 | 1147333 | 210089 | 121815 | 915000 | 1327000 | 0.000
Kontrol/72 | 1490000 | 43580 | 25166 | 1440000 | 1520000 | 0,237
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34. Ug¢ boyutlu sferoid hiicre Kkiiltiirlerinde antitimér aktivitenin

degerlendirilmesi

Ug boyutlu sferoid kiiltiirler tiimériin viicut iginde ii¢ boyutlu uzaysal gelisimini

yansitmasi agisindan 6nemli bir modeldir.

Tek tabakali hiicre kiiltiirliniin {i¢ boyutlu iz vivo solid tiimérlerin 6zelliklerini
tam olarak yansitmada yetersiz kaldign giderek daha gok arastirmaci tarafindan kabul
edilmektedir. Timér sferoidleri, solid tlimorlerin ii¢ boyutlu biiyiime ve
organizasyonunu olduk¢a gergek¢i bir bigimde yansitmakta ve bunun sonucunda
tiimorlerde s6z konusu hiicrelerarasi iligkileri ve mikro gevresel kosullari ¢ok daha net
olarak ortaya koyabilmektedir. Buna paralel olarak birgok tlimdr hiicre soyunun ii¢
boyutlu sferoidler geklinde iiretildiginde antineoplastik ajanlara ve radyasyona kars: tek
tabakali kiiltiire gore daha direngli oldugu gosterilmistir [42].

Bu amagtan yola g¢ikilarak C6 hiicrelerinin sferoid kiiltiirleri yapilmigtir. Bu
amagcla % 3’lilk agar kullanilarak 1/1 oraninda agar medyum karisimi hazirlanarak
kuyucukara verilmis ve donan bu karigim tizerine kuyucuk basma 1000000 hiicre ekimi
yapilmigtir. Sferoid gelisim invert mikroskopta takip edilmis ve 1 hafta sonra deney
agamasmna gelen (100-400 mikron) sferoidlere (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8) monolayer
sonuglarinin anlamli gruplarindan segilen en yiiksek konsantrasyonlar uygulanmis ve 48
inkiibasyona birakilmistir. Buna gore ekstraktlar, metanol ekstrakt: igin 100 pg/ml,
petrol eteri i¢in 100 pg/ml ve kloroform i¢in 10 pg/ml’lik konsantrasyonlarda
uygulanmigtir.

Sferoid modelde uygulanan deneylerin degerlendirilmesi iki agamada
yapilmistir. Ik asamada gruplar 48 saatlik inkiibasyon siiresinin son saatinde 20 uM’lik
Brdu ile 1 saat inkiibe edilmis ve daha sonra takibe alinarak hazirlanmig parafin
bloklardan elde edilen kesitlere uygulanan monoklonal antikor yontemi ile
immunohistokimyasal boyama sonucunda uzman kisi tarafindan degerlendirilerek BrdU
isaretlenme indeksi (BrdU-LI) hesaplanmistir. BrdU isaretlenme indeksi, BrdU ile
isaretlenen hiicrelerin toplam hiicre populasyonunda % degerleri bulunarak elde

edilmigtir.
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Sekil 3.7: 1x 10° %100 canli C6 Glioma hiicresinin %3’litk agar-medyum karigimi iizerine
ekildikten 7 giin sonra olugan canl sferoid resimleri (M.B.X148).

Sekil 3.8: 1x 10° %100 canli C6 Glioma hiicresinin %3’liik agar-medyum karigimu iizerine
ekildikten 7 giin sonra olusan canli sferoid resimleri. C6 hiicreleri sferoid olustururken
sferoidlerin birbirlerine kaynagarak iplik halinde segmentli bir topluluk olusturduklari
goriilmektedir (M.B.X148).

58



BrdU, DNA sentezini tayin etmek igin timidin protokoliine esdeger bir
alternatiftir. BrdU timidinin analogudir ve DNA igine girer. Anti-BrdU monoklonal
antikor ile biyanarak sayim yapilabilir veya ELISA ile 6lgiilebilir [69].

Yapilan BrdU isaretlenme indeksi degerlendirmelerine gire Kontrol grubunda
sferoid periferinde ve az olmakla birlikte merkezinde isaretlenme gozlendi. Kontrol

grubunda isaretlenme indeksi % 15.36 olarak belirlendi.

A (Metanol/100 pg/ml) ekstrakti uygulanmig sferoidlerde periferde az sayida
isaretli hiicre gozlenmistir. Bu grupta isaretlenme indeksi % 1.29 olarak tespit

edilmistir.

B (Petrol eteri/100 pg/ml) ekstrakti uygulanmis sferoidlerde de periferde az

sayida isaretli hiicre gozlenmis ve isaretlenme indeksi % 1.33 olarak tespit edilmistir.

C (Kloroform/10 pg/ml) ekstrakti uygulanmis sferoidlerde ise isaretlenme
indeksi % 0.66 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12,
Sekil 3.13, Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16).

BrdU-LI Verileri

3 KONTROL
A 100
#B100
mC10

ml

T T

KONTROL A 100 B 100 c10
Deney Gruplari

Sekil 3.9 Ug boyutlu sferoid kiiltiirlerde deney gruplaninin 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda son bir
saatte 20 pM’lik BrdU inkiibasyonu sonrasi monoklonal BrdU antikoru ile immunohistokimyasal boyama
islemi sonrasinda BrdU-LI verileri(A100=Metanol ekstrakti (100 pg/ml), B100= Petrol eteri ekstrakti
(100 pg/ml), C10=Kloroform ekstrakt1 (10 pg/ml))
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Sekil 3.10: 1x10° C6 Glioma hiicresi agar agar iizerine ekildikten 9 giin sonra son saatte 1 saat
siireli 20 pM BrdU inkiibasyonu sonrasi yapilmig ve parafin kesitleri alinmig sferoidlerde
monoklonal antikor ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmis kontrol grubu
sferoidlerin resimleri. Sferoidde gok sayida kirmizi goriinen BrdU(+) hiicreler izlenmektedir
(M.B.X132).

Sekil 3.11: 1x10° C6 Glioma hiicresi agar agar {izerine ekildikten 9 giin sonra son saatte 1 saat
siireli 20 pM BrdU inkiibasyonu sonrasi yapilmig ve parafin kesitleri alinmig sferoidlerde
monoklonal antikor ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmis kontrol grubu
sferoidlerin resimleri. Sferoidde ¢ok sayida kirmizi goriinen BrdU(+) hiicreler izlenmektedir
(M.B.X83).
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ekl 3 A s 22 ywy.

Sekil 3.12: 1x10° C¢ Glioma hiicresi agar agar iizerine ekildikten 7 giin sonra A 100 (Metanol
100 pg/ml) ekstrakti ile 48 saat inkiibe edilmis ve son saatte 1 saat stireli 20 pM BrdU
inkiibasyonu yapildiktan sonra parafin kesitleri alinmi sferoidlerde monoklonal antikor ve
immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmis kesitlerin resimleri. Sferoidlerden
biitiinltigiinii koruyanlarin periferinde az sayida olmakla beraber kirmizi goriinen hiicreler
izlenmektedir (M.B.X83).

Sekil 3.13: 1x10° C,; Glioma hiicresi agar agar iizerine ekildikten 7 giin sonra B 100 (petrol eteri
100 pg/ml) ekstrakti ile 48 saat inkiibe edilmis ve son saatte 1 saat siireli 20 pM BrdU
inkiibasyonu sonrasi yapildiktan sonra parafin kesitleri alinmig sferoidlerde monoklonal antikor
ve immunohistokimyasal boyama ySntemi ile boyanmisg sferoidlerin resimleri. Sferoid biitiinltigii
bozulmus sferoidlerin proliferasyon zonu kabul edilen dis zon hiicrelerinde az sayida tutunma. 1-
2 adet BrdU(+) sayilabilecek hiicreler goriilmekte (M.B.X331).
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Sekil 3.14: 1x10° C, Glioma hiicresi agar agar {izerine ekildikten 7 giin sonra B 100 (petrol eteri
100 pg/ml) ekstrakti ile 48 saat inkilbe edilmis ve son saatte 1 saat siireli 20 uM BrdU
inkiibasyonu sonrasi yapildiktan sonra parafin kesitleri alinmis sferoidlerde monoklonal antikor
ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmus sferoidlerin resimleri. Sferoid biitlinltigi
bozulmus sferoidlerin proliferasyon zonu kabul edilen dis zon hiicrelerinde az sayida tutunma. 1-
2 adet BrdU(+) sayilabilecek hiicreler goriilmekte (M.B.X331).

Sekil 3.15: 1x10° C¢ Glioma hiicresi agar agar iizerine ekildikten 7 giin sonra C 10 (kloroform
10 pg/ml) ekstrakt1 ile 48 saat inkiibe edilmis ve son saatte 1 saat siireli 20 uM BrdU
inkiibasyonu sonrasi yapildiktan sonra parafin kesitleri alinmig sferoidlerde monoklonal antikor
ve immunohistokimyasal boyama y6ntemi ile boyanmus sferoidlerin resimleri. Sferoid biitiinltigii
korunmus olmasina ragmen isaretlenme oldukga diisiik seviyede gozlenmektedir. Cok az sayida
zayif igaretli hiicreler goriilmektedir (M.B.X331).
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Sekil 3.16: 1x10° C6 Glioma hiicresi agar agar iizerine ekildikten 7 giin sonra C 10 (kloroform
10 pg/ml) ekstrakti ile 48 saat inkiibe edilmis ve son saatte 1 saat siireli 20 pM BrdU
inkiibasyonu sonrasi yapildiktan sonra parafin kesitleri alinmis sferoidlerde monoklonal antikor
ve immunohistokimyasal boyama yontemi ile boyanmig sferoidlerin resimleri. Sferoid biitiinliigii
korunmus olmasina ragmen isaretlenme oldukga diisiik seviyede gozlenmektedir. Cok az sayida
zayif igaretli hiicreler goriilmektedir (M.B.X132).
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3.5. U¢ Boyutlu sferoid Kkiiltiirlerde hematoksilen-eozin boyas1 ile sferoid

morfolojisi degerlendirmeleri

Monolayer sonuglarina gére her grup i¢in anlamli kabul edilen bir degerin
secilmesiyle sferoid tekniginde yapilan hematoksilen-eozin boyasi sonucunda sferoid
yapilar 151k mikroskobunda degerlendirildi. Yapilan degerlendirmeye gére A (metanol)
ekstraktinin 100 pg/ml’lik konsantrasyonunda genel sferoid yapisinin diizgiin
goriindligil ancak biitiinliigii bozulmamig, diizgiin goriintimlii sferoidlerin yaninda

sinirlar1 kaybolmus, daginik sferoid yapilarina rastland: (Sekil 3.18 ve 3.19).

B (petrol eteri) ekstraktnin 100 pg/ml’lik konsantrasyonunun uygulandig
sferoidlerde ise biitiinliigii bozulmamig sferoidlerin yaninda g¢ok sayida sinirlar
kaybolmus, daginik sferoid yapilari gézlendi. B ekstraktinin A’ya gore daha fazla
sayida dejenere sferoid igerdigi ve bu dejenerasyonun daha biiyiik boyutta oldugu
goriildii (Sekil 3.20 ve 3.21).

C (kloroform) ekstrakti uygulanan sferoid grubunda ise az sayida sferoidde

gbzlenen dejenerasyona karsilik genel anlamda sferoid biitiinliigiiniin korundugu

gozlendi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.17: 1x 10° %100 canli C6 Glioma hiicresinin %3’liik agar iizerine ekildikten 9 giin
sonra tesbit edilen kontrol grubu sferoidlerine ait parafin kesitlerden hazirlanan ve hematoksilen-
eozin boyasi ile boyanmig resimler (M.B.X83).

1 ; ¥

Sekil 3.18: A 100 (Metanol 100 pg/ml) ekstrakti uygulanmig C6 sferoidlerinden hazirlanan
hematoksilen-eozin boyanmis parafin kesitler. A100 ekstraktinin sferoid biitiinltigiinti bozdugu
goriilmektedir (M.B.X83).
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Sekil 3.19: A 100 Ekstrakt: (100 pg/ml) uygulanmis C6 sferoidlerinden hazirlanan preparatlarda
sferoidlerin ekstrakta kargi farkli reaksiyon verdigi goriilmektedir. Sferoidlerin bazilarinda
dejenerasyon ve dagilma goriilmektedir (M.B.X83).

Sekil 3.20: B 100 (petrol eteri 100 pg/ml) ekstrakti uygulanmig C6 sferoidlerinden hazirlanan
hematoksilen-eozin boyanmig parafin kesitler. B 100 ekstraktimin sferoid biitiinliigiinii bozdugu
goriilmektedir (M.B.X83).
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Sekil 3.21: B 100 (petrol eteri 100 pg/ml) ekstrakti uygulanmig C6 sferoidlerinden hazirlanan
hematoksilen-eozin boyanmig parafin kesitler. B 100 ekstraktinin sferoid biitiinliigtinii bozdugu
goriilmektedir (M.B.X132).

Sekil 3.22: C 10 ( kloroform 10 pg/ml) ekstrakti uygulanmig C6 sferoidlerinden hazirlanan
hematoksilen-eozin boyanms parafin kesitler. Sferoid biitiinligiiniin diger gruplardan daha ¢ok
korundugu goriilmektedir (M.B.X83).
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4. SONUC VE TARTISMA

Kanser ¢ok hizli yayilim gostermesi 6zelligi nedeniyle tedavisi olduk¢a zor bir
hastaliktir. Cok farklt tedavi stratejileri kullanilarak bu sorun ¢6ziilmeye
caligilmaktadir. Bu farkli tedavi stratejilerinin ortak amaci timériin kontrol altina
alinarak biiyiimesinin dnlenmesi ya da tedavisinin saglanarak yok edilmesidir. Ancak
bu siire¢ o denli zordur ki, ¢ok sayida yan etkiyi de beraberinde getirerek metabolizmay:
altiist eder. Bu amagla dizayn edilen antikanser ajanlarin hiicre diizeyinde etkilerinin
¢ok iyi aragtirilmasi ve tedavinin de son derece kontrollii sekilde siirdiiriilmesi
gerekmektedir [1].

Kanser tedavisi son derece masraflt ve gerek hasta gerekse c¢evresi igin zor

asamalar1 igeren bir tedavi seklidir [16].

Amerikan halkinin yaklagik % 25’inin hayatlar1 boyunca bir kez herhangi bir
kanser tanisi alacaklari diigliniiimektedir. Her y1l bir milyon yeni kanser tanisi teshis
edilmektedir. Bu hastalarin %25’den az1 tek basina ve/veya radyoterapi ile tedavi
edilebilmektedir. Geriye kalan hastalarin biiyiik bir b6liimiine hastalifin herhangi bir
evresinde kemoterapi uygulanmaktadir. Kanser hastalarmm kiiglik bir bdlimiinde
(yaklasik % 10) kanserin tipi nedeniyle kemoterapi ile tam sifa veya uzun bir iyilesme
d6énemi saglanabilmektedir. Ancak hastalarin ¢ofunda ilag tedavisi hastalifn sadece
baskilamakta ve komplikasyonlar ve/veya oliimle sonuglanmaktadir.  Kanser
hastalarinin ortalama olarak 5 yil yasama sanslart % 40 kadardir ve kardiyovaskiiler

sisteme ait hastaliklardan sonra kanser, dliimlerin en sik ikinci nedenidir [15].

Kanser tedavisinde her ne kadar umut verici gelismeler olsa da, bunlara
hastaliin tip sayisinin yliksekligi ve bagar ylizdesinin diigiikligli eklendiginde insanlar
bu zorlu yolda belki de sanslarini bir parga daha artirdiklarin1 diisiindiikleri alternatif
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metotlara bagvurmaya baslarlar. Bunlarin baginda da bitkisel tedavi metotlar1 gelir.
Bitkisel tedavi metodlarinin tedavi siirecinde yan etkiler agisindan da rahat bir tedavi

sekli olmasi bu durumu kuvvetlendirmektedir.

Gerek insan saglif1 ve gerekse doga ve gevre saglifi fitoterapinin gerekliligini
giiclendirmektedir. Bugiin diinya niifusunun ¢ogunlugu i¢in bitkiler en seckin ilag
kaynaklarindandir. Bilyiik farmasétik firmalar yeni lider yapilar igin bir kaynak olarak
yiiksek bitkilere yeniden ilgi gostermektedirler [20].

Bitki olarak kullanildifinda faydali olabilecek ancak rastgele kullanimda faydas:
bir yana zararli olabilen bitki ve bitkisel preparatlarin kullanimi ile ilgili bir standart
olugturulmas: gerekli ve zorunludur. Fakat sifali bitkilerin halk arasmnda kullanim:
konusunda ne yazik ki mevcut bir standart bulunmamaktadir. Insan sagligm yakindan
ilgilendiren bir ¢ok bitki hi¢bir denetime tabi tutulmaksizin halk arasinda kullanilmakta,
bu bitkiler semt pazarlarinda tamamen ehliyetsiz kisilerce halka sifali bitkiler olarak

sunulmaktadirlar.

Fitoterapinin varolan kimyasal ilaglarla tedavinin yerine ge¢mesi s6z konusu
olmasa da tedavide kimyasal ilaglara destek vermekte ayni zamanda da tedavi sliresince

yasanan sikintilar1 hafifletmektedir [20].

Bu nedenle bu ¢alismada, Balikesir ve ¢evresinde halk tarafindan ¢ay: yapilarak
i¢ilen ve antitiimér etkisi olduguna inanilan Salvia fomentosa bitkisinden elde edilen
ekstraktlarin hiicre kiiltiirinde, hiicre ¢ofalmasi {izerine etkisinin olup olmadif

caligilmustar.

Bu ¢alismada hiicre kiiltiiri deneylerinde C6 glioma hiicre soyu kullanilmigtir.
C6 hiicreleri neonatal farelerin beyinlerine enjekte edildiklerinde Glioblastoma
Multiforme ile morfolojik olarak benzerdirler [67]. Glioblastoma multiforme (GBM),
erigkin yag grubunda en sik goriilen primer beyin tiimérlerindendir [64, 65]. Mitoz ve
niiklear polimorfizmin yaninda nekroz, kanama ve mikrovaskiiler hiicre artigina sahip

kotii prognozla karakterize edilen en malign astrositik beyin ttimdriidiir {70].
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Tedavisi; cerrahi kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinin ayr1 ayn ve
¢ofunlukla birlikte uygulanmasi ile saglanmaya calisilmaktadir [71, 72]. Ancak
tedavinin bagarist hizhh biiylime, genetik ve biyolojik ¢esitlilik ve tiimér
infiltrasyonunun derecesi gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gostermektedir [64].
Yeni Glioblastoma tanist konmus 674 hasta ile yapilan yalniz radyasyon tedavisi ile
radyasyon ve kemoterapi tedavisinin bir arada uygulandigi randomize galismada her iki
tedavi sonucunda yagam sliresi bir seneden az olarak saptanmugtir [73]. Glioblastoma
multiforme (GBM)’li hastalarda neoplastik hiicrelerin merkezi sinir sistemine

infiltrasyonu norolojik fonksiyon kaybina ve sonunda da $liime yol agmaktadir [67].

Calismada kullanilan ekstraktlar Salvia tomentosa bitkisinin kok, gévde, ¢icek,
tohum ve yapraklarinin homojen kullanimiyla metanol, petrol eteri ve kloroformda elde

edilmistir.

Monolayer hiicre kiiltlirii deneylerinde her kuyucuga 500000 hiicre ekilmis,
hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in 1 saat beklendikten sonra ekstraktlar verilmistir.
Kullanilan ekstraktlarin distile su ve DMSO’da ¢6ziinmeme problemi ile
karsilagildigindan her ekstrakt kendi ¢oziiclisii ile ¢oziinmiigtir.  Ancak hiicre
kiiltiirlinde, antitimdr aktivite ¢aligmalarinin ilk agamasmi olugturan monolayer hiicre
kiiltiri deneylerinde her ¢oziicli icin ¢dziiclinlin deney gruplarina ulagan en yiiksek
konsantrasyonu ¢oziicii kontrol grubunu olugturacak sekilde istatistiki karsilagtirmalarda
kontrol grubuna ek olarak kullanilmigtir. Kontrol gruplarinda ise distile su kullanilmigtir

Monolayer hiicre kiiltiirli deneylerinde her ii¢ ekstraktin 100 pg/ml, 10 pg/ml ve
1 pg/mlP’lik konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat slirelerle denenmis ve bu
konsantrasyonlarin hiicre sayisindaki artiga karg1 etkisi gbzlenmigtir. Deneylerde hiicre
sayilar1 hemasitometre kullanilarak saptanmistir. Her deney grubu 3’lii ¢alisilmis ve

anlamlilik degerleri tek yonlii varyans analizi ile degerlendirilmisgtir.

Sonug olarak, Salvia tomentosa/Metanol ekstraktinin son konsantrasyonun 100

pg/ml oldufu ekstraktinda 24. ve 48. saatlerde hiicre populasyonunda kontrole gore
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istatistiki olarak anlamli bir inhibisyon gbzlenirken, bu ekstraktta diger degerlerde ve
inkiibasyon siirelerinde herhangi bir anlamlilik saptanmamistir. Bu gruba ait ¢dziicii
kontrollerinin kontrol grubu ile karsilagtirmalarinda ise istatistiksel agidan bir anlamhlik
tespit edilmemistir. Bu durum bize deney gruplarina ulasan metanol miktarmin herhangi
bir toksisite icermedigini diisiindiirmektedir. Bu durumda metanolle elde edilen
ekstraktin 100 pg/ml’lik konsantrasyonunun hiicre populasyonundaki artig {izerinde
etkili oldugu s6ylenebilir(Cizelge 3.1).

Salvia tomentosa/petrol eteri ekstraktinda dncelikle sadece ¢oziicii kontrolleri ve
distile su verilmis olan kontrol gruplari ile yapilan karsilagtirmada 24 ve 72. saatlerde en
yiiksek ¢dziicli hacmi kullanilmasina ragmen anlamh bir azalis griilmezken, 48. saatte
istatistiki agidan anlamli olan bir azalis gbze garpmaktadir (p=0.018). Sadece 24, 48 ve
72. saatlerde ¢oziicii kontroliinde hiicre populasyonu lineer bir sekilde biiyiimeye devam
etmis fakat ¢oziicli kontroliiyle kargilastirildiginda bu linearite biraz sapma gostermistir
(Sekil 3.3). Bu da sadece petrol eteri uygulandifinda 48. saatte hiicre populasyonu
bilylimesi iizerinde engelleyici bir etkinin oldugunu gostermektedir (Cizelge 3.2).

Coziicii kontrolii ve distile su verilmis kontrol gruplarinin karsilastirmasinda 48.
saatte gorillen anlamhliktan dolay1 petrol eterinde ¢6ziindiiriilmiis Salvia tomentosa
ekstraktlar: ile ¢6ziicti kontrolii 48. saatte istatistiki olarak karsilagtirilmigtir. Hiicre
sayisinda bir azalis olsa da bu durum istatistiki a¢idan herhangi bir anlamlilik
gostermemektedir (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.4).

24 ve 72. saatlerde ekstraktlardan elde edilen veriler ¢ziicliniin etkisi ihmal

edilerek sadece distile su verilen kontroller ile karsilagtirilmigtir.
24. saatte sadece 100 pg/ml’lik konsantrasyonda istatistiki olarak Snemli bir

azalis gbriilmistiir (p=0.014). Diger konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde yine

bir azalis gdzlenmesine ragmen bu azalig anlamli bulunmamistir (Cizelge 3.2).
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Salvia tomentosa/kloroform ekstraktinin uygulandifi deney gruplarinda da
¢oziicli kontrolii ve distile su verilmis normal kontroller kargilagtirldiginda 48. saatte
ortaya ¢ikan anlamlilik degerinden dolayi, bu etkiyi iyice gézlemlemek amaciyla tiim
veriler 48. saatte sadece kloroform uygulanmis ¢6ziicii kontrolleri ile kargilastiriimigtir.

Tiim konsantrasyonlarda istatistiki agidan anlamlilik saptanmustir (Cizelge 3.3).

24 ve 72. saatlerde tiim konsantrasyonlar distile su uygulanan paralel kontrol
gruplan ile karsilagtirnlmigtir. Buna gore, 100 pg/ml’lik konsantrasyonda 24 ve 72.
saatlerde hiicre populasyonu lizerinde anlamli bir inhibisyon gézlenmemigtir. 48. saatte
bu etki anlamlidir fakat, 48. saatteki bu etki kloroformun kendi toksik etkisi
olabileceginden gozard: edilmistir (Sekil 3.3).

10 pg/mP’lik konsantrasyonda 24, 48 ve 72. saatte hiicre populasyonunda anlaml
bir azalma goriilmektedir. Yine 48. saatteki azalma ¢oziiciiniin etkisini diiglindiirse de
uygulanan ¢oziicli kontrolli, ekstraktin 100 pg/ml’lik hacmi icersindeki hali ile
uygulandigindan 10 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in bu gercegi yansitmayabilir.

1 pg/ml’lik konsantrasyonda hiicre sayisindaki azalis 24. saatte anlamsizdir. 48
ve 72. saatlerde istatistiki olarak anlamli bir azaliy mevcuttur. Yine 48. saatteki azalig
¢Ozliciniin toksik etkisini diistindiirse de, 1 pg/mlP’lik konsantrasyonlarda c¢oziicii
kontrolle karsilagtirildifinda 100 kat daha az hacimde ¢6ziicti kullanildifini diigtintirsek
bu etkinin etkene spesifik oldugu disiiniilebilir.

Tiimor hiicreleri ile yapilan in vitro deneylerde birgok laboratuvarda tek tabakali
timor hiicre kiiltiirleri kullamimaktadir. Bu in vifro hiicre modeliyle kanserin temel
olusum mekanizmalan ve tedavisi lizerine oldukca degerli bilgiler edinilmistir. Ancak,
tek tabakali kiiltir ortaminda oksijen ve besinler kanser hiicrelerine egit oranda
ulagmakta ve hiicreler bu kosullar altinda iki boyutlu bir bitylime gostermektedir. Oysa
viicutta kitle olugturan solid tiimérler tic boyutlu uzaysal bir konumda biiylimektedir.
Bu durum tiimé&rlerin i¢ béliimiindeki hiicreler arasinda oksijen ve besin dagiliminin egit

olmamasina yol agmakta ve hiicreler farkli diizeylerde fiziksel ve kimyasal streslerle
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karsilagmaktadir. Oksijen ve besin kaynaklarinin diisiik oldugu béliimlerde hiicre hasari
ve hatta nekroz kendiliginden geligebilmektedir. Ayrica tek tabakali hiicre kiiltiir
modelinin aksine hiicresel yanitlarin gelismesinde Gnemli rol oynadifi diigiiniilen

hiicreler arasi temaslar {i¢ boyutlu bir ortamda gergeklesmektedir [42].

Tiim6r sferoidleri, solid tiimérlerin ii¢ boyutlu biiylime ve organizasyonunu
olduk¢a gercekei bir bigimde yansitmakta ve bunun sonucunda tiimérlerde s6z konusu
hiicreleraras: iligkileri ve mikro ¢evresel kosullar1 ¢ok daha net olarak ortaya
koyabilmektedir [42].

Bu durumdan yola ¢ikilarak tek tabakali hiicreler iizerinde ekstraktlarin
istatistiksel olarak anlamlilik tasiyan en yiiksek degerleri se¢ilmis ve secilen bu degerler
viicuttaki {i¢ boyutlu tlimdr yapisini daha iyi yansitan sferoid kiiltiirlerde denenmistir.
C6 hiicreleri ile materyal-metodta belirtildigi gibi sferoid model olusturulmustur (Sekil
3.7 ve Sekil 3.8). Tek tabakali hiicre kiiltiirli modelinde her ekstrakt i¢in etkili oldugu
tespit edilen en yliksek konsantrasyonlar metanol igin 100 pg/ml, petrol eteri i¢in 100
pg/ml ve kloroform igin 10 pg/ml’dir. Bu konsantrasyonlar sferoid modelde uygun olan

48 saat inkiibasyon zamaninda uygulanmustir.

Sferoid kiiltiirlerde degerlendirmeler iki asamali gergeklestirilmistir. ilk asamada
DNA sentezi yapan hiicreleri isaretlemek amaciyla timidin analogu olan BrdU
kullanilmistir. BrdU ile igaretlenmis sferoidler 1s1k mikaroskobu takibi sonrasi parafine
gbmiilmils ve parafin kesitlere immunohistokimya uygulamasi ile BrdU’yu alarak
isaretlenmis sentez fazindaki hiicreler sayilarak yiizdeleri alinmis ve bdylece BrdU

isaretlenme indeksi (BrdU-LI) degerleri hesaplanmustir.

Yapilan degerlendirmeye gore sferoidlere uygulanan metanol (100 pg/ml), petrol
eteri (100 pg/ml) ve kloroform (10 pg/ml) da hiicrelerde isaretlenme indeksinin kontrol
grubu isaretlenme indeksine oranla oldukg¢a anlamli olarak azaldifi g&zlenmistir.
Gruplar kendi aralarinda da ufak farklar gostermekle beraber; istatistiki olarak bir
anlamlilik tagimamaktadirlar (p=0.000) (Sekil 3.9).
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Sferoid kiiltiirlerde ikinci asamada sferoid morfolojisini incelemek amaciyla
sferoidlerin parafin kesitlerine hematoksilen-eozin boyas1 uygulanmigtir. Kesitler 151k

mikroskobunda degerlendirmeye almmisgtir.

Monolayer sonuclarina gore her grup igin anlamli kabul edilen bir degerin
secilmesiyle sferoid teknifinde yapilan hematoksilen-eozin boyasi sonucunda 11k
mikroskobik olarak yapilan degerlendirmeye gore, metanol (100 pg/ml) ekstrakti
uygulanan grupta genel sferoid yapisinin diizgiin g6rlindiigii ancak biitlinliigii
bozulmamig, diizglin goriiniimlii sferoidlerin yaninda smirlari kaybolmus, daginik

sferoid yapilarinin oldugu gézlendi.

Petrol eteri (100 pg/ml) ekstraktinin uygulandigi sferoidlerde ise biitiinliigii
bozulmamis sferoidlerin yaninda ¢ok sayida sinirlar1 kaybolmus, dagimk sferoid
yapilari gozlendi. Petrol eteri ekstraktinin metanol ekstraktina gore daha fazla sayida
dejenere sferoid icerdigi ve bu dejenerasyonun daha biiyiik boyutta oldugu goriilda.

Kloroform (10 pg/ml) ekstrakti uygulanan sferoid grubunda ise az sayida
sferoidde gozlenen dejenerasyona karsihik genel anlamda sferoid biitiinliigiiniin

korundugu gézlendi.

Sonug¢ olarak Salvia tomentosa bitkisinden 3 ayn ¢oziici kullanilarak elde
edilmeye ¢alisilmig ekstraktlarin C6 Glioma hiicrelerinde yapilan in vitro deneylerde
verdigi sonuglardan yola ¢ikilarak bu bitkinin hiicre populasyoﬁundaki artis1 azaltmada
etkili olabilecegi sonucuna varilmistir. C6 hiicre soyu ile yapilan monolayer hiicre
kiiltiirli deneyleri bu azalmay1 desteklerken, ii¢ boyutlu tiimdr yapisimi yansitan sferoid
hiicre kiiltlirii deneyleri sonucunda parafin kesitlere uygulanmis hematoksilen-eozin
boyasi sonuglart da, monolayerda istatistiksel anlamlilik tagiyan bu gruplarin 1sik
mikroskobik olarak genel sferoid yapisim1 dejenere ettifini gostermekte ve bu durum
diizglin sferoid yapilarnin yaminda yer yer dagimk sferoid formlari ile
desteklemektedir. Ancak bu dejenerasyon kloroform grubunda daha az, hatta neredeyse
yok gibidir.
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Sferoid hiicre kiiltiirlerine BrdU uygulamasi sonrasinda gergeklestirilen
immunohistokimya neticesinde saptanan BrdU isaretlenme indeksi degerleri de bu
ekstraktlarin hiicre artigin1 inhibe edici etkisini desteklemektedirler. Bu sonuca gore
ekstraktlarin uygulandig hiicrelerde kontrole gére DNA sentezi 'yapan hiicre sayisinda
istatistiksel olarak dikkate deger 6l¢iide anlamlilik tespit edilmigtir.

Bu galigmadan yola ¢ikilarak, daha sonraki ¢aligmalarda bu bitki ekstraktlarinin

kimyasal igeriklerinin tanimlanmasmin  ekstraktlarin etki ~mekanimalarinin

aydmnlatilmasi agisindan daha yararli olacag: diistiniilmektedir.

75



KAYNAKLAR

[1] Dhanikula, A.B., Panchagnula, R., “Localized paclitaxel delivery”, International
Journal of Pharmaceutics, 183, (1999) 85-100.

[2] Bozkurt, H., Bazi Cisplatin Turevlerinin Sitotoksisitesinin ve Antitlimor
Aktivitesinin Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Balikesir Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii, Biyoloji Ana Bilim Dali, Balikesir, (2004).

[3] Klug, W., Cummings, M., Genetik Kavramlar, Oner, C., Palme Yaymncilik, Ankara,
(2002) 635-653.

[4] Giineri, A.D., Gemsitabin, Dimetilsiilfoksit (DMSO) ve Parasetamol’tin FM3A
Hiicre Kiiltiirlerinde Proliferasyon Uzerine Etkileri, Uzmanhk Tezi, Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah, Istanbul,
(2002).

[5] Ozalpan, A., Temel Radyobiyoloji, Hali¢ Universitesi Yaymlari, Istanbul, (2001),
77-80, 92-93, 115-119, 196-197.

[6] Kierszenbaum, A.L., Histology and Cell Biology, Mosby, St. Louis, Missouri,
America, (2002) 40-45.

[7] http://www.turkcancer-foundation.org.tr/sorun-1.php
[8] Engin, K., Ozyardimei, N., Tan1 ve Tedavide Temel ilkeler ve Uygulamalar.
[9] www.fhere.org/labs/fero/RL_gifs/cycle.jpg

[10] Price, P.M., Megyesi, J., Safirstein, R., “Cell Cycle Regulation: Repair and
Regeneration in acute Renal Failure” Seminars in Nephrology, 23(5), (2003) 449-459.

[11] Lowitz, B.B., Casciato, D.A., Medical Oncology and Principles of Cancer, Manual
of Clinical Oncology, 4™ Edition, Philadelphia, (2000).

[12]http://users.ren.com/jkimball.ma.ultranet/Biologypages/T/TumorSupressorgenes.ht
ml

[13] http://www.ch.ic.ac.uk/local/projects/s_liu/Html

[14] http://www tiscali.co.uk/lifestyle/healthfitness/health_advice/netdoctor/archive
/100004845 .html

76



[15] Mycek? M., Richard, H., Champe, P., Farmakoloji, Oktay, S$., Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul, (1998) 373-398.

[16] Cubuk¢u, B., Saritar, G., Merigli, A.H., Siitlipinar, N., Mat, A., Mericli, F.,
Fitoterapi Yardimci Ders Kitabi, Istanbul Universitesi Farmakognozi Anabilim Dals,
Istanbul, (2002) 1-3.

[17] Craig, W.J., “Healt-promoting properties of common herbs 1,2 (Suppl.)”, American
Jjournal of Clinical Nutrition, 70, 3, (1999) 491-499.

[18] Chor, S.Y., Hui, A.Y., To, K.F., Chan, K.X., Go, Y.Y., Chan, H.L.Y., Leung, W.K.,
Sung, J.J.Y, “Anti-proliferative and pro-apoptotic effect of herbal medicine on hepatic
satellate cell”, Journal of Ethnopharmacology, (2005).

[19] Franek, K.J., Zhou, Z., Zhang, W.D., Chen, W.Y., “In vitro studies of baicalin alone
or in combination with Salvia miltiorrhiza extract as a potential anti-cancer agent”,
International Journal of Oncology, (2005) 26, 217-224.

[20] Baytop, T., Tirkiye’de Bitkiler Ile Tedavi Gegmiste ve Bugiin, Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul, (1999) 142-144.

[21] Lohninger, A., Hamler, F., “Chelidonium majus L. (Ukrain) in the treatment of
cancer patients”, Drugs Exptl. Clin. Res. XVIII (Suppl.), (1992) 73-77.

[22] Slesak, B., Nowicky, J.W., Harlozinska, A., “In vitro effects of Chelidonium majus
L. alkaloid thiophosphoric acid conjugates (ukrain) on the phenotype of normal human
lymphocytes”, Drugs Exptl. Clin. Res. XVIII (Suppl.), (1992) 17-21.

[23] Nowicky J.W., Manolakis, G., Meijer, D., Vatanasapt, V., Brzosko, W.J., “Ukrain
both as an anti cancer and immunoregulatory agent”, Drugs Exptl. Clin. Res. XVIII
(Suppl.), (1992) 51-54.

[24] Kleinrok, Z., Jagietlo-Wdjtowicz, E., Matuszek, B., Chodkowska, A., “Basic
central pharmacological properties of thiophosphoric acid alkaloid derivatives from
Chelidonium majus L.”, Pol. J. Pharmacol. Pharm., 44, (1992) 227-239.

[25] Suganuma, M., Okabe, S., Sueoka, N., Sueoka, E., Matsuyama, E., Imai, K.,
Nakachi, K., Fujiki, H., “Green tea and cancer chemoprevention”, Mutation Research,
428, (1999) 339-344.

[26] Alexandrova, R., Alexandrov, I., Velcheva, M., Varadinova, T., “Phytoproducts
and Cancer”, Experimental Pathology and Parasitology, 4, (2000).

[27] Polat, R., Balikesir Yoresinde Yayiliy Gosteren Salvia L. Tirleri Uzerinde

Anatomik, Morfolojik ve Ekolojik Aragtirmalar, Yiksek Lisans Tezi, Balikesir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Balikesir, (2004).

77



[28] Giindogmaz, G., Degisik Salvia L. Tiirlerinden Elde Edilen Polifenol Oksidaz
Enziminin Aktivitesinin Aragtiriimasi, Yiiksek Lisans Tezi, Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, Kimya Ana Bilim Dali, Balikesir, (2002).

[29] Kandemir, N., “The Morphological , Anatomical and Karyological Properties of
Endemic Salvia hypargeia Fich.& Mey. (Lamiaceae) In Turkey”, Pak. J. Bot., (2003) 35
(2): 219-136.

[30] Nakipoglu, M., “Sifali Cay Olarak Kullamlan Bitkiler ve Adagay1”, Dokuz Eyliil
Universitesi Egitim Bilimleri Dergisi,(1993) 91-94.

[31] Nakipoglu, M., Otan, H., “T1bbi Bitkilerin Flavonoidleri”, ANADOLU J of AARI 4
(1), (1994) 70-93.

[32] Kawazoe, K., Yamamoto, M., Takaishi, Y., Honda, G., Fujita, T., Sezik, E.,
Yesilada, E., “Rearranged abietane-type diterpenes from Salvia dichroantha”,
Phytochemistry, 50, (1999), 493-497.

[33] Nakiboglu, M., Kesercioglu, T., Investigations on some Salvia L. Species Collected
from Tiirkiye, In S.P. Raychaudhuri (ed.) Recent Advances in Medicinal Aromatic and
Spice Crops, Today and Tomorrow’s Printers and Publishers, New Delphi, India, (1992)
(2): 325-344.

[34] Ozdemir, C., Senel, G., “The Morphological, Anatomical and Karyological
Properties of Salvia sclarea L”, Tr. J. of Botany, (1999) 23, 7-18.

[35] Tepe, B., Daferera, D., Sokmen, A., Sokmen, M., Polissiou, M., “Antimicrobial and
antioxidant activities of the essential oil and various extracts of Salvia tomentosa Miller
(Lamiaceae)”, Food Chemistry, (2003).

[36] Anon, Ege bolgesi ihracat ithalat yilli§1, Karinca Matbaacilik ve Tic. Ort., 452 sok.,
No: 11, Izmir, (1988) 145-158.

[37] Ceylan, A., Kaya, N., Celik, N., “Tibbi Adacay: (S. officinalis)’mn kiilturii lizerine
aragtirmalar”, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, Cilt: 26, Say1: 1 G (1990) 127-
136

[38] Ceylan, A., Tibbi Bitkiler-Il (Ugucu Yag Bitkileri), Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Yaymi, Izmir, (1996), 225-255.

[39] Nagy, G., Ginther, G., Mathé, I, Blunden, G., Yang, M., Crabb, T.A.,
“Diterpenoids from Salvia glutinosa, S. austriaca, S. tomentosa and S. verticillata
roots”, Phytochemistry, 52, (1999), 1105-1109.

[40] Haznedaroglu, M.Z., Karabay, N.U., “Antibacterial Activity of Salvia tomentosa
essential oil”, Fitoterapia, Nov; 72(7), (2001), 829-831.

78



[41] Bilir, A., Solakoglu, S., Anil, Y.D,, Petorak, 1., Miisliimanoglu, M., “T{imor
Hiicrelerinin Ilaglara Karsi Duyarliliklarinin Belirlenmesinde Kullanilan in Vitro Test
Yontemlerinin Giivenirliligi”, Ist. Tip Fak. Mecmuast, 56:3, (1993).

[42] Ahishali, B., Bilir, A., “Tiimér Hiicrelerinin Multiseliiler Timdr Sferoid Modelinde
Uretilmesi”, Ist. Tip Fak. Mecmuast, 65:1, (2002).

[43] Uygulamali Hiicre Kiiltiirii Teknikleri Kurs Kitabi-I, Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Isparta, (2003), 1-12,
177-183.

[44] Hiicre Kiiltiirii Teknolojisinde Temel Prensipler ve Yapay Organlar, Ege
Universitesi Biyomithendislik Bsl{imii, [zmir, (2004), 1-8, 31-38.

[45] Santini, M.T., Gabriella, R., “Three-dimensional spheroid model in tumor biology”,
Pathobiology, (1999) 67:148

[46] Daidone, M.R., Costa, A., Silvestrini, R., “Cell proliferation markers in human
solid tumors: assessing their impact in clinical oncology”, (Methods In Cell Biology),
64, 48,359-369.

[47] Karatay, M.C., Katircioglu, O.S., Stioglu, Y., Unal, M., Erdamar, B., Bilir, A.,
“Larenks yassi epitel hiicreli karsinomunda timidin labeling indeksi”, XXIII. Ulusal
Otorinolarengoloji ve Bag-Boyun Cerrahisi Kongresi, Antalya, (1995).

[48] Bilir, A., Giilgiin, C., “Tiimér Prognozunda Thymidine Labeling Index’in Onemi”,
Istanbul Tip Fakiiltesi Mecmuasi, 58:2, (1995).

[49] Meyer, 1.S., Fahrner, M., Daniel, F.C., “Pathology and Bhevior of Small Breast
Carcinomas”, Seminars in Diagnostic Pathology, 16, 3, (1999), 257-268.

[50] Studzinski, G.P., Cell growth and apoptozis, IRL. Oxford University Press, Oxford,
(1994) 7-18.

[51] Miislimanoglu, M., Bilir, A., Ozmen, V., Igci, A., Bozfakioglu, Y., Dagoglu, T.,
Parlak, M., Keger, M., Unal, M., Meme Karsinomlarinda Proliferatif indeks olan
Tymidine Labeling (TLI): Tiimdr ¢api hari¢ prognostik poarametrelerden bagimsiz bir
fakt6rdiir, Meme Hastaliklar: Dergisi, Vol.2, No.4, (1995).

[52] Bilir, A, Eralp, Y, Cabioglu, N, Agizhali, B, Camlica, H, Aydiner, A, “Thymidine
Labeling Index: Prognostic Role in Breast Cancer”, American Journal of Clinical
Oncology, 21, 4, (2004).

[53] Bilir, A., “Gossypol ve Dimethylsulfoxide’nin L-Strain Hiicre Kiiltiirlerinde GO
Faz1 Uzerine Etkisi”, Ist. Tip Fak. Mecm., 54, (1991) 31-38.

79



[54] Bilir, A., Anil, D., Erbengi, T., “Dimetil Sulfoksit’in L-Strain Hiicrelerinde S
Fazina Etkisi”, Klinik Gelisim The Journal of Istanbul Chamber of Medicine, Vol.1,
No.2, (1987).

[55] Bilir, A., Anil, Y.D., Erbengi, T., Giirtekin, M., “Colcemid’in L-Strain Hiicre
Kiiltiirlerinde S Fazina Etkisi”, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 5.6.7. (Bilesik
say1), 1988-1990 (1991) 11-43.

[56] Onel, D., Sar, H., Cepgiz, A., Bilir, A'z Anil, D., Erbengi, T, “Ultrasonun L-Strain
Fibroblast Hiicre Kiiltiirii Uzerine Etkileri”, Ist Tip Fak. Mecm., 53, (1990) 19-28.

[57] Anil, Y.D., Aytekin, Y., Erbengi, T., Ozkan, T., Bilir, A., Aykag, i., Oner, A,
“Testosteron’un L-Strain Hiicre Kiiltiirlerinde S Fazina Etkisi”, Tiirk Uroloji Dergisi, 13,
1, (1987) 7-13.

[58] Unal, M., Bilir, A., Karatay, M.C., “Larenks epidermoid karsinomunda cisplatin ve
5-fluorourasil duyarliiginin timidin isaretleme indeksi ile arastiriimasi: On galisma”,
Kulak Burun Bogaz Ihtisas Dergisi, Cilt 7, Say1 2, Agustos (2000) 130-133.

[59] Bilir, A., Altindz, M.A., Atar, E., Erkan, M., Aydmer, A., “Acetaminophen
modulations of chemotheraphy efficacy in MDAH 2774 human endometrioid ovarian
cancer cells in vitro”, Neoplasma, 49, 1, (2002).

[60] Toshikazu, H., Zitsch, R.P., Gluckman, J.L., “Cell kinetics study of upper
aerodigestive tract squamous cell carcinoma using bromodeoxyuridine”, 4nn Otol
Rhinol Laryngol, 102, (1993).

[61] Schutte, B., Reynders, M.M.J., Van Assche, C.L.M.V.J., Hupperets, PSGIJ,
Bosman, FT, Blijham, GH, “An Improved Method for the Immunocytochemical
Detection of Bromodeoxyuridine Labeled Nuclei Using Flow Cytometry”, Cyfometry, 8,
(1987), 372-376.

[62] Waldman, F., Chew, K., Ljung, B.M., Goodson, W., Hom, J., Duarte, L.A., Smith,
H.S., Mayall, B., “A comparison between Bromodeoxyuridne and 3H Thymidine
Labeling in Human Breast Tumors”, Modern Pathology, 4, 6, (1991) 718.

[63] Koehm, S., “Bromodeoxyuridine Staining”, St. Luke’s Hospital Chesterfield,
Missouri, (1997).

[64] Obara, S., Nakata, M., Takeshima, H., Katagiri, H., Asano, T., Oka, Y., Maruyama,
I., Kuratsu, J., “Integrin-linked kinase (ILK) regulation of the cell viability in PTEN
mutant glioblastoma and in vitro inhibition by the spesific COX-2 inhibitor NS-398”,
Cancer Lett, (2004) 208: 115-122.

80



[65] Albayrak, B., insan Glioblastoma Multiforme Primer Hiicre Kiiltiirlinde ve Sigan
C6 Gliom Modelinde, Tibolon ve Medroksi Asetat Progesteron Asetat (MPA) Tedavisi,
Uzmanhk Tezi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim Dali,
Istanbul, (2003).

[66] Oktar, N., Topguoglu, N., Yilmaz, B., Demirtas, E., Ozkinay, F., Giindiiz, C.,
Kosova, B., “Suppression of malignancy with differentiating agent In human brain
tumors multicellular spheroids”, NOROL. BIL. D., 16:1, (1999).

[67] Grobben, B., Deyn, P.P., Slegers, H., “Rat C6 glioma as experimental model system
for the study of glioblastoma growth and invasion”, Cell Tissue Res, (2002) 310: 257-
270.

[68] Benda, P., Lightbody, J., Sato, G., Levine, L., Sweet, W., “Differentiated rat glial
strain in tissue culture”, Science, (1968) 161: 370-371.

[69] Babich, H., Reisbaum, A.G., Zuckerbraun, H.L., “In vitro response of human
gingival epithelial S-G cells to resveratrol”, Toxicol Lett, (2000) 114: 143-153.

[70] Osborn, A.G., Blaser, S.I., Salzman, K.L., Beyin 1, Rayegan Kog, E., Altin, L.,
Nobel Tip Kitabevi, Istanbul, (2001) 120-122.

[71] New, P., “Cyclooxygenase in the treatment of glioma: Its complex role in signal
transduction”, Cancer Control, (2004) 11: 152-164.

[72] Tuna, S., Gemcitabine, Vinorelbine, Vioxx (Rofecoxib) ve DMSO’nun C6 Glial
Tiimdr Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre Biiyiimesi Uzerine Etkileri, Yiiksek Lisans Tezi,
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dals,
Istanbul, (2005).

[73] Ergiiven, M., Suramin’in C6 Gliomadaki Telomeraz Aktivitesi Uzerine Etkisi,

Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
Anabilim Daly, Istanbul, (2004).

81



