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OZET

CHILOSCYPHUS POLYANTHOS CiIGEROTU EKSTRAKTLARININ INSAN
PERIFERAL KAN LENFOSITLERINDEKI SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK
ETKISININ ARASTIRILMASI

AYDIN, Cansu
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Ana Bilim Dal1

Danigman : Dog. Dr. Recep KARA
Ikinci Danisman : Dog. Dr. Songiil BUDAK DILER

Haziran 2015, sayfa 64

Bu c¢aligmada, Marchantiophyta boliimiinde Geocalycaceae familyasina dahil
Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriinden elde edilen ekstraktin, insan periferal kan
lenfositlerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu bitki
ekstrakti1 ile 2.5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlart hazirlanmistir. Hazirlanan
konsantrasyonlarda, kromozom anomalilerini saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin
yapilmasinda in vitro kromozom aberasyon testi yapilmistir. Konsantrasyonlar 24 ve 48
saat muamele edilmistir. Kromozomlarda olusan anomaliler SPSS istatistik
programinda, ONE WAY ANOVA (Post Hoc Analiz-LSD Test) testi ile analiz
edilmistir. Yapilan istatistik analizine gore, konsantrasyonlarin mitotik indeks degerleri
disiirdiigi saptanmistir ve 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Calismanin sonucuna gore,
Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin ekstrakti ile hazirlanan konsantrasyonlarda

genotoksik etkisinin olmadigi; ancak sitotoksik etkisinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Chiloscyphus polyanthos, Cigerotu, Sitotoksik, Genotoksik, Kromozom Aberasyonu



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
CHILOSCYPHUS POLYANTHOS LIVERWORT EXTRACTS ON HUMAN
PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

AYDIN, Cansu
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Associate Professor Dr. Recep KARA

Second Supervisor : Associate Professor Dr. Songiil BUDAK DILER

June 2015, pages 64

In this study, it is aimed to determine the potential cytotoxic and genotoxic effects of
Chiloscyphus polyanthos liverwort species extract in Marchantiophyta divisio
Geocalycaceaea family on human peripheral blood lymphocytes. This plant extract was
prepared with 2.5, 5 ve 10 pg/mL concentrations. In the prepared concentrations,
construction of cell cultures in vitro chromosome aberration test was done to detect
chromosomal abnormalities. Concentrations were treated at 24 and 48 hours.
Chromosome abnormalities were analyzed with ONE WAY ANOVA (Post Hoc
Analysis-LSD Test) test in the SPSS statistics program. According to the statistical
analysis, concentrations were found to reduce the mitotic index value and significant
(P<0.05) was found. As a result, the plant exract was found on human peripheral blood

lymphocytes that had no genotoxic effect but there was cytotoxic effect.

Keywords: Chiloscyphus polyanthos, Liverwort, Cytotoxic, Genotoxic, Chromosome Aberration
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ON SOz

Bu yiiksek lisans tezinde, Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin ekstraktinin insan
periferal kan lenfositlerindeki sitotoksik ve genotoksik etkisi belirlenmeye calisilmistir.
Bu c¢alismada, genotoksik etkiyi belirlemek icin, metafaz sathasindaki kromozomlar
incelenmis ve kromozom olusan anomalileri kaydedilmistir. Ayrica sitotoksik etkinin
belirlenmesi i¢in mitotik indeks hesaplanmistir. Elde edilen bulgulardan yapilan
istatistik analiz gore bu bitki ekstraktinin, genotoksik etkisinin olmadigi, ancak

sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Bu caligmada, arastirma konusunun belirlenmesinde, c¢aligilacak bitkinin arazide
toplanmasinda ve teshisinin yapilmasinda, gerekli literatiirlere ulasmada, bilgi birikimi
ve Onerileri ile bana yol gosteren ve her tiirlii destegi saglayan danigsman hocam sayin
Dog. Dr. Recep KARA’ya ve arastirma konum geregince beni genetik laboratuvarinda
yalniz birakmayan, deneylerin yapilmasinda yardimci olan ve her tiirlii destegi saglayan
ikinci damgman hocam saymn Dog. Dr. Songil BUDAK DILER’e en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Literatiir ¢alismalar1 ile bu tezin hazirlanmasi esnasinda sik sik
yardimma bagvurdugum, calismalarimda her zaman yanimda olan ve yardimlarini
esirgemeyen kiymetli meslektasim ve nisanlim Emin DEMIRTAS’a en igten

tesekkiirlerimi sunarim.
Maddi ve manevi desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen ve bu noktaya gelmemde
biiylik emekleri olan annem Giilbiye AYDIN’a ve babam Bekir AYDIN’a

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Bu calisma, Nigde Universitesi Yiiksek Lisans Tez Projesi (YULTEP) tarafindan
desteklenmektedir (Proje No: YULTEP, FEB2014/28).
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BOLUM I

GIRIS

Briyofitler, bitkiler aleminde Bryophyta (Yaprakli Karayosunlari), Hepatophyta
(Cigerotlar1) ve Anthocerotophyta (Boynuzlu Cigerotlar1) olmak flizere ii¢ bolim ile
temsil edilmektedirler (Kara, 2008). Biyolojik ve ekolojik 6zeliklerinden dolay1 ¢ok
farkli alanlarda kullanima sahiptirler. Ancak zehirli olmalar1 nedeniyle insanlar ve
hayvanlar tarafindan yiyecek maddesi olarak tiiketilmemektedirler. Giinlimiizde
icerdikleri antibiyotik ve antitiimoral etkili maddeler nedeniyle ila¢ yapimindaki
kullanimlari 6n plandadir. Diinyada floradan farkli olarak antibakteriyel, antimikrobiyal,
antifungal, antitimoral, sitotoksik ve genotoksik etkileri {izerine ¢alismalar
yapilmaktadir. Ulkemizde ise bu bitkiler iizerine yapilan ¢alismalar daha ¢ok flora ve
vejetasyon tlizerine olmakla birlikte, antimikrobiyal, antifungal etkileri iizerine az da
olsa galismalar vardir. Fakat tilkemizde briyofitlerin sitotoksik ve genotoksik etkileri

izerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

1.1 Briyofitlerin Genel Ozellikleri

Briyofitler (karayosunlari), kiicik boyutlariyla fazla géze carpmayan ve genellikle
birgok botanikg¢i tarafindan ihmal edilmis tohumsuz bitkilerdir. Diinya {izerinde tohumlu
bitkilerden daha fazla yayilis alanina sahiplerdir (Ariéz, 2010). Orman ekosistemi
icerisinde ve disinda ¢ok degisik habitatlarda yasama yetenegi olan briyofitler,
ekosistemi olusturan zincirin 6nemli halkalarindan birini olusturmaktadir. En eski kara
bitkileri olarak bilinen briyofitlerin en kalabalik bolimiinii yaklagik 24.000 tiir ile
Bryophyta (yaprakli karayosunlari) olusturmaktadir (Asakawa vd., 2013).

Su hayatindan karasal habitatlara geciste oncii olan bu bitkiler, diinyadaki biyolojik
cesitliligin olugsmasinda ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptirler. Evrimsel agidan alglerden ve
mantarlardan daha yiiksek, egreltiotu ve ¢icekli bitkilerden daha ilkel bir seviyede
bulunurlar (Abay ve Kamer, 2010).

Briyofitler birkag mm’den 70 cm’ye kadar ulasabilen, genellikle kiiciik ve basit
yapidaki bitkilerdir. Siirgiinleri ¢cogunlukla gévde ve yapraklara ayrilan, fakat yiliksek
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yapili bitkiler gibi belirgin bir kok ve gévde yapisina sahip olmayan briyofitler, gelismis
bitkilerin yapilarma gore daha zayif bir sekilde yapilanmiglardir. Vaskiiler bitkilerde
bulunan bir i¢ farklilasmadan yoksun olan briyofitlerin yapraklar1 genellikle kii¢iik ve
homojen bir sekilde dagilmis tek bir hiicre tabakasindan ibarettir (Richardson, 1981,
Altuner, 1998).

Vaskiiler bitkilerin aksine kutikula ve epidermal tabaka farklilagsmas1 yoktur. Bu sebeple

ihtiyaclar1 olan suyu, bulunduklari ortamdan tiim yiizeyleri ile almaktadirlar (Kara,
2008).

Yasam dongilisli sporofit ve gametofit olarak iki sekildedir; ancak uzun Omiirlii olan
gametofit baskindir. Sporofit kisa Omiirlii ve dallanmamistir. Yasaminin Onemli
kisminda fotosentetik 6zelliktedir. Gametofite bir ayak ile bagimli halde yasar (Kirmaci,
2007).

Kendilerine 6zgili biyokimyasal yapilar1 ve biyolojik 6zellikleri sebebiyle yasamlarini
oldukea farkli ¢evresel kosullar altinda siirdiirebilirler. Bitkiler aleminin diger liyeleri
gibi klorofil a, b, ksantofil ve karoten ihtiva ederler. Hiicre geperleri ise seliiloz igerir
(Ezer, 2008).

1.2 Briyofitlerin Kullanim Alanlar:

Briyofitler; tibbi amagli, yarik materyali, dekorasyon, dolgu malzemesi, yatak
yapiminda, temizlik malzemesi olarak, absorbent, mazi iiretimi ve pek cok alanda

kullanilmaktadir (Kara vd., 2011), (Sekil 1.1).

Briyofitlerin en ¢ok kullanildig: iilkeler ve kullandiklar tiir sayilar; Cin (63), ABD
(36), Kanada (29), Hindistan (22), ingiltere (18) ve Bolivya (17)’dir (Kara vd., 2011),
(Sekil 1.2).



Dekorasyon
14%

Diger Kullanim
alanlari
8%

emizleme
materyali

5% 3%

Sekil 1.1. Diinyada, briyofitlerin ¢esitli kullanim alanlar1 (Kara vd., 2011)

70

[610]

50

40

30

20

) . .
O

Cin Kanada Hindistan Ingiltere Bolivyva
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Briyofitler 400 yildan fazla siiredir; Cin, Avrupa ve Kuzey Amerika’da ¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in gifali bitkiler olarak kullanilmaktadir. Yaralar, yilan 1sirmasi, deri hastaliklari,
akciger tiiberkiillozu, yanik, cliriik, kiriklar, kardiyovaskiiler sistem, bronsit, ortakulak
iltihabi, sistit gibi hastaliklarin tedavisinde sifal1 bitkiler olarak kullanilmigtir (Asakawa vd.,
2013; Sawant, 2010; Saxena, 2004).

Briyofitlerle ilgili ¢esitli biyolojik aktivitelere bakildigi zaman Cin’de, Polytrichum ve
Fissidens tiirleri sa¢ biiylimesini tesvik edici ilag olarak kullanilmistir. Kuzey
Amerika’da yasayan yerliler Polytrichum sp, Bryum sp., Mnium sp. ve Philonotis sp.
briyofitlerini morluklar, yaralar ve yaniklar1 iyilestirmek igin kullanmislardir. Ayrica
briyofitlerin mantar ve bakterilere karsi antimikrobiyal etkilerini belirten ¢alismalar
yapilmistir (Alam, 2012; Sawant, 2010).

Ayrica Cin’de geleneksel olarak yaklasik 40 c¢esit briyofit kardiovaskiiler sistem,
bademcik iltihabi, bronsit, orta kulak iltihabi, idrar yolu enfeksiyonlari, deri hastaliklar
ve yaniklar i¢in ilag olarak kullanilmaktadir (Diilger vd., 2009).

Kuzey Amerika Kizilderilileri Bryum, Minium, Philonotis spp. ve Polytrichum
juniperinum tiirlerini yaniklarin, eziklerin, yaralarin tedavilerinde, Fransa’da ise

Marchantia, Polymorpha tiirleri idrar soktiiriicii olarak kullanilmistir (Basile vd., 1998).

Birgok briyofit ekstrakti in vitro ¢aligmalarla antibakteriyel ve antikanser aktivitelerine
sahip oldugu belirlenmistir (Abay vd., 2015). Dicranum scoparium’un Hela hiicre
dizilerine karsi antikanser ozelligi ve bitki kimyasal profili incelenmistir. Hiicre
cogalmasimi engelledigi belirlenmistir. Bu briyofitin biyolojik igerigini ortaya ¢ikarma
isleminde diklorometan kullanilmistir. Yiiksek hiicre biiylimesini engelleyici aktivitesi
vardir. 7, 9, 19, 20 fraksiyonlar doymamis yag asitlerinin zengin bir kaynagidir. Anti-
cogalma etkinlikleri iyilestirmek ve ayni zamanda da doymamis yag asidi igerigini
artirmak durumunda Fr-19-olabilir. Cogalma aktivitesinin etkisi, heksan ekstrakti i¢inde
D. scoparium’un doymus yag asidi bilesimine baglanabilir. Fr-9, 50 ve 100 pg mL™*
comparedto 5-FU konsantrasyonlarinda giiclii antiproliferatif aktivite gostermistir.
Diklorometan ekstreleri 7, 9, 19 ve 20 fraksiyonlar 100 ug mL™ konsantrasyonda anti-
¢ogalma etkinliklerini gostermistir. HPLC-TOF / MS ¢alismasinda diklorometanin 100

ve 250 pg mL™" konsantrasyonlarinda en aktif fraksiyonu dokuz bilesigi vermistir. Alt
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faaliyetleri steroid tiirevleri dahil olmak iizere fraksiyonlar elde edilmistir (Abay vd.,
2015).

Fontinalis antipyretica Hedw var. antipyretica, Hypnum cupressiforme Hedw., ve
Ctenidium molluscum (Hedw.) tiirleri ile yapilan ¢alismada, bu tiirlerin metanol ile
ekstraksiyonlarinda, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmistir. Fontinalis
antipyretica’nin metanol ekstraktinin mikobakteri ve bakterilerde giiglii bir etki
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bu tiirlerin metanol ekstraktlarinin antibakteriyel
etkisinin gram (-) bakterilerde, gram (+) bakterilerden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Veljic vd. 2009).

Briyofitlerin ilging bir 6zelligi de bakteri veya mantar tarafindan zarara ya da sivrisinek ve
salyangoz tarafindan saldirtya ugramamasidir. Birgok karayosunu bazi ¢iiriikeiil
organizmalara kars1 gosterdigi etki ile uzun yillar bozulmadan kalabilmektedir. Briyofitlerin
antimikrobiyal madde kaynagi olarak kullanimlar1 yaygin degildir. Ancak yiizyillar
boyunca yaralarin iyilestirilmesinde kullanilmistir (Kang vd.,2007; Sawant,2010).

Polytrichum juniperinum tiiriiniin alkol ya da asit ekstraktlarinin sarkom 37’nin CAF
faresinin kasina enjekte edilmesinden kaynaklanan karsinoma hastaligina kars

antitlimoral aktivite gosterdigi saptanmistir (Basile vd., 1998).

Polytrichum cinsinden elde edilen bir yag cesidi kozmetik sektoriinde saglarin
gliclenmesinde etkilidir. Ayrica Sphagnum cinsi tuvalet kagidi, ¢ocuk bezi yapiminda

kullanilmaktadir ve bu alanda su tutma kapasitesine sahiptir (Colak, 2010).

Turba olarak adlandirilan, Sphagnum tarafindan olusturulan bataklik komiirii uzun
zamandan beri yakit olarak kullanilmaktadir. Odunun verdigi 1sidan ¢ok daha fazla 1s1
vermektedir. Ekologlara gore bu enerji kaynagi yenilenme hizinin yiiksek olmasi
agisindan degerlendirilebilir oldugunu savunmaktadirlar (Canli, 2009). Tiirkiye’nin
yillik petrol gereksinimi 150 milyon ton civarindadir. Yapilan arastirmalara gore 1981
yilindan itibaren 50 iilke Sphagnum tiirleri tarafindan olusturulan turbay: elde etmis,
2000’1 yillarda da 50-60 milyon ton petrole esdeger kullanimin s6z konusu oldugu
belirlenmistir (Glime, 1998).



Briyofitlerden bazilar1 sadece &zel bir pH’da gelistiklerinden, toprak pH’Sinin
indikatorii olarak kullanilabilirler. Yapilan arastirmalarda bazi sucul karayosunlarinin
(Sphagnum auriculatum ve Fontinalis antipyretica) akarsulardaki radyoaktif ve agir
metal kontaminasyonuna (Pb, Fe, Zn, Ni) kars1 biyomonitor 6zellik gosterdikleri tespit

edilmistir (Cymerman ve Kempers, 1999).

Alman hekim Christian Heinrich Erndtel tarafindan 1730 yilinda yapilan, Avrupa’nin
pre- Linnaeus briyofit florasinda tibbi yosunlar ve Polonya’nin dogal tarihinden 6rnek
baslikli ¢alismada (0 zamanlarda briyofitler kesin olarak anlagilmamis), birgok durumda
likenler ve yosunlar ile ilgili karisiklik olmustur. 1590-1801 yillart arasindan, pre- ve
post- Linnaeus botanik monograflarindan kullanilan briyofit taksonlari (18 isim)
tanimlanmistir. Briyofit tiirlerinin giincel isimleri ve farmakolojik degerleri briyofitler
hakkinda eski etnobotanikal bilgiler temin edilmistir. 18 briyofit tiirii biitiin yanlarryla
Warsaw’in ¢evresinden (17 karayosunu ve 1 cigerotu) tanimlanmistir. Bazi tiirler hala
bu alanda mevcutken (Climacium dendroides, Plagiomnium undulatum ve Polytrichum
juniperinum), bazilar1 ise (Neckeracrispa ve Rhodobryumroseum) nadir ya da nesli
tikenmistir. Briyofitler arasinda mikroskopik farkliliklar g6zlenmesine ragmen, 18.
yiizy1l hekimleri ilag stoklarindan neredeyse higbirini kullanmamustir. Pre- Linnaeus
bryolojisinde 18. yiizyilin materia medica yosun ¢ikarimini kullanarak uygulamaya
koymadig1 (sadece istisna olarak Fontinalis antipyretica ve Polytrichum spp.) sonucu
cikarilmistir (Drobnik ve Stebel, 2014).

Bahgecilikte, siis bitkilerinde, ev izolasyonunda, absorbent madde olarak, dekorasyon
amagli, dolgu malzemesi olarak, temizleyici madde olarak ve bunlarin disinda daha
farkli bircok farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Bunlarin yani sira ekolojik olarak
onemleri de biiytiktiir. Mikro iklimi degistirirler, daglik yamaglarda erozyonu dnlemek
ve toprak nemini korumak i¢in hizmet ederler ve ormanlarda tohum yatagi olarak
kullanilmaktadirlar. Mineralleri depo ederler, bazi hayvanlar i¢in besin kaynagi ve

barinak olustururlar ve erozyonu onlerler (Bodade, 2008).

Geleneksel halk hekimliginde kullanilan bitkiler yeniden degerlendirilmis ve fitoterapi
bir bilim dali haline gelmistir. Bu bilim dali giderek gelismekte ve daha fazla 6nem

kazanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, gelismekte olan iilkelerde



insanlarin % 80’nin bu terapi yontemlerini kullandigin1 ve 3.3 milyar insanin da tibbi

bitkilerden terapi araci olarak yararlandigini ortaya koymustur (Celik ve Celik, 2007).

Ozellikle ilag olarak tedavide kullanilan, dogal (taxol; Pasifik porsuk agacindan elde
edilir, vincristine; Cezayir meneksesinden elde edilir) ve sentetik maddelerin etkileri
arastirilmis, bunlarin kontrolsiiz ve asirt diizeyde kullanildiklarinda, insanlar tizerinde

genotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir (Diler, S.B., 2006).

Bitkilerin tedavi amagli kullanilmalarimin yani sira, bunlarin insan genomunda
mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi da son derece onemlidir. Bir
kimyasal maddenin bdyle bir etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi, kisa siireli
genotoksisite testleri ile miimkiin olabilmektedir. Bugiin kisa siireli genotoksisite testleri
olarak bilinen ve bir kimyasal maddenin genotoksik veya anti-genotoksik olup
olmadigmin belirlenmesinde kullanilan metotlar; kardes kromatid degisimi (KKD),

kromozom aberasyonu (KA) ve mikroniikleus (MN) testleridir (Kopar, 2010).

Bitkilerden elde edilen ikincil metabolitler uzun zamandan beri ilag olarak
kullanilmaktadir. Bu dogal iiriinlere talep giin gectikce artmaktadir. insanlar, yiiksek
bitkilerden elde edilen maddeleri genis alanlarda degerlendirmelerine ragmen
karayosunundan elde edilen maddeler yiiksek bitkiler kadar ilgi gérmemistir (Basile vd.,
1998). Konunun 6nemli bir yani da bazi sifali bitkilerin bazi yan etkilere ve hatta
Oliimlere yol acgabilecek zehirli maddeler igerdiklerinin bilincine yeterince varilamamis
olmasidir (Qu vd., 1992; Chiang vd., 1997). Bitkisel flavonoidlerin, anti-inflamatuar,

anti-mutajenik ve anti-allerjik 6zellikleri ortaya konulmustur (Hollman vd., 1996).

Asagida, cesitli briyofitlerin etken maddeleri olan sekonder metabolitler verilmistir. Son
yillarda, bitkilerdeki bu metabolitler belirlenerek, bitkilerin faydali ve zararli etkileri

ortaya ¢ikartilmaktadir.
1.3 Briyofitlerin Karakteristik Bilesenleri (Sekonder Metabolitler)
Sekonder metabolitler bitkinin faaliyetlerini dogrudan etkilemeyen fakat temel olan bu

faaliyetlerle dogrudan iligkilidir ve primer metabolitler kadar yasamsal dneme sahip
bilesiklerdir (Colak, 2010).



Briyofitler arasinda o6zellikle cigerotlarinda (Marchantiophyta); lipofil (yagi seven)
mono-, sesqui-, ve diterpenoid (kii¢iik aromatik bilesikler) gibi bilesenler bulunmustur.
Son zamanlarda yiizlerce bilesige ek olarak yeni bilesenler de izole edilmistir.
Avrupa’da 7 yosun tiirinden hidrodamitma yolu ile eterik yaglar elde edilmistir.
Briyofitlerin bilesenleri arasinda nitrojen ve siilfiir iceren bilesikler ¢ok nadir olarak

bulunmustur (Asakawa vd., 2013).

Briyofitler arasinda cigerotlarinda hiicresel yag damlaciklari (Fotograf 1.1.)
karakteristik 6zelliklerdendir. Yag damlaciklar1 cigerotlarinin siniflandirilmasinda ¢ok

onemli yere sahiptir (Asakawa vd., 2013).

Fotograf 1.1. Hiicresel yag damlaciklar1 (Asakawa vd., 2013)

Briyofitlerin ¢ok yaygin bileseni flavonoidlerdir. Flavonoidler Marchantiophyta
(cigerotlar1) ve Bryophyta (yaprakli karayosunlari) liyelerinden izole edilmistir. Hemen
hemen her cigerotunda stigmasterol ve squalene bulunmaktadir. Yaprakh
karayosunlarinda; doymamis yag asitleri, alkonanlar, triterpenoidler karakteristik
ozelliklerdir. Boynuzlu cigerotlarinda ise bazi neolignanlar karakteristiktir (Asakawa

vd., 2013).

Marchantiophyta’nin biyolojik olarak aktif bilesenleri; gilizel kokululuk, acilik,

keskinlik, tatliligin yani sira alerjik kontakt dermatit, kalp kuvvetlendirici, kas gevsetici,

8



bitki biliyiime diizenleyici, siiperoksit salinimi engelleyici, tromboksan sentez
engelleyici, vasopressin aktivitesine karst ¢ikici, bocek oOldiriicti, 5-oksijenaz

engelleyici, antimikrobiyal, antifungal, sitotoksik etkilerdir (Asakawa vd., 2013).

1.4 Chiloscyphus polyanthos’un Genel Ozellikleri

Chiloscyphus polyanthos yaprakli bir cigerotu tiiriidiir. Yapraklar kokten govdeye dogru
ist liste gelecek sekilde dizilidir. Saydam yapraklar yuvarlaktir (Fotograf 1.2.) ve
altigen hiicreler ile 2-4 yag damlacig1 vardir. Bu hiicreler nispeten kiigliktiir. Yaprak
altlarinda 2 akuminat lob vardir ve her bir tarafinda 1 dis bulunur. Bunlar1 gérmek
zordur. Cok kirilgan ve kolayca tahrip edilebilir. Rizoidleri alt yapraklarin diizleminden

baslar. Chiloscyphus polyanthos kaya {izerinde, 1slak alanlarda yasar.

Fotograf 1.2. Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin mikroskobik goriintiileri
(http://www.wnmu.edu/academic/nspages/qilaflora/chiloscyphus polyanthos.html).



http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/chiloscyphus_polyanthos.html
http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/chiloscyphus_polyanthos.jpg
http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/c_polyanthos1.jpg
http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/c_polyanthos2.jpg
http://www.wnmu.edu/academic/nspages/gilaflora/c_polyanthos3.jpg

1.5 Chiloscyphus polyanthos’un Kullanim Alanlar:

1.5.1 Chiloscyphus polyanthos’un antimikrobiyal etkisi

Tekerlek’in (2013), yaptigi Yyiiksek lisans calismasinda 5 farkli briyofit tiirliniin
(Dicranum scoparium Hedw., Racomitrium canescens (Hedw.) Brid.,, Neckera
complanata (Hedw.) Hub., Isothecium myosuroides Brid., Chiloscyphus polyanthos (L.)
Corda) antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon metodu ve minimal inhibisyon
konsantrasyonu belirlenmesi metotlar1  kullanilarak —arastirilmigtir.  Bitkilere ait
ekstraktlar maserasyon yontemi ile 5 farkli ¢oziicii kullanarak (etanol, metanol, dH,O,
aseton, kloroform) 30 °C ve 40 °C sicakliklarda 2, 3, 4 ve 5 saat siirelerde elde
edilmistir. Calismada kullanilan ekstraktlarin, Proteus mirabilis 235 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 suslar ilizerine yakin etki gosterdigi ve briyofit ekstraktlarina
kars1 bu iki bakteri susunun duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak briyofit ekstraktlarinin
Candida albicans ATCC 26231 susu tizerinde hi¢ etkisi goriillmemis ve bu susun en

direngli sus oldugu tespit edilmistir (Tekerlek, 2013).

1.5.2 Chiloscyphus polyanthos’un doracryl mavi ve astrozon kirmmz renk boyanin

giderimi

Tekstil endiistrisinde kullanilan Doracryl Blue ve Astrozon Kirmizi renkli boyar madde
olduk¢a renklidir ve ¢evre sorunlarmma neden olmaktadir. Yapilan bu calismada
Chiloscyphus polyanthos (Erciyes Dagi - Kayseri), Doracryl Blue ve Astrozon Kirmizi
renkli boyanin giderimi igin belirlenmistir ve Nigde'de BIRKO’dan 6rnek alinmistir. Cp
tekstil boyalarinin renksizlestirilmesi baslangic pH" ve ilk boya konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak incelenmistir. En uygun pH degeri, renk giderme yiizde verim ile
Astrozon Red i¢in pH:4 ve Doracryl Blue i¢in pH:6 olarak saptanmistir. C.
polyanthos’un Doracryl Blue boyanin renksizlestirilme kapasitesi baslangic 100, 200,
300, 400, 500 ppm i¢in ardisik olarak %96,44, % 97,54, % 97.67, % 97.68, % 97,65
boya konsantrasyonu kurulmustur. Ayrica Cp’un Astrozon Red boyanin giderim
kapasitesi 100, 200, 300, 400, 500 ppm i¢in ardisik olarak %,92,60, % 97,45, % 98.05,
% 98,22, % 98,42 boya konsantrasyonu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, Cp

cigerotu tiirliniin yiiksek ayirma kapasitesinden dolayr Doracryl mavi ve Astrozon
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kirmizi boyanin renksizlesmesi i¢in kullanilabilir oldugu belirlenmistir (Onat vd.,

2013).
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BOLUM 11

LITERATUR OZETLERI

2.1 Bitkiler Uzerinde Yapilan Sitotoksik ve Genotoksik Calismalar

Son yillarda etnobotanik calismalarla halk arasinda ilag olarak kullanilan bitkilerin
ortaya ¢ikarilmasi 6nem kazanmistir. Bunun sonucu olarak da, bu bitkilerin sitotoksik

ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi zorunlu hale gelmektedir.

2.1.1 Briyofitler ile ilgili yapilan sitotoksik ve genotoksik ¢alismalar

Diinyada briyofitler iizerinde yapilan calismalar heniiz baglangic asamasindadir. Bu

konu tizerine yapilan gesitli ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Cin’de deri hastaliklarinda, karaciger korumasinda, karaciger iltihabi tedavisinde
kullanilan Marchantia convoluta cigerotu tiiriiniin insan akciger kanser hiicreleri
(H1299) ve karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) sitotoksik etkisi arastirilmistir.
Marchantia convoluta bitkisi petrolum eter, etil asetat ve n-biitanol ile ekstre edilip
(Cizelge 2.1.); 0, 15, 30, 40, 50, 100, 200 pg/mL ile konsantre edilmistir. 72 saat
inkiibasyon siiresinden sonra sitotoksisite, 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide analizi ile belirlenmis ve hiicrelerin yasayabildigi kosullar
rapor edilmistir. Ekstraktlarin 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigi saptanmustir.
Etil asetat ekstraktinin en yiiksek konsantrasyonu 100 pg/mL de akciger kanserli
hiicrelerin sayilarim1 azaltmistir (Sekil 2.1.). En diisik 15, 30 ve 40 pg/mL
konsantrasyonunda karaciger kanserli hiicre sayilarinda belirgin olarak azalmaya neden
oldugu saptanmustir. Etil asetat ekstraktinin bilesenleri gas chromatography-mass
spectrometry analizi ile tamimlanmis; phytol (23.42%), 1,2,4-tripropylbenzene
(13.09%), 9-cedranone (12.75%), ledene oxide (7.22%), caryophyllene (1.82%),
caryophyllene oxide (1.15%) bilesenler tespit edilmistir. HPLC analizi sonucunda etil
asetat ekstrakti i¢inde flavanoidlerin olmadigi, n-biitanol ekstraktinda bol miktarda

bulundugu saptanmistir (Xiao vd., 2006).
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Cizelge 2.1. Marchantia convoluta cigerotu tiirti, H1299 ve HepG2 hiicrelerinin
ekstraktlara duyarliligi (Xiao vd., 2006)

Ekstraktlar ICs0 (pg/mL)
H1299 HepG2
Petroliim eter >500 >500
Etil asetat 100 30
n-biitanol >200 >200

Cizelge 2.1.” de H1299 ve HepG2 hiicrelerinin tedavisinde, hiicre ¢izgileri petrolum eter
ve n-biitanol ckstraktlarina daha direngli iken, etil asetat ekstraktinda hiicrelerin

kayboldugu gozlenmistir. Tabloda etil asetatin 1Csg degeri gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Etil asetat ekstraktinin H1299 (A) ve HepG2 (B) hiicreleri iizerinde inhibitor
etkisi (Xiao vd., 2006)
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Ulusal Kanser Enstitiisii'nde yaklasik 35.000 bitki tiirlinden elde edilen ekstraktlar
incelenmis ve bu bitkilerin timor engelleyici etki gosterip gostermedikleri fareler
tizerinde test edilmis ve tiirlerin yaklasik %10’ unun etkili oldugu saptanmistir. Bu
belirlenen tiirlerdeki aktif ajanlar izole edilmis ve bunlarin pek cok farkli sinifin
bilesenlerini temsil ettigi bulunmustur. Bu calismada Ulusal Kanser Enstitiisii
Claopodium cinsine ait 8 tiirden 3’ii de incelenmistir. Claopodium crispifolium, insan
iist yutak epidermoid karsinom hiicre kiiltiiriinde ve C. bolanderi ile C. whippleanum
lenfotik 16semili (P388) farelerde analiz edilmistir. Sadece Claopodium crispifolium 'un
hem hiicre kiiltiirinde hem de P388 farelerde aktif oldugu belirlenmistir (Spjut vd.,
1988).

Bir karayosunu tiirii olan Physcomitrella patens’in genotoksin kaynakli mutajenez etkisi
calistlmistir. Bu ¢alismada, Physcomitrella patens’in homolog rekombinasyonu, haploid
durumu ve vejetatif biiylimenin Onceki asamasi olan ipliksi biliyiime bakimindan
benzersiz oldugu belirlenmistir. Physcomitrella patens DNA hasar1 g¢alismalarinda
mitkemmel bir model bitki gorevi gormektedir. Bleomycin ile uyarilmis bitkilerde,
DNA oksidatif hasarmi ve DNA tek-gift iplik kiriklarini belirlemek i¢in tek hiicre jel
elektroforez deneyi kullanilmistir. Physcomitrella hatlarinda LIG, mutantlar
belirlenmigtir. Ayrica bu calismada, niikleotid seviyesinde mutasyonlar: tespit etmek
icin  APT geninin, bir marker olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. LIG4
fonksiyonlarmin yoklugunda DNA ¢ift iplik kirilmalarinin tamirinin olustugunu, DNA
tek iplik tamirini ise tehlikeye diistirdiigiini gostermistir. Uyarilmis mutasyonlarin,
hiicre dongiisiindeki ilerlemeyi bloke edici oldugu, normal bitki biiylime ve gelismesi

ile uyumlu olmadig1 ve hassas fenotipe yol actig1 saptanmistir (Hola vd., 2013).

2.1.2 Vaskiiler bitkiler ile ilgili yapilan sitotoksik ve genotoksik ¢alismalar

Lygodium venustum egreltiotu bitkisinin fenol bilesenlerinin sitotoksik ve anti-
kinetoplastik aktivitesi incelenmistir. Bu calisma, laysmanyaz ve sagaz hastaligi gibi
hastaliklarin tedavisinde yeni terapotik (sifali) maddeler bulmak i¢in yapilmistir. Pek
¢ok ilacin yan etkilerinde sitotoksiteleri degerlendirilip test edilmistir. Lygodium
venustum egreltiotu bitkisinin etanol, etil asetat ve metanol ekstraktlar1 elde edilmistir.
En iyi aktivite metanol ekstraktinin 500 pg/mL konsantrasyonunda yaklasik %63-%68

oraninda hastalig1 engelledigi bulunmustur. Bitkinin yiiksek oranda sitotoksik oldugu
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saptanmustir. Lygodium venustum’un sitotoksik ve tripenosidal aktivitesi igin ilk rapor

olarak sunulmustur (Morais-Braga vd., 2013).

Sagaz hastalig1 halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde kemoterapi,
bu hastalik i¢in tek mevcut tedavidir ve elde olan kemoterapik ilaglar kullanilmaktadir.
Bu ilaglarin degistirilmesi igin bir alternatif olarak Lamiaceae familayasina ait Hyptis
martiusii bitkisinin dogal ekstreleri antimikrobiyal ve biyolojik faaliyetler nedeniyle
geleneksel tipta kullamilmistir. Hyptis martiusii nin  dogal iirlinlerinin tripanosid,
sitotoksik ve anti-Candida aktiviteleri iizerine ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci,
Hyptis martiusii  bitkisinin tripanosid, sitotoksik ve anti-Candida aktivitelerini
degerlendirmektir. Hyptis martiusii bitkisinin etanolik ekstrakti hazirlanmistir. In vitro
antiepimastigote aktivitesi arastirmak igin Trypanosoma cruzi CL-B5 paraziti
kullanilmistir. (Bu parazit, sagaz hastaligina sebep olmaktadir.) Epimastigot,
1x105mL™" konsantrasyonunda 200 uL triptoz karacigeri infiizyonu igerisine
astlanmustir.  Sitotoksisite deneyi igin J774 makrofajlar kullanilmistir. Antifungal
aktivite i¢in, Candida albicans, Candida tropicalis ve Candida krusei tiirleri
kullanilmistir. Bu ¢aligma Hyptis martiusii’nin tripanosid aktivitesi i¢in ilk kayit
olmustur. Parazitin %50 (ICsp) Oldiirme yeteneginin etkili konsantrasyonu 4606
pg/mL’dir. Antifungal minimal o6nleyici konsantrasyon <1024 png/mL dir.
Metronidazol H. martiusii etanol ekstresi ile bir araya getirildiginde mantara karst
etkinin belirli bir miktar kuvvetlendigini gostermistir. Sonug olarak, H. martiusii orta
derecede toksisite ile antiepimastigote ve antifungal degistirici etkinlige sahip bir bitki

tiirevli dogal bir {iriin kaynagi olabilecegini gostermektedir (Santos vd., 2013).

Verbenaceae familyasinin iki tibbi tiiriniin (Lantana camara ve Lippia alba) Lactuca
sativa (marul) kok ucu meristem hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri tizerine
calisma yapilmistir. Bu calismada bitkilerin sulu ekstraktlarin  en yiiksek
konsantrasyonlarinin, marul kok ucu meristem hiicrelerinde mitotik indeksi diisiirdiigii
ve kromozom aberasyonuna sebep oldugu gostermistir. Lantana camara ve Lippia alba
ozellikle Orta ve Giiney Amerika’da yaygin olarak halk hekimliginde kullanilmaktadir.
Bu c¢alismada marul tohumlari, 72 saat boyunca L. camara ve L. alba’nin farkli
konsantrasyonlari (5, 10, 20 ve 30g/L) ile muamele edilerek sitotoksik ve genotoksik
etkisi belirlenmistir (p < 0.05). Ayrica ¢imlenme yiizdesi, kok gelisimi ve hiicresel

davranisi da analiz edilmistir. Sonuglara gore, L. camara sulu ekstraktinin 30g/L
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konsantrasyonunda ve L. alba sulu ekstraktinin 20g/L konsantrasyonunun tohumlarin
¢imlenmesini, marulun kok gelisimini ve mitotik indeksi diistirdiigiinii gostermistir (p <
0.05). L. camara 30g/L konsantrasyonunda 33.76 (+4.92), L. alba 20g/L
konsantrasyonunda 39.21 (+£7.87) yiizdesinde hiicresel o6lim gergeklestirdigi de
belirlenmistir (Sousa vd., 2009).

Lamiaceae familyasina ait Salvia fruticosa (Sf) bitkisinin yaprak ekstraktinin metabolik
aktivator varliginda ve yoklugunda insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve
antigenotoksik etkileri; kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA),
mikroniikleus (MN) testleri ile arastirillmistir. Sf yaprak ekstraktinin sitotoksik etkisi de
mitotik indeks (MI), proliferasyon indeksi (P1) ve niikleus boliinme indeksinin (NBI)
hesaplanmasi ile saptanmigtir. Bu amagla Sf yaprak ekstraktinin 1.5, 3.0 ve 6.0
uL/mL’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde denenmistir. Metabolik
aktivator yoklugunda Sf yaprak ekstraktt KKD sayisin1 sadece 48 saatlik muamele
sliresinde artirmigtir. Tiim muamele siirelerinde ise KA sayisini arttirmig, Mitomycin C
(MMC) ile beraber uygulandiginda da MMC’nin etkisini sinerjik bir sekilde indiiklemis
fakat en yiiksek dozda KKD olusumu iizerine MMC’nin etkisini artirmamistir. Bu
sonuglara paralel olarak Sf yaprak ekstrakti MN sayisini da artirmis, 24 saatlik muamele
siiresinde MMC’nin etkisini indiiklerken 48 saatlik muamele siirelerinde MMC’nin
etkisini azaltmistir. Metabolik aktivatér varliginda Sf yaprak ekstrakti KKD sayisini
sadece muamelesiz kontrole nazaran artirmis ama cyclophosphamide (Cyp)’nin etkisini
azaltmistir. En yiiksek dozda Sf yaprak ekstrakti KA sayisini ve anormal hiicre
yiizdesini indiiklemis fakat Cyp’nin etkisini artirmamuistir. Sf yaprak ekstrakti tek basina
MN olusumunu artirirken Cyp ile beraber kullanildiginda MN  olusumunu
indiiklememistir. Metabolik aktivator yoklugunda Sf yaprak ekstrakti tek bagina MI’i
diisiirerek sitotoksik etki yapmis fakat PI ve NBI’y1 diisiirmemistir. Metabolik aktivator
varliginda ise sitotoksik olmadigi, yiiksek dozlarda ise Cyp’nin sitotoksik etkisini

artirdigi saptanmistir (Kopar, 2010).

Lamiaceae familyasina ait Stachys petrokosmos (Sp) bitkisinin yaprak ekstraktinin
metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda insan lenfositlerinde genotoksik ve anti-
genotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla insan lenfositleri,
metabolik aktivatér varliginda ve yoklugunda Sp bitkisinin 1.5, 3.0 ve 6.0 uL/mL’lik

konsantrasyonlarindaki yaprak metanol ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat muamele
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edilmistir. Sp bitki ekstraktinin in vitro genotoksik etkisi, KKD, KA ve MN testleriyle,
sitotoksik etkisi de NBI, Pl ve MI saptanmasiyla belirlenmistir. Ayrica Sp yaprak
ekstraktinin mitomycin C ve Cyclophosphamide’ye karsi anti-genotoksik etkisi de yine
metabolik aktivator yoklugunda ve varliginda calisilmistir. Metabolik aktivator
yoklugunda Sp yaprak ekstrakti tek bagina KKD sayisini sadece en yiiksek dozlarda
artirmig, KA’y1 tiim dozlarda uyarmis fakat MN sayisini artirmamistir. Bununla birlikte
Sp yaprak ekstrakti MMC’nin KA olusumu {izerindeki etkisini azaltmistir. Sp yaprak
ekstraktinin tek basma sadece yiiksek dozlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu, yine
sadece yiiksek dozlarda MMC’nin sitotoksik etkisini artirdigi saptanmistir. Metabolik
aktivator varhiginda Sp yaprak ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik olmadigi, fakat
Cyp’nin KKD ve MN olusumu iizerindeki etkisini azaltarak anti-genotoksik etkiye

sahip oldugu saptanmustir (Yildiz, 2010).

Asphodelaceae familyasina ait Aloe vera (Av) bitkisinin yaprak ekstraktinin genotoksik
ve anti-genotoksik etkileri sigan kemik iligi hiicrelerinde kromozom aberasyon testi
(KA), insan lenfositlerinde KKD, MN, KA testleri ve Ames/Salmonella/Mikrozom test
sistemleri ile arastirilmigtir. Aloe vera ekstrakti sigan kemik iligi hiicrelerinde uygulanan
tiim konsantrasyon ve muamele siirelerinde yapisal ve total kromozom anormalliklerini
onemli diizeyde uyarmigtir. Av, insan lenfositlerinde ortalama KKD sayisini artirmamius;
fakat MN frekansi ve yapisal kromozom anormalliklerini istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artirmustir. Av insan lenfositlerinde replikasyon indeksini, mitotik indeksi ve
nukleus boliinme indeksini diistirerek, sigan kemik iligi hiicrelerinde ise sadece mitotik
indeksi diistirerek sitotoksik etki gostermistir. Av, sican kemik iligi hiicrelerinde
uretanin (etil karbamat) insan lenfositlerinde ise mitomisin-C’nin genotoksik ve
sitotoksik etkisini diigiirmemistir. Av, Salmonella typhimurium’un TA98 susu uzerinde
S9mix yoklugunda =zayif mutajenik etki gosterirken, Av+NPD  (4-nitro-o-
phenylenediamine) ve Av+SA (sodium azide) karisimlart TA98 ve TA100 suslarinda
S9mix’in yoklugunda revertantlarin sayisini sinerjistik olarak artirmistir (Kayraldiz vd.,

2010).

Fabaceae familyasia ait Cerotonia siliqua bitkisinin, n-hegzane, metanol, etanol, etil
asetat ve su ekstraktlarinin, antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.
Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, bakteri olarak Escherichia coli ATCC 29998,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 11230, Staphylococcus aureus
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ATCC 6538P, Staphylococcus aureus ATCC6538P, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella thyphimurium CCM
5445, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve mantar olarak Candida albicans ATCC
10239’a kars1 disk difiizyon metodu ile tayin edildi. Ekstraktlarin sitotoksik aktiviteleri
brine shrimp yontemiyle degerlendirilmistir. Etanol, metanol ve su ekstreleri brine

shrimp’e Kars1 sitotoksik aktivite géstermistir (Kivgak vd., 2002).

Asteraceae familyasina ait Centaurea bitkisinin antienflamatuvar, antipiretik,
antimalaryal, antimikrobiyal, antiviral, antifitoviral, antiiilserojenik, diiz kaslar {izerine
etki, hipoglisemik etki, immunolojik etki, norotoksik etki, sitotoksik etki ve
vazodilatator etkisi tizerinde derleme yapilmistir. Centaurea tiirleri halk arasinda tek
bagina veya diger bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik, antiromatizmal,
antienflamatuvar, kolagog, Kkoleretik, dijestif, stomasik, diiiretik, adet soktiriicii,
astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel amacla kullanilmaktadir.
Girkan ve Sarioglu, C.behen toprak iistii kisimlarindan izole ettikleri solstitialin
monoasetat’in Brine Shrimp yontemi ile yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Giirkan ve arkadaglari tarafindan yapilan diger bir ¢alismada Asteraceae
familyasina ait bazi bitkilerin sitotoksik etkileri incelenmistir. C. behen ve C.
kotshyi’nin de yer aldig1 bu ¢alismada, bitkilerin toprak istii kisimlarindan izole edilen
bilesiklerin Brine Shrimp yontemiyle sitotoksik etkileri incelenmistir. Incelenen 8
madde arasinda en fazla sitotoksik etkiyi C. behen’den izole edilen solstitialin

monoasetat’in gosterdigi belirlenmistir (Arif vd., 2004).

Adoxaceae familyasma ait Sambucus ebulus bitkisinin ¢igek, meyve ve yapraklarinin
alkol ekstraktlari ile yaprak ekstraktlarinin toluen, kloroform ve etil asetat fraksiyonlart,
sitotoksik ve anti-karsinojenik etkileri bakimindan degerlendirilmistir. Coziicliniin
(%0.05-0.1 konsantrasyonlarinda DMSO) hiicreler {izerinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda herhangi bir sitotoksik etkisi saptanmamuistir. 1= Cigek; 2= Meyve; 3=
Yaprak; 3a= Yaprak-toluen; 3b= Yaprak-kloroform; 3c= Yaprak-etilasetat olmak {izere
6 adet ckstraktin sitotoksik ve anti-Karsinojenik aktivitesi test edilmistir. L-929 hiicre
hattinda 10ug/mL konsantrasyonda denenen ekstraktlar ile elde edilen maksimum
biiyiime engelleyici degeri 3c ekstrakti ile elde edilen % 33.25 dir (p<0.05). %50 ve

lizeri sitotoksisite degerleri sitotoksik olarak degerlendirilir. Calismada elde edilen
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deger % 50’nin altinda oldugu i¢in denenen ekstraktlar L-929 hiicre hatti i¢in sitotoksik
olmadigr belirlenmistir. HeLa hiicre hattinda 10 upg/mL  konsantrasyonda
gerceklestirilen anti-karsinojenik aktivitenin belirlenmesine yonelik ¢alismada ise 3¢
ekstrakti ile % 46,67 diizeyinde biiylime engelleyici oldugu elde edilmistir. Elde edilen
degerin neredeyse %50 olmasi dikkate degerdir. Biiyiimeyi engelleme agisindan
ekstraktlar arasinda bir siralama yapilmasi istendiginde 3¢ (%46,67) > 3 (%33,81) > 3b
(%29,76) > 1 (%27,38) seklinde bir siralama yapilabilir (p<0.05) (Merig vd., 2010).

5 ubbi bitkinin (Azadirachta indica, Morinda lucida, Cymbopogon citratus, Mangifera
indica ve Carica papaya) sulu ekstraktlarinin sitotoksik ve genotoksik etkisi
arastirilmistir.  Sitotoksik ve genotoksik etkiyi belirlemek i¢in Allium cepa analizi
kullanilmistir. Ekstraktlar yerel olarak musluk suyu ile uygulanarak hazirlanmistir.
Sogan ampulleri makroskobik ve mikroskobik analizler i¢in ekstraktlarin her biri
sirastyla %1, %5, %10, %25 ve %50 konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.
Konsantrasyon- baglhlik iligkisi, kok biiylimesinin engellenmesi kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur. Azadirachta
indica, Cymbopogon citratus, Mangifera indica ve Carica papaya tiirlerinin ECsg
degerleri sirasiyla %0.6, %3.0, %1.4 ve %0.8 olarak gézlenmistir. Azadirachta indica
ve Morinda lucida tiirlerinin sikilmis 6zlerinin ECsy degeri sirasiyla % 2.6 ve % 0.8
olarak bulunmusur. Allium cepa analizinde test edilen tiim ekstraktlar, hiicre boliinmesi
ve indiiklenen mitotik 1§ rahatsizlig1 iizerinde mitodepresif etkileri oldugu saptanmistir

(Akinboro ve Bakare, 2007).

Manyok atiklarmin sitotoksik ve genotoksik etkileri, Allium cepa analizi kullanilarak
yapilmistir. Bu c¢alismada, li¢ popiiler Nijerya yemegi olan garri, lafun ve akpu
yemeklerinin atiklar1 modifiye edilmistir. Allium cepa analizi uygulanarak, manyok
yumrularindan elde edilen atiklarin potansiyel genotoksik etkileri arastirilmistir. 10
sogan ampul serisine, test 6rneklerinin her biri (garri, lafun ve akpu) %0.001, %0.01,
%0.1, %1.0 ve %10 konsantrasyonlar: igerisine kiiltiire edilmistir. 48 saatte tedavi
ampullerden kok uglar1 asetokarmin ya da orceinorcein kabak teknigi ile sitotoksik
caligmalar i¢in isleme alinmistir. Atiklarla 72 saat muamele edilen sogan kok uglarinda
(0zellikle yiiksek konsantrasyonlarda) giiclii biiylime geriligi saptanmistir. Garri, lafun
ve akpu atiklar1 i¢in sirastyla ECso degerleri %1.5, %2.5 ve %3.5 bulunmustur. Atiklarin

fiziko-kimyasal 6zellikleri siyaniir ve agir metallerin dnemli miktarda varligini ortaya
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koymaktadir. K6k uzunlugu inhibisyonu, kirilma ve malformasyonlar 't1g kancalar1' ve
c-timér varhgn diisik konsantrasyonlarda (%107, %102 ve %107°) karakterize
edilmistir. Atik konsantrasyonunun artmasi ile mitotik indekste hizli bir diislis olmustur.
Kok ucu hiicrelerinde atiklar ile indiiklenen kromozom aberasyonu istatistiksel olarak
onemli (P<0.05) bulunmustur. Mevcut bulgular, manyok atiginda bulunan maddelerin,
yasayan organizmalar icin toksik olabilecegi ve gevreyi kirletebilecegi yoniindedir

(Olorunfemi vd., 2010).
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BOLUM Il

MATERYAL VE METOT

Bu calismada materyal olarak ila¢ ve alkol kullanmayan, sigara igmeyen 20-24 yaslari
arasinda saglikli iki bayan ve iki erkekten alinan periferik kan ve test maddesi olarak
Geocalycaceae familyasina ait Chiloscyphus polyanthos (Cp) cigerotu tiiriiniin ekstrakti

kullanilmustir.

Bu ¢alismanin etik kurallara uygunlugu, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’nun 09.05.2014 tarih ve 2014/292 no’lu karari ile onaylanmistir.

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1 Kullamlan kimyasal maddeler

3.1.1.1 Chiloscyphus polyanthos (L.) Corda

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan Cp bitkisi (Fotograf 3.1. ve Fotograf 3.2.),
akarsular basta olmak iizere sulak alanlar1 seven, sucul bir cigerotu tiiriidiir. Ozellikle
akarsu igerisindeki kayalar iizerinde bulunurlar. Aynm1 zamanda 1slak zeminlerde de

yasarlar. Yapraklar1 yar1 saydam, 2 mm uzunlugunda ve yapraklar: altinda kiiciik yan

dislere sahiptir (Tekerlek, 2013).

Yayilist; Tiirkiye, Avrupa, Asya, Kuzey Amerika, Faroe Adalari, izlanda, Japonya, Azor,
Madeira Adalari, Tunus’ tur (Bozdogan, 2012).

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Bryobiotina

Divisio: Marchantiophyta

Familya: Geocalycaceae H. Klinggr.

Genus: Chiloscyphus

Species: Chiloscyphus polyanthos (L.) Corda (Bozdogan, 2012)
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Fotograf 3.2. Chiloscyphus polyanthos (L.) Corda (Tekerlek, 2013)
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3.1.1.2 Etanol
Bu ¢alismada etanol (Merck), hem Cp bitkisinin ekstrakte edilmesinde hem de ¢oziicii
kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.1.3 Kromozom medyumu

Bu ¢aligmada Biochrom firmasinin iirettigi Chromosome Medium B (cat. no. F 5023),
hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde asagidaki

bilesikler verilen miktarlarda bulunmaktadir:

MEM JOKLIK with

Non essential AMINO ACIAS.........cooviiiiiieee e 850 mL
=T o U1 PSSR 25.000 E
PenicCillin G, SOAIUM Salt.........cccooiiiiiiiiee s 75.000 E
Streptomycin SUIPNALE. .......ccooii 50 mg
PhytohemagglutinIn IMl.........ooiii e 2.5mg

Bu medyum steril kiiltiir tliplerine 2.5 mL olacak sekilde paylastirilmis ve bu

miktarlarda kullanilmustir.

3.1.1.4 Kolsisin (colchcine)

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine (kolsisin)
(Sigma Cat. No. C-9754) kullanilmustir. Kolsisin eriyigi saf su igerisinde hazirlanmis ve
kromozom medyumunun her mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/mL) 2.5
mL’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolsisine ait Ozellikler asagida

verilmistir:

Kimyasal adi: Colchicine
Kapal formiilii: Cy,HsNOg
Molekiil agirhgi: 399.4

Etil asetat icerigi: % 3,4

Kloroform icerigi: < % 0,1
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Sigma No: C-9754

3.1.1.5 Hipotonik eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCI (Merck) kullanilmistir. Eriyik bidistile su iginde
stok halinde hazirlanip agzi kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her
preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce yeteri kadar miktar alinip 37°C’deki inkiibatorde

1sitilip kullanilmastir.

3.1.1.6 Fiksatif

Kromozom Aberasyonu (KA) deneylerinde 1 hacim glasiyel asetik asetin 3 hacim
metanol ile karistirilmasi sonucu fiksatif hazirlanmistir. Fiksatif kullanilmadan iki saat
once taze olarak hazirlanmig ve buzdolabinda saklanmistir. Her preparasyon isleminden

once ayni sekilde tekrar edilmistir.

3.1.1.7 Sorensen tamponu (sorensen buffer)

%5’lik Giemsa boyasi hazirlanmasinda kullanilan sorensen tamponu, tampon A ve

tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmistir.
Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH2PO4, 250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na2HPO4.12H20, 250 mL saf su i¢inde eritilmistir (pH=9.3).

3.1.1.8 Giemsa (merck)

Giemsa boyast (Merck, Cat. No. 9204), Sorensen tamponu ile %5’lik boya eriyigi

seklinde hazirlanarak, kromozom preparatlarini boyamak i¢in kullanilmigtir.

3.1.1.9 Entellan (merck)

Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek i¢in lam ile lameli birbirine yapistirmak

amaciyla kullanilmistir (Merck, Cat. No. 7961).
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3.1.1.10 Nitrik asit (HNO3)

Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N HNOj c¢ozelti olarak hazirlanmistir. Sisede
saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmustir.

3.1.1.11 Mitomycin ¢ (MMC)

Bu ¢alismada, Mitomycin C pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
Kimyasal adi: Mitomycin C

Kapal formiilii: C15H13N4Os

Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol

Erime noktasi: 360 °C

CAS no: 50-07-7

3.1.2 Kullanilan deney ekipmanlari

3.1.2.1 Hassas terazi

Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 g hassasiyetindeki
RADWAG - AS 220/C/2 marka terazi kimyasallarin tartitlmasinda kullanilmustir.

3.1.2.2 Santrifiij

4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, maksimum 30 dakikalik zaman ayarlayict ve

8 tiip kapasiteli KA-1000 marka santrifij ¢alismalarda kullanilmistir.

3.1.2.3 inkiibator

Hiicre kiiltiirlinlin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 37 °C’ye kadar 1sitilmasinda ST-055

marka inkiibator kullanilmistir.
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3.2 Lamlarim Temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin 6nce etiketli olan lamlar saleye dizilerek tstlerini
tyice oOrtecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi1 kapatilarak 24 saat
bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda iyice yikanmistir.
Lamlar 3-4 defa saf sudan gecirildikten sonra sale saf su ile doldurularak buzdolabinda

saklanmustir.

3.3 Ekstraksiyon

3.3.1.Bitki materyalinin toplanmasi

Cp cigerotu tiiriine ait 6rnekler, Kayseri ili Develi il¢esinde Biiyiileyen Gol gevresinden

toplanmustir.

3.3.2 Bitki ekstrakti hazirlama

Calisilan bitki saf su ile yikanip, kurutulmustur (Fotograf 3.3.). Kuruyan bitki porselen
havanda ezilip toz haline getirilmistir. Toz haldeki bitki hassas terazi yardimiyla
tartilmis ve filtre kagidina sarilip 96 saat %96°lik etil alkolde bekletilmistir. 96 saatin
bitiminde alkol petri kaplarina doldurulup ugurulmustur. Alkolii ugan bitkiden arta
kalan bitki etken maddesi bistiiri yardimiyla kazinarak deney tiipiine konulmustur. Daha
sonra gerekli seyreltmeler yapilarak istenen konsantrasyonlar hazirlanmistir. Ayrica
ekstrakt igerisindeki etken maddeler Gaz Kromotografisi - Kiitle Spektrometrisi
(GC/MS) kullanilarak belirlenmistir.
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Fotograf 3.3. Kurutma kagidina birakilan briyofit 6rnegi

3.4 Sitotoksisite ve Genotoksisite Calismalari

3.4.1 Kromozom anomalilerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA) saptamak
amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi, test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi ve

preparatlarin hazirlanmasi

3.4.1.1 Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi ve test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi

Evans’in gelistirdigi hiicre kiltliri yontemi modifiye edilerek kullanilmistir (Evans,

1984).

Sigara icmeyen 20-24 yaslar1 arasinda ilag¢ ve alkol kullanmayan saglikli iki bayan ve
iki erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rneklerinden 6 damla (0.2
mL) kromozom medyumlarina steril sartlarda ekilmistir (Renciizogullar1 ve Topaktas,
1991). Kanm ilavesinden hemen sonra kiiltiir 37°C’deki inkiibatérde 72 saat inkiibe
edilmistir. Test maddesinin 6n ¢alisma sonucu belirlenen 3 konsantrasyonu (2.5, 5 ve 10
pg/mL) kiiltiir ortamina kiiltiiriin baslangicindan 24 ve 48 saat sonra ilave edilmis ve
hiicrelerin test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmistir.
Kiiltiir stiresinin bitiminden 2 saat dnce (yani kiiltiiriin 70. saatinde) her tiipe hazirlanan
kolsisin eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/mL) ve tiipler hafifce sallanarak iyice
kanigtinnlmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltir tiipleri 2000 devir/dk

(rpm)’da 5 dk santrifiij edilmis, hiicrelerin dibe ¢okmesi saglanmustir. Ustte kalan
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stipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mL’lik siv1 iyice
karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik eriyik olarak KCI ilave
edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirilarak yapilmistir. Aksi halde
hiicrelerde kiimelesme olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar hazirlanmaktadir.
Her tiipe 5 mL hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore
konulmustur. Hiicreler 15 dk hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir. Siirenin
sonunda tiipler 15 dk 1200 devir/dk’da santrifiij edilmis, slipernatant atilmistir. Bu sefer
hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 mL olacak sekilde
soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edilen
hiicreler 1200 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra tiiplere
tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. 3. fiksatif muamelesinin
sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklasti§i  goriilmistir. Eger sivi
berraklasmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek iistteki sivi atilmigtir. Son santrifiijden sonra
dipte 0.5-0.7 mL siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma

islemine gecilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan 6zel
olarak hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha dnce temizlenmis ve saf
su icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin iizerine 75 cm yiikseklikten farkli
alanlara 1’er damla hiicre silispansiyonu damlatilarak hiicrelerin ve dolayisiyla
kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre siispansiyonunun lamlara
damlatilmas1 esnasinda damlalarin ist iiste diismemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde

hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

3.4.1.2 Preparatlarin boyanmasi ve daimi preparatlarin hazirlanmasi

Kuruyan preparatlar salelere dizilmistir. Preparatlarin boyanmasi i¢in %5’lik Giemsa
boya eriyigi hazirlanmistir. Hazirlanan %5°lik Giemsa boyasi; 5 mL tampon A, 5 mL
tampon B ve 5 mL Giemsa’nin karistirilarak 100 mL saf suya tamamlanmasiyla
hazirlanmistir. Hazirlanan boya preparatlarin bulundugu salelere dokiilerek yaklagik
olarak 20 dk bekletilmistir. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmistir. Ug

ayrt kaptaki saf su i¢inden gegirilerek preparatlar lizerindeki fazla boyanin akmasi
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saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.4.2 Kromozom anomaligi icin hazirlanan preparatlarda mikroskobik inceleme

3.4.2.1 Sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik inceleme

Sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in, mitotik indeks (MI) hesaplanmistir. Hazirlanmis olan
preparatlar OLYMPUS marka binokiiler 1s1tk mikroskobunda 40’lik objektif ile
incelenmistir (10x40=400 biiyiitmede). Inceleme sirasinda her preparat i¢in 3000 hiicre
saytlmistir. 3000 hiicre icerisinde boliinen hiicreler belirlenmis ve yiizdesi alinmistir. Ml
yiizdesi belirlenen preparatlarin verileri, SPSS 15.0 analiz programi kullanilarak bilgiler
girilmistir. Analiz sonucuna gore yapilan Cp bitki ekstraktinin sitotoksik etki gosterdigi

tespit edilmistir.

3.4.2.2 Genotoksik etkiyi belirlemek amaciyla yapilan mikroskobik inceleme

MTI’ s1 belirlenmis olan daimi preparatlarin genotoksik etkisi OLYMPUS CX31 marka
binokiiler 151k mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10 x 100 = 1000

bliylitmede).

Iki bayan ve iki erkek olmak iizere dort kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmus
kromozomlara sahip toplam 100 hiicre (dort kisiden 400 hiicre) kromozom anomaligini
(KA) saptamak amaciyla incelenmistir. Inceleme sirasinda hiicrelerde gdzlenen
kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, sister union (kardes
kromatit birlesimi) gibi yapisal KA verileri kaydedilmistir. Sayisal KA verileri kromatit
birlesimi) gibi yapisal KA verileri kaydedilmistir. Yaptigimiz incelemelerde poliploidi
ve endoreduplikasyon gozlenmedigi i¢in sayisal KA verisi saptanmamistir. Bu

calismada ‘gap’ lar anormallik olarak degerlendirilmemistir.
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3.4.2.3 Mikroskopta fotograf cekimi

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS CX31 marka binokiiler 1s1k
mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflarin goriintiilenmesi
i¢in, TUBITAK tarafindan saglanmis olan biitce ile laboratuvarimiza alinan OLYMPUS
DP25 marka mikroskop kameras: ve ACER marka bilgisayar monitorii ile saglanmistir

(Fotograf 3.4.).

Fotograf 3.4. Mikroskopta fotograf ¢cekimi

Incelemeler sirasinda rastlanan bazi kromozom anomalilerinin fotograflari ¢ekilmistir.

3.4.2.4 Istatistiksel analiz ve sonuclarin degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz SPSS 15.0 for Windows kullanilarak yapilmistir. Sonuglar P<0,05
anlamhilik diizeyine gore istatistiksel olarak ©nemli kabul edilmistir. KA’l1 hiicre
oranlari, KA’l1 hiicre sayilari, MI oranlar1 24 ve 48 saat muameleler ile birlikte farkin
olup olmadigt ONE WAY ANOVA (Post Hoc Analiz-LSD Test) ile analiz edilmistir.

Ayrica doz etki iligkisi olup olmadigi regresyon ve korelasyon analizi ile belirlenmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Chiloscyphus polyanthos Bitki Ekstraktinin Kromozom Anomalilerinin (KA)
Olusumu Uzerindeki Etkileri

Insan periferal kan lenfositlerine, Chiloscyphus polyanthos (Cp) bitki ekstraktindan 2.5,
5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar ile 24 ve 48 saat olmak {izere iki farkli muamele siiresi

uygulanmigtir.

Incelemeler sonucunda elde ettigimiz KA verilerinin, ANOVA analizine gore P<0,05

degerine gore onemli oldugu, fakat LSD analizinde 6nemli olmadig: tespit edilmistir.

Cp bitki ekstrakt1 ile 24 saat muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde, tiim
konsantrasyonlarda (2.5, 5 ve 10 pg/mL) yapisal KA tasiyan hiicre %’si kontrol, eritici
kontrol (etanol) ve pozitif kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir artis gostermedigi

belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Cp bitki ekstrakt1 ile 48 saat muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde tiim
konsantrasyonlarda (2.5, 5 ve 10 ug/mL), yapisal KA tasiyan hiicre %’si kontrol, eritici
kontrol (etanol) ve pozitif kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir artis gostermedigi

belirlenmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Degisik konsantrasyonlarda Chiloscyphus polyanthos ile 24 ve 48 saat
muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki kromozom anomalileri

Kromozomal
Muamele 8
Anomaliler
Yapisal KA
Yapisal KA
Test maddesi Tastyan Hiicre
%’si = SH
Siire ( K(/)SISI") Kromatid | Kromozom
(saat) | M& tipi tipi
Kontrol -- -- 16 10 6,50+1,19
Etanol (EK) 24 | 10uL/mL 20 8 7,00+3,46
MMC (PK) 24 0,20 71 63 27.50+6.24 azbs
. 25 18 16 8,50+£2,22
kon;‘;gg"onu 24 5 22 16 0.50-1.44
y 10 27 12 9,75+1,03
Etanol (EK) 48 | 10pL/mL 18 6 6,00+0,00
MMC (PK) 48 0,20 180 153 54.00+13.83 azbs
. 2,5 28 14 10,50+2,87
konga‘; Sgl"onu 48 5 26 19 11.2543.54
y 10 27 27 13,50+1,94

a: Kontrol ile;

a1bsic1: P<0,05

b: Alkol kontrol ile;

aohoCo: P<0,01

c: Pozitif kontrol ile aradaki fark onemlidir.

a3b3C3; P<0,001
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Insan periferal kan lenfositleri, Cp bitki ekstrakt: (2.5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar)
ile 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Konsantrasyon-etki iliskisi belirlemek icin
korelasyon ve regresyon analizi yapilmistir. Yapilan analiz  sonucunda
konsantrasyonlarin korelasyonu onemli ¢ikmistir. Korelasyon 6nemli bulundugundan
regresyon analizi yapilmistir. Cp bitki ekstrakt1 (2.5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar)
ile 24 saat muamele edilen kiiltiirlerde yapisal KA tastyan hiicre %’si istatistiksel olarak
onemli bir sekilde konsantrasyonuna bagli artis gdstermistir (R?=0,75, **: P=0,01)
(Sekil 4.1.). Ayn1 sekilde 48 saat muamelede de yapisal KA %’si istatistiksel olarak
artmistir (R?=0,991, **: P=0,01) (Sekil 4.2.).

10
98
06
9.4
9,2 * Seril

——Doprusal (Seril)

BB

86

¥ apual KA T anyan Hilere %a'si

B4

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki (2.5, Sve 10 pg/mL) Cp bitki ekstrakti ile 24 saat
muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde, yapisal KA tasiyan hiicre yiizdesinin

konsantrasyona bagli artisin1 gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(P<0,01).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki (2.5, S5ve 10 pg/mL) Cp bitki ekstrakti ile 48 saat
muamele edilmis insan periferal lenfositlerinde, yapisal KA tasiyan hiicre yiizdesinin

konsantrasyona bagli artigin1 gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(P<0,01).

Cp bitki ekstraktinin insan periferal kan lenfositlerinde farkli konsantrasyonlarda olusan
kromatid kiriklar1 (Fotograf 4.1., Fotograf 4.4., Fotograf 4.5., Fotograf 4.13., Fotograf
4.14., Fotograf 4.15., Fotograf 4.17.), kromozom kiriklar1 (Fotograf 4.7., Fotograf 4.10.,
Fotograf 4.11., Fotograf 4.14.), disentrik kromozom (Fotograf 4.2., Fotograf 4.6.,
Fotograf 4.15., Fotograf 4.16., Fotograf 4.17.), sister union (Fotograf 4.3., Fotograf 4.4.,
Fotograf 4.15.), kromozom exchange (Fotograf 4.8., Fotograf 4.9., Fotograf 4.18.) ve
fragment (Fotograf 4.12., Fotograf 4.15.) gibi yapisal anomalilere yol agmuistir.
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Fotograf 4.1. Kromatid kirigi (B’) bulunan metafaz plagi (2.5 pg/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saatlik muamele, &, X1000)
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Fotograf 4.2. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plagi (2.5 pg/mL
Chiloscyphus polyanthos, 24 saat muamele, &', X1000)

*
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Fotograf 4.3. Sister union (SU) bulunan metafaz plagi (2.5 pg/mL Chiloscyphus
polyanthos, 24 saat muamele, €, X1000)
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Fotograf 4.4. Sister union (SU) ve kromatid kirig1 (B’) bulunan metafaz plag: (5 pg/mL
Chiloscyphus polyanthos, 48 saat muamele, €, X1000)
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2 Um

Fotograf 4.5. Kromatid kirigi (B’) bulunan metafaz plagi (5 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 24 saatlik muamele, ¢ , X1000)

2um |

Fotograf 4.6. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plagi (10 pg/mL
Chiloscyphus polyanthos, 24 saat muamele, ¢, X1000)
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Fotograf 4.7. Kromozom kirigi (B’’) bulunan metafaz plagi (5 pg/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saatlik muamele, &', X1000)

- 2im

Fotograf 4.8. Tek kol birlesmesi bulunan metafaz plagi (5 pg/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saat muamele, ¢, X1000)
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Fotograf 4.9. Tek kol birlesmesi bulunan metafaz plagi (10 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 24 saat muamele, ¢, X1000)
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Fotograf 4.10. Kromozom kirig1 (B’”) bulunan metafaz plagi (5 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saat muamele, &, X1000)
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Fotograf 4.11. Kromozom kirig1 (B’”) bulunan metafaz plagi (2.5 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 24 saat muamele, &, X1000)

Fotograf 4.12. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (10 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saat muamele, &, X1000)
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2 um

Fotograf 4.13. Kromatid kirig1 (B’) bulunan metafaz plagi (10 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saatlik muamele, &', X1000)

Eyer]

Fotograf 4.14. Kromatid kirig1 (B’) ve kromozom kirigi (B’’) bulunan metafaz plag: (5
ug/mL Chiloscyphus polyanthos, 48 saat muamele, &', X1000)
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Fotograf 4.15. Kromatid kiriklari (B’), fragment (F) ve disentrik kromozom (DS)
bulunan metafaz plagi (2.5 ug/mL Chiloscyphus polyanthos, 48 saat muamele, ¢,
X1000)

Fotograf 4.16. Disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plagi (2.5 pg/mL
Chiloscyphus polyanthos, 48 saat muamele, €, X1000)
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Fotograf 4.17. Kromatid kirig1 (B’) ve disentrik kromozom (DS) bulunan metafaz plagi
(2.5 pg/mL Chiloscyphus polyanthos, 24 saat muamele, €, X1000)

2]

Fotograf 4.18. Tek kol birlesmesi bulunan metafaz plagi (5 ug/mL Chiloscyphus
polyanthos, 48 saat muamele, ¢, X1000)
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4.2 Chiloscyphus polyanthos Bitki Ekstraktimin Mitotik Indeks (MT) Uzerindeki
Etkileri

Mitotik Indeks (MI), Cp bitki ekstraktinin mitoz bdliinme {izerindeki etkisini
gostermektedir. Cp bitki ekstraktinin, hem 24 saatlik hem de 48 saatlik muamele
stirelerinde ve tiim konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 pg/mL) istatistiksel analiz sonucuna

gore sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (P<0.000) (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. SPSS ANOVA analizindeki MI 6nemliligi

Sum of Mean

Squares Df Square F Sig.
Between 66,052 11 6,005 16,296 000
Groups
Within Groups 13,265 36 ,368
Total 79,317 47

Cp bitki ekstraktinin, MI’y1 24 saatlik muamelede 2.5 ve 10 ug/mL konsantrasyonlari,
kontrol ve alkol kontrol gruplarini 6nemli derecede diisiirdiigii belirlenmistir. 5 pg/mL
konsantrasyonu sadece kontrol grubunu 6nemli derecede disiirdigii belirlenmistir.
Ancak hicbir konsantrasyonun pozitif kontrol grubunu disiirdigii belirlenememistir
(Cizelge 4.3.).

Cp bitki ekstraktinin, MI’y1 48 saatlik muamelede tiim konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10
pug/mL) kontrol ve alkol kontrole gore 6nemli derecede diistirdiigii tespit edilmistir.
Ancak konsantrasyonlardan higbirinde pozitif kontroli diisiirdiigii tespit edilememistir.
Konsantrasyonlarin kontrol gruplarina gore azalislar1 arasindaki fark dikkate degerdir

(Cizelge 4.3.).
Cizelge 4.3.’te daha once elde ettigimiz mitotik indeks ylizdeleri SPSS programa

girilmistir ve konsantrasyonlarin kontrol gruplarina gére 6nemlilikleri karsilastiriimistir.

‘a,b ve ¢’ olarak harf verilmistir.
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Cizelge 4.3. Degisik konsantrasyonlarda Chiloscyphus polyanthos ile 24 ve 48 saat
muamele edilmis olan insan periferal kan lenfositlerindeki MI degerleri

Muamele
Test maddesi MI + SH
Siire Kons.
(saat) (ng/mL)

Kontrol -- -- 5,55+0,46
Etanol (EK) 24 10pL/mL 4,74+0,30 c3
MMC (PK) 24 0,20 2,29+0,00 ashs

. 2,5 3,16+0,39 azbs

kon;?]tt;:itsk Ionu 24 S 3,050,272
y 10 2.,70+0,22 ashs

Etanol (EK) 48 10puL/mL 3,83+0,25 c3
MMC (PK) 48 0,20 2,17+0,01 azbs
o 2,5 2,68+0,48 azbs
konfarr’]ggé"onu 48 5 2.67+0.15 asbs
y 10 2,45+0,18 ashs

a: Kontrol ile;  b: Alkol kontrol ile;  ¢: Pozitif kontrol ile aradaki fark 6nemlidir.

alblcl; PS0,0S aszCQ; PS0,0I 33b3C3; PS0,00I
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Cizelge 4.3.te ‘a’ harfi kontrol grubuna gore karsilagtirmadir. Kontrol grubunun
onemlilik ifadesi ‘ajb;Cy. P<0,05° bu sekildedir. Bu ifade de P 6nemlilik degeri 0.05°¢
esit ya da 0.05’ten kiigiik ¢ikmis ise konsantrasyon kontrol grubuna gore onemlidir
denilmektedir. asb,c,. P<0,01: Buradaki ‘b’ harfi alkol kontrol grubuna gore
karsilastirmadir. P ifadesinin derecesi 0.01°¢e esit ya da 0.01’den kiiciik ¢ikarsa alkol
kontroliine gore konsantrasyon 6nemlidir sonucu ¢ikmaktadir. azbscs. P<0,001: Buradaki
‘¢’ harfi pozitif kontrol grubuna gore karsilastirmadir. P 6nemlilik degeri 0.001’¢ esit ya
da 0.001°den kiiciik ¢ikmasi halinde konsantrasyon pozitif kontrole gore onemlidir

denilmektedir.

Asagida konsantrasyonlarin 24 saat ve 48 saat muameleri sonucunda mitotik indeks

yiizdeleri ve 6nemlilikleri verilmistir.

Cp Dbitki ekstaraktinin, 2.5 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan
lenfositlerindeki 24 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gore mitotik indeksi ve

onemlilik durumu: MI + SH : 3,16+0,39 asbs

Cp bitki ekstaraktinin, 5 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan lenfositlerindeki

24 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gore mitotik indeksi ve 6nemlilik durumu:

MI + SH 3,05+0,27 a3

Cp bitki ekstaraktinin, 10 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan
lenfositlerindeki 24 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gére mitotik indeksi ve
onemlilik durumu: MI + SH 2,70+0,22 azbs

Cp bitki ekstaraktinin, 2.5 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan
lenfositlerindeki 48 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gore mitotik indeksi ve

onemlilik durumu: MI + SH : 2,68+0,48 asbs

Cp bitki ekstaraktinin, 5 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan lenfositlerindeki
48 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gore mitotik indeksi ve dnemlilik durumu:

MI £ SH : 2,67+0,15 azbs
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Cp bitki ekstraktinin, 10 pg/mL konsantrasyonunun insan periferal kan lenfositlerindeki
48 saatlik muamelesi sonucu SPSS analizine gore mitotik indeksi ve 6nemlilik durumu:

MI + SH : 2,45+0,18 asbs

Cizelge 4.3.te konsantrasyonlarin kontrol grubu ile alkol kontrol grubuna gore

degerleri 6nemli ¢ikmigtir. Ancak pozitif kontrole gére dnemlilik bulunmamustir.

Mitotik indeksdeki; konsantrasyon-etki iligskisi regresyon ve korelasyon analizi ile
belirlenmistir. Yapilan analize gore konsantrasyonlarin korelasyonu 6nemli ¢ikmuistir.
Korelasyon 6nemli oldugundan regresyon analizi yapilmistir. Chiloscyphus polyanthos
bitki ekstrakti ile 24 saat (R*=0,9895, **: P=0,01) ve 48 saat (R°= 0,9155 ,**: P=0,01)
muamele edilen kiiltiirlerde konsantrasyona bagh diisiis gostermistir (Sekil 4.3. ve Sekil

4.4.).

33

3,2

N BN
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\\\\\ # Seril
20 \ ——Dogrusal (Seril)
28

27 nz—nlnh‘
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La

0 2 4 B 8 10 12

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3. Cp ekstraktinin 2.5, Sve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda 24 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde mitotik indeksdeki konsantrasyona bagl
azalmay1 gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayis1 (**:P=0,01)
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Sekil 4.4. Cp ekstraktinin 2.5, Sve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda 48 saat muamele
edilmis insan periferal lenfositlerinde mitotik indeksdeki konsantrasyona bagl
azalmay1 gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (**:P=0,01)

4.3 Tartisma

Literatiir aragtirmamiza goére, Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiirtiniin ekstrakti ile
insan periferal kan lenfositleri lizerinde sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastirilmasi

tizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir.

Xiao ve arkadaslar1 (2006), Cin’de deri hastaliklarinda, karaciger korumasinda,
karaciger iltihab1 tedavisinde kullanilan Marchantia convoluta cigerotu tiiriiniin insan
akciger kanser hiicreleri (H1299) ve karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) sitotoksik
etkisi aragtirmiglardir. Bu bitki ekstraktinin 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigini
saptamislar ve Ozellikle etil asetat ekstraktinin en yiiksek konsantrasyonunun (100
pg/mL) akciger kanserli hiicrelerin sayisini azalttigin1 belirlemislerdir. Ayrica diigiik
konsantrasyonlarin da (15, 30 ve 40 pg/mL) karaciger kanserli hiicre sayilarinda
belirgin olarak azalmaya neden oldugu saptamislardir. Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada
Chiloschyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin etanol ekstrakti, 2.5, 5 ve 10 ug/mL

konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Bizim uyguladigimiz konsantrasyonlar ile yukaridaki
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yapilan ¢aligmadaki konsantrasyonlar ve testler birbirinden farkli olmasina ragmen her

iki caligmada da bitki ekstraktlarinin sitotoksik etki gosterdigi belirlendi.

Sousa ve arkadaslar1 (2009), Verbenaceae familyasinin iki tibbi tiirliniin (Lantana
camara ve Lippia alba) Lactuca sativa (marul) kok ucu meristem hiicrelerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkileri {izerine ¢alisma yapmislar ve bu arastirmacilar en
yiiksek konsantrasyonun, marul koék ucu meristem hiicrelerinde mitotik indeksi
diistirdiigii ve kromozom aberasyonuna sebep oldugu géstermislerdir. Bizim yaptigimiz
bu caligmada, Cp ekstraktinin sadece sitotoksik etki gosterdigini ve mitotik indeksi

diistirdiigiinii tespit ettik.

Kopar (2010), Lamiaceae familyasina ait Salvia fruticosa (Sf) bitkisinin yaprak
ekstraktinin metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda insan periferal lenfositlerinde
genotoksik ve antigenotoksik etkileri; KKD, KA, MN testi ile arastirilmigtir. Sitotoksik
etkisi de MI, PI ve NBI’nin hesaplanmasi ile saptanmustir. Sf bitkisi metanol ile
ekstraktinin 1.5, 3.0 ve 6.0 puL/mL’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde
denenmistir. Metabolik aktivator yoklugunda Sf yaprak ekstrakti tek basina MI’i
diistirerek sitotoksik etki yapmis fakat proliferasyon indeksi ve niikleus bdoliinme
indeksini diisirmemistir. Metabolik aktivator varliginda ise sitotoksik olmadigi, yiikksek
dozlarda ise Cyclophosphamide’nin sitotoksik etkisini artirdigi saptanmustir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada 2.5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlart hazirlandi. Sadece

sitotoksik etki gosterdigi ve P<0,05 anlamlilik degerine gére 6nemli bulundu.

Yildiz (2010), Lamiaceae familyasina ait Stachys petrokosmos (Sp) bitkisinin yaprak
ekstraktinin metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda insan periferal lenfositlerinde
genotoksik ve antigenotoksik etkileri; KKD, KA, MN testi ile arastirilmigtir. Sitotoksik
etkisi de MI, Pl ve NBI’nin hesaplanmasi ile saptanmistir. Sp bitkisi metanol ile
ekstraktinin 1.5, 3.0 ve 6.0 pL/mL’lik dozlar1 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde
denenmistir. Metabolik aktivatdor yoklugunda zayif genotoksik etki gostermistir.
Metabolik aktivator varhiginda ise Sp yaprak ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik
olmadigi, fakat Cyclophosphamide’in KKD ve MN olusumu {izerindeki etkisini
azaltarak anti-genotoksik etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bizim yaptigimiz ¢caligmada
sadece KA testi uygulandi ve sitotoksik etki gosterdigi (P<0,05) saptandi.
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Morais-Braga ve arkadaslari (2013), Lygodium venustum egreltiotu bitkisinin fenol
bilesenlerinin sitotoksik ve anti-kinetoplastik aktivitesini incelemiglerdir. Etanol, etil
asetat ve metanol ekstraktlar1 hazirlanmistir. En iyi aktivitesi metanol ekstrakti ile
hazirlanan 500 pg/mL konsantrasyonunda, yaklasik %63-%68 oraninda hastaligi
engelledigi bulunmustur. Bizim yaptigimiz ¢alismada cigerotu tiirli etanol ile ekstrakt
edilmistir. Sitotoksik ve genotoksik etkisi incelenmistir. Hazirlanan 2.5, 5 ve 10 pg/mL

konsantrasyonlar1 sitotoksik oldugu belirlendi.

Kivegak ve arkadaslar1 (2002), Fabaceae familyasina ait Cerotonia siliqua bitkisinin, n-
hegzane, metanol, etanol, etil asetat ve su ekstraktlarinin, antimikrobiyal ve sitotoksik
aktiviteleri degerlendirilmistir. Antimiktobiyal aktivitesi i¢in ¢esitli bakteri ve mantar
tirleri kullanilmigtir. Ekstraktlarin sitotoksik aktiviteleri brine shrimp yontemiyle
degerlendirilmistir. Etanol, metanol ve su ekstreleri brine shrimp’e Karsi sitotoksik
aktivite gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismanin da ekstraktinda etanol kullanildi.

Kromozom anomalileri i¢in kromozom aberasyon testi uygulandi.

Meri¢ ve arkadaslari (2010), Adoxaceae familyasina ait Sambucus ebulus bitkisinin
cicek, meyve ve yapraklarinin alkol ekstraktlar1 ile yaprak ekstraktlarinin toluen,
Kloroform ve etil asetat fraksiyonlari, sitotoksik ve anti-karsinojenik etkileri bakimindan
degerlendirilmistir. 6 adet ekstraktin sitotoksik ve anti-karsinojenik aktivitesi test
edilmistir. L-929 hiicre hattinda 10ug/mL konsantrasyonda denenen ekstraktlar ile elde
edilen maksimum biiylime engelleyici degeri bitkinin yaprak-etilasetat ekstrakti ile elde
edilen % 33.25 dir (p<0.05). %50 ve iizeri sitotoksisite degerleri sitotoksik olarak
degerlendirilir. Bizim yaptigimiz ¢alismada cigerotu tiirli etanol ile ekstrakt edilmistir.

Hazirlanan konsantrasyonlarin Sitotoksik oldugu belirlendi (P<0,05).

Akinboro ve Bakare (2007), 5 tibbi bitkinin (Azadirachta indica, Morinda lucida,
Cymbopogon citratus, Mangifera indica ve Carica papaya) sulu ekstraktlarinin
sitotoksik ve genotoksik etkisi arastirilmistir. Sitotoksik ve genotoksik etkiyi belirlemek
icin Allium cepa analizi kullanilmistir. Ekstraktlar yerel olarak musluk suyu ile
uygulanarak hazirlanmigtir. Ekstraktlarin her biri sirastyla %1, %5, %10, %25 ve %50
konsantrasyonlarina maruz  birakilmistir.  Konsantrasyon-baglilhik  iliskisi, kok
biliylimesinin engellenmesi kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

(p<0.05) bulunmustur. Bu calismada Allium cepa analizi kullanarak sitotoksik ve
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genotoksik etki belirlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada kromozom aberasyonu ile

belirlendi. Hem bizim yaptigimiz calismada hem de bu g¢alismada sonuglar p<0.05

anlamlilik degerine gore 6nemli bulundu.

4.4 Chiloscyphus polyanthos Cigerotu Tiiriiniin Aktif Bilesenlerinin GC/MS Analizi

ile Belirlenmesi

Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiirii ekstrakti ile hazirlanan konsantrasyonlardan {i¢

ayr1 ornek alimmistir. Alinan 6rneklerden biri kullanilmistir. GC/MS Analizi ile etki

eden aktif bilesenleri belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin aktif bilesenlerinin GC/MS
analiz sonug¢lari
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Aktif bilesenleri;

Alpha selinene

Beta selinene

- Alpha

- Neophytadiene 1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dimethoxy—1-methylpyrrolol-(2-Methylprop-
2-en-1-yl)-2-thiox

1,3,4,5-Tetrahydro—7,8—-dimethoxyl-1-methylpyrrolo (4,3,2 — de) quinoline
2—Hexadecen-1-0l,3,7,11,15-tetramethyl

Octadecanoic acid, ethyl ester, stearik acid, etyl stearate

Hexadecanoicacid, 2,3—dihydroxypropy! ester

Octadecanoic acid, 2—-3-dihydroxypropyl ester
Cholest-5-en—3-ol (3.beta)

4.4.1 Alpha selinene

Molekiil agirhgi: 204.35106 (g/mol)

Molekiil formiilii: C15H54

J |
- \\ " __.o-'-"|""--..\_
\"“n.__h____.-""f -~

Sekil 4.5. Alpha selinene agik formiilii
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4.4.2 Beta selinene

Molekiil formiilii: Ci5H24

Sekil 4.6. Beta selinene acik formiilii

4.4.3 Neophytadiene

Molekiil agirhgi: 278.51572 (g/mol)

Molekiil formiilii: CooHag

Sekil 4.7. Neophytadiene agik formiilii
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4.4.4 2—-Hexadecen-1-ol,3,7,11,15-tetramethyl

Molekiil agirhgi: 296.53 (g/mol)
Molekiil formiilii: CooH400

PP

Sekil 4.8. 2-Hexadecen-1-0l,3,7,11,15-tetramethyl agik formiilii

4.4.5 Octadecanoic acid, ethyl ester

Molekiil agirhgi: 312.5304 (g/mol)
Molekiil formiilii: CooH400;

W”\”/\/\/\/\/\A/\/\/

8]

Sekil 4.9. Octadecanoic acid, ethyl ester’in agik formiili

4.4.6 Hexadecanoicacid, 2,3—-dihydroxypropy! ester

Molekiil agirhgi: 330.50262 (g/mol)
Molekiil formiilii: C19H3504

4.4.7 Octadecanoic acid, 2-3-dihydroxypropyl ester

Molekiil agirhgi: 358.5558 (g/mol)
Molekiil formiilii: Co1H4,04
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4.4.8 Cholest-5-en—3-ol (3.beta)

Molekiil formiilii: Co7H460

Sekil 4.10. Cholest-5-en-3-ol (3.beta) a¢ik formiilii
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BOLUM V

SONUC

Bu ¢alisma, Cp bitki ekstraktinin insan periferal kan lenfositleri iizerinde sitotoksik ve
genotoksik etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Yapilan bu calismada bitki
ekstraktinin 2.5, 5 ve 10 pg/mL konsantrasyonlar1 hazirlanarak, 24 ve 48 saatlik iki
farkli muamele siiresi, insan periferal kan lenfositlerine uygulanmistir. Yapilan bu
calismada oOncelikle sitotoksik etki, daha sonra da genotoksik etki belirlenmistir.
Sitotoksik etki icin mitotik indeks (MI) saptanmistir. Istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0
for Windows kullanilmis ve sonuglar P<0,05 anlamlilik diizeyine gore istatistiksel
olarak 6nemli kabul edilmistir. KA’l1 hiicre oranlari, KA’l1 hiicre sayilari, MI oranlari
24 ve 48 saat muameleler ile birlikte farkin olup olmadigi ONE WAY ANOVA (Post
Hoc Analiz-LSD Test) ile analiz edilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kullanilan Chiloscyphus polyanthos cigerotu tiiriiniin
ekstrakt1 sitotoksik etki gostermistir. Icerisindeki aktif bilesenleri GC/MS analizi ile
belirlenmistir. Sitotoksik etkisinden dolay1 kontrolsiiz ¢ogalan hiicreleri durdurucu
etkisinin olabilecegi ve tip alanlarinda ilag yapiminda kullanilabilecegi yoniinde daha

ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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