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Kanser tedavisinde uygulanan kemoterapi, heniiz modern tipta alternatifi olmayan ve daha uzun yillar
onemini koruyacak en etkin yontemdir. Biitiin diinyada bilim adamlar1 bu tedavi metodu {izerinde
caligmalarint stirdiirmektedirler. Caligmamizda kanser tedavisine katki saglamak amaciyla yoremiz
endemik bitkilerinden Centaurea obtusifolia ve Linaria confertiflora bitkilerinin antineoplastik
Ozellikleri arastirilmistir. Bitki 6rneklerinin ¢icek, govde, kdk ve yapraklarinin etanolik ekstreleri
hazirlandiktan sonra sitotoksik etkileri bir eritrolosemi hiicre serisi olan K562 kanser hiicreleri
lizerinde test edilmistir. Kontrol olarak kullanilan Diklofenak sodyumun ve bitki ekstrelerinin 1000
pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml’ lik dozlarinin sitotoksik etkileri MTT metoduyla belirlenmistir.
En giiclii sitotoksik etkinlik Centaurea obtusifolia igin ¢icek ve govde ekstresini 100 pg/ml lik
dozunda (% 68) saptanirken, Linaria confertiflora igin yaprak ekstresinin 1000 ug/ml lik dozunda (%
70) saptanmustir. Elde edilen veriler in vitro 6n ¢alismalardan elde edilmis ve in vivo caligmalarla
desteklenmesi gereken veriler olmakla beraber, Centaurea obtusifolia ve Linaria confertiflora
bitkilerinin kanser tedavisi i¢in gelecek vadeden yoremize 06zgli birer zenginligimiz oldugunu
sOyleyebiliriz.

ANAHTAR KELIMELER: Antineoplastik, Kemoterapotik ajan, Endemik bitki, Centaurea, Linaria.
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Chemotherapy is a method which is used in cancer therapy and has no alternative in modern
medicine and it keeps its importance for years. World scientist are working on this treatment method.
In this study, to contribute to cancer therapy, we investigated the antineoplastic properties of
Centaurea obtusifolia and Linaria confertiflora plants which are endemic for Sanliurfa region. First,
we prepared ethanolic extracts of flower, body, root and leaves. Then cytotoxic effects of the extracts
were examined on K562 erythroleukemic cell line. Cytotoxic effects of the plant extracts, and
diclofenac sodium ,as control, were tested in doses 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml. The
strongest cytotoxic effects were found in dose 100 pg/ml of flower and body extract of Centaurea
obtusifolia (68 %) and 100 pg/ml of leaf extract of Linaria confertiflora (70 %). Although our
findings are in vitro data and need to be supported by in vivo experiments, Centaurea obtusifolia and
Linaria confertiflora plants can be considered as promising endemic plants.

KEY WORDS: Antineoplastic, Chemotherapeutic agent, Endemic plant, Centaurea, Linaria.



TESEKKUR

Tezim siiresince maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, caligmalarimi yonlendiren,
aragtirmalarimin her asamasinda bilgi, 6neri ve yardimlarini esirgemeyerek akademik ortamda oldugu
kadar beseri iliskilerde de engin fikirleriyle yetismeme ve gelismeme katkida bulunan, grencisi

olmaktan onur ve mutluluk duydugum degerli hocam Dog. Dr. Faruk SUZERGOZ’ e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda 6nemli katkilarda bulunan Sayin Dog. Dr. Hasan AKAN” a, Sayin Yrd.
Dog. Dr. Omer Faruk KAYA’ ya tesekkiir ederim.

Vakit ayiran ve sorularimi yanitlayan Sayin Prof. Dr. Mustafa TURAN ( Genel Cerrahi
Anabilim Dali, Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi)’ a, Sayin Dog. Dr. Bektas TEPE (Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi )’ ye,
yardimlarim esirgemeyen Saym Prof. Dr. Selguk ERTEKIN (Biyoloji Anabilim Dali, Dicle
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi )’ e tesekkiir ederim.

Her asamada pratik ¢coziimleriyle yanimda olan yiiksek lisans 6grencisi Nida Esra CAN’ a,

Nimet CAN’ a, aileme ve laboratuarda birlikte ¢alistigimiz arkadaglarima en derin duygularla tesekkiir
ederim.



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 2.1.  Linaria confertiflora’ nin kuru ve canli 6rnekleri .................o.ooo, 12
Sekil 2.2. Linaria confertiflora’ nin illere gore yayiligl..........ooovviiviiiiiiiiniiiiiiieanane, 13
Sekil 2.3.  Linaria confertiflora’ nin bolgesel yayilisl.........coooviiiiiiiiiiiiiiee e, 13
Sekil 2.4. Centaurea obtusifolia..............coooiii i, 15
Sekil 2.5. C. obtusifolia’ nin illere gOre yayiligl......ooovuiiiiiiiiiiii e 15
Sekil 2.6. C. obtusifolia’ nin bolgesel yayilisl........oooviiiiiii i 16
Sekil 3.1.  Linaria confertiflora herbaryum 6rmegi...............cooooiviiiiiiiiiiiiiins 20
Sekil 3.2.  C. obtusifolia herbaryum Grnegi..........coevuiviriririiiiiiiiiieeee e eeeeaenn 21
Sekil 3.3.  Kuru maddelerin alkol eklendikten sonra 24 saat 25°C’ de inkiibasyonu........... 21
Sekil 3.4.  Bitki 6rneklerinden filtrasyonla etanolik ekstrelerin elde edilmesi.................. 21
Sekil 3.5.  Liyofilizasyon cihazinda alkoliin uzaklastirilmast....................coooiiee. 22
Sekil 3.6.  Etanolik bitki ekstreleri........ ..., 22
Sekil 3.7.  Ornek triple kiiltiir plagt dGzenegi................coooeeiieiiiiiiie i 23
Sekil 4.1.  DFS’ nin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine sitotoksik etkileri................. 26

Sekil4.2.  DFS’ nin K562 hiicreleri lizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin OD
16 054 13 27

Sekil 4.3.  C. obtusifolia ¢igegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine
BKIIBIL. ... 28

Sekil 4.4 C. obtusifolia ¢igegi ekstrelerinin K562 hiicreleri {izerindeki doza bagimlh
sitotoksik etkilerinin OD degerleri...........o.ooviiiiiiiiiii e, 29

Sekil 4.5.  C. obtusifolia govde ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine
BEKIIRII. ... 30

Sekil 4.6.  C. obtusifolia govde ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimhi
sitotoksik etkilerinin OD degerleri.............oooviiiiiiiiiii e, 31

Sekil 4.7.  C. obtusifolia kok ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri lizerine etkileri... 32
Sekil 4.8.  C. obtusifolia kok ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik

etkilerinin OD de@erleri........o.ovirieiii e 33
Sekil 4.9.  C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine
BEKIIBIT. ... 34
Sekil 4.10. C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin OD degerleri...........ooooviiiiiiiiiiiii e, 35
Sekil 4.11  C. obtusifolia geng yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine
BEKIIEII. ... 36
Sekil 4.12.  C. obtusifolia gen¢ yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin OD degerleri...........o.ooviiiiiiiiiii e, 37
Sekil 4.13. L. confertiflora ¢icegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine
BEKIIBIT. ... 38
Sekil 4.14. L. confertiflora ¢icegi ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin OD degerleri...........o.oviiriiiiiiiiiiiiii e, 39
Sekil 4.15. L. confertiflora govde ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine
BEKIIBIT. ... 40
Sekil 4.16. L. confertiflora govde ekstrelerinin K562 hiicreleri ilizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin OD degerleri.............coovviiiiiiiiii e, 41

Sekil 4.17. L. confertiflora kok ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri 42
Sekil 4.18. L. confertiflora kok ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagiml

sitotoksik etkilerinin OD degerleri............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 43
Sekil 4.19. L. confertiflora yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortamimda K562 hiicreleri iizerine

BEKIIBIT. ... 44
Sekil 4.20. L. confertiflora yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli

sitotoksik etkilerinin OD degerleri..........o.o.vviriiiiiiii e, 45



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1.  DFS’ nin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri...................c.ooooiue 27
Cizelge 4.2  C. obtusifolia ¢igegi ekstrelerinin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri... 29
Cizelge 4.3.  C. obtusifolia gévde ekstrelerinin K562 hiicreleri izerine % sitotoksik etkileri... 31
Cizelge 4.4  C. obtusifolia kok ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri...... 33

Cizelge 4.5.  C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri {izerine % sitotoksik
1] L P 35

Cizelge 4.6.  C. obtusifolia gen¢ yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik
BEKIIBIT. .o 37

Cizelge 4.7. L. confertiflora ¢igegi ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri... 39
Cizelge 4.8. L. confertiflora govde ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri... 41
Cizelge 4.9. L. confertiflora kok ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri..... 43

Cizelge 4.10 L .confertiflora yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri 45



SIMGELER DiZIiNi

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue]
PBS Phosphate Buffered Saline
DMSO Dimetilsiilfoksit

FCS Fetal Calf Serum

IC 50 Inhibit6r Concantration
DFS Diklofenak Sodyum

ug Mikrogram

ml Mililitre

ng Nanogram

nm Nanometre

ul Mikrolitre

Vi



1.GIRIS Avfer OZCELIK

1. GIRIS

Bitkiler diinyasi bize smirsiz bir renk ve goriintii zenginligi sunar. Ama
yalnizca bununla yetinmeyip yagamimizi slirdiirebilmemiz i¢in gerekli olan oksijeni,
besinleri saglar ve sagligimizi korumamiza katkida bulunur. Yani bitkiler ve insanlar
arasinda, insanhik tarihi kadar eski sayilabilecek c¢ok yakin bir iligki vardir.
Gilinlimiizden binlerce y1l dncesinde insanoglu bitkilerin tedavi edici giiclinii tanimis
ve saglikli yasayabilmek icin bitkilerden yararlanma yoluna gitmislerdir. Eski
Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan temelleri atilan sifali bitkilerle tedavi
bilimi caglar boyunca insanlar tarafindan kullanilagelmis ve siirekli olarak

zenginlestirmistir (Azirak, 2007).

4000-5000 yillik bir gegmise dayanan sifali bitkilerle tedavi uygulamalarinin
cagimizda artik geleneksellikten bilimsellik asamasina ulagmis oldugu gercegi goz
ard1 edilmemelidir. Gliniimiizde ila¢ endiistrisinin gelistirmis oldugu ilaglarin hemen
hemen dortte birinin, temel veya tamamlayici etkin maddelerinin bitkisel kaynakh
olusu, konunun artik bilimsel diizeyde ele alindiginin baslica kanitlarindan yalnizca

biridir (Azirak, 2007).

Kemoterapi uygulamalarinda kullanilan ilaglarin ¢ogu bitkisel kaynakli
antineoplastik ajanlardir. Bitkilerin antineoplastik 6zelliklerini belirlemek icin
cogunlukla ilk asamada bitkilerden elde edilen ekstreler hiicre kiiltiiriinde
denenmekte ve elde edilen ilk verilerin degerlendirilmesinden sonra in Vvivo

calismalara gecilmektedir.

Gilinlimiizde bircok bitkinin antineoplastik 6zelliklerinin arastirilmasina karsin
bitkilerin biiyiik bir kismi iizerinde heniiz bu caligmalar gerceklestirilmemistir.
Ozellikle endemik bitkiler bu konuda daha biiyiik énem tasimaktadir. Ulkemizde

nadiren yapilan bu tip c¢alismalara yoremiz endemikleriyle ilgili olarak
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rastlanmamaktadir. Genel anlamda bitki ve 6zellikle endemik bitkiler agisindan bazi
kitalardan dahi daha zengin g¢eside sahip olan iilkemizde bu calismalarin heniiz

ortaya konulmamis olmasi biiyiik bir eksikliktir.

Bu calismada, insan sagligi agisindan onemli olan kanser tedavisine yeni
kemoterapotik ajanlar kazandirmak ve yoremiz endemik bitkilerine dikkat ¢ekerek
bu zenginligimizi katma degere doniistirmek amaciyla Centaurea obtusifolia ve
Linaria confertiflora bitkilerinin  antineoplastik ~ 6zelliklerinin  arastirilmasi

amaglanmstir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Endemik Bitki Kavram

Endemik, Yunanca endomos (indigenous) kelimesinden gelir. Anlam1 “yerli, o
yere ait” demektir. Endemizm, bir bitki tlirliniin dar bir bdlgede bulunmasi
durumudur. Bir bitki, sinirlart belli, dar bir alanda yayilis gosterirse, o bitkiye

endemik bitki denir (Davis, 1975).

Ulkemiz hem iklim hem de bitki 6rtiisii yoniinden ¢ok zengindir. Bunun birgok
nedeni vardir. Birincisi, floristik yapis1 bakimindan farkli 3 bitki cografyasi
bolgesinin karsilastigi bir konumda olmasidir. Bunlar Kuzey Anadolu’ da Avrupa-
Sibirya, Bat1 ve Giiney Anadolu’ da Akdeniz, i¢ ve Giineydogu Anadolu’ da yer alan
[ran-Turan bitki cografyas: bolgeleridir (Davis, 1975).

Ikinci olarak Anadolu’ nun Avrupa ve Asya kitasi arasinda koprii konumunda
olmasi ve buna bagh olarak iki kita arasinda karsilikli bitki gogleri ile ¢esitliligin
artmasi, tigiincii olarak birgok cins ve seksiyonun farklilasma merkezinin Anadolu
olusu, dordiinciisii ise Anadolu’ da tiir endemizminin oldukca yiliksek olusudur. Tiir
endemizminin yiiksek olmasi siiphesiz iklim ve topografyadaki zengin c¢esitliligin ve

sinirh da olsa Pleistosen devrindeki buzullagma ile ilgilidir (Davis, 1975).

Kiiltiirii yapilan pek ¢cok hububat, meyve ve siis bitkilerinin ayrica Avrupa’ da
yabani bitki konumundaki bir¢ok tiiriin dogal gen merkezi Anadolu ya da yakin
cevresidir. Topraksal faktorlerin gesitlilik gostermesi ise diger bir etkendir. Ornegin;
Ic Anadolu’ da yer alan Tuz Gélii ve gevresinde tuz faktdrii nedeniyle ¢ok sayida
buraya 6zgii endemik tuzcul bitkiler, Cankir1 ve Sivas c¢evrelerindeki jipsli alanlara

0zgii endemikler (sadece Tiirkiye’ de yetisen) yer almaktadir (Davis, 1975).

Sanlurfa’ nin da icinde bulundugu iran-Turan floristik bolgesi %70-80
endemik tiir icermesiyle endemikge en zengin bolgedir. Gegmiste ve giinlimiizde

yeni, kuragi seven tiirlerin olusumunda da 6nemli bir merkezdir ( Davis, 1975).
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Insanlar ¢ok eski zamanlardan beri bitkilerden besin olarak, siis bitkisi olarak,
boya elde etmek ve tedavi yolu bulmak amaciyla yararlanmislardir. Ozellikle kirsal
kesimde yasayan halkimizin ¢ogunlugu yabani bitkilerle yakindan ilgilenmektedir

(Baytop, 1984).

Halk bu yabani bitkileri kendi yontemleriyle farkli sekillerde kullanima
hazirlamaktadirlar. En basit yol bitkisel drogu (bitkisel ilag hammaddesi) toz halinde
oldugu gibi almak olsa da, hap, infusyon, dekoksiyon ve merhem sekilleri diger

yaygin yontemlerdir (Anonim, 2011).

Toz (pulveres) : Bitki pargalarinin bir havanda dogiilmesi veya bir degirmende
cekilmesi ile elde edilir. Toz halinde kullanilacak olan en kolay yol, ince tozun yarim
bardak kadar su i¢ine dokiilmesi ve karistirildiktan sonra karisimin igilmesidir

(Anonim, 2011).

Hap (pilulae) : Ince toz halindeki drogun bir yardimci madde (sivag)
yardimiyla hap haline getirilmesiyle elde edilir. Sivag olarak bal, seker surubu,
nisasta, leblebi unu, arap zamki, meyan bali gibi tedavi etkisi bulunmayan maddeler
secilir. Drog tozu uygun sivag maddesi ile hamur haline sokulur, bu hamur avug
arasinda dondiirtilerek uygun uzunlukta bir ¢ubuk yapilir, ¢ubuk bir bicakla uygun
bliylikliikte pargalara boliinlir ve her bir parca yuvarlanarak hap haline sokulur.
Haplarin birbirine yapismamasi i¢in aralarina meyan koki tozu konur (Anonim,
2011).

Infusyon (infusa) : Droglarm ila¢ olarak kullanilmasinda en ¢ok kullanilan
yontemdir. Infusyonu hazirlamak igin kiiciiltiilmiis bitki pargalari {izerine kaynar su
dokiiliir ve karisim kapali bir kapta sik sik karistirilarak ¢ok hafif ates lizerinde 5
dakika tutulur, soguduktan sonra ince bir tiilbentten siiziiliir. Kullanilacak drog
miktar1 genellikle 100 g su i¢in 2 g’ dir. Miktarlar % 2, % 5, % 10 seklinde gosterilir.
Infusyonlar her defasinda taze olarak hazirlanir. Tatlandirict olarak iglerine bir

miktar bal veya seker konulabilir (Anonim, 2011).

Dekoksiyon (decocta) : Dekoksiyon hazirlamak igin ufalanmis bitki kisimlari



2. ONCEKIi CALISMALAR Avfer OZCELIK

lizerine yeterli miktarda soguk su konur ve hafif ates iizerinde, sik sik karistirilarak
yarim saat 1sitilir ve sicakken ince bir tiilbentten siiziiliir. Kullanilacak drog miktari

genellikle 100 g su igin 2 g’ dir (Anonim, 2011).

Merhem (unguenta) : Kat1 yag, sivi yag (zeytinyagi, badem yag1), lanolin ve
vazelin gibi sivaglar ile yapilan ve viicut digina uygulanan ilag sekilleridir. Merhem
hazirlamak i¢in, merhem icine konulacak madde veya maddeler 6nce havanda iyice
toz haline getirilir. Sonra az bir miktar siv1 yag ile ezilir ve sonra sivag maddesi
(genellikle esit miktarlarda lanolin ve vazelin karigimi) azar azar etkili madde iizerine
ilave edilir ve havanda iyice karistirilir. Merhemler kapali kaplarda ve serin yerlerde

saklanir (Anonim, 2011).

Ilag sanayinin vazgecilmez materyali olan yabani bitkilerin ydresel isimlerini
bilmek, bu bitkilerin hangi hastalia iyi geldigini ve hangi amaglarla kullanildigin
bilmek de insanlik igin faydali olacaktir. Ulkemizde ham droglar genellikle dogal
bitkilerden karsilanmakta ve son yillarda birgok bitkinin tibbi {irinleri saglikli

sartlarda tiretilerek halka sunulmaktadir (Bagc1, 2000).

2.2. Endemik Bitkilerin Tipta Kullanim

Giliniimiiz tibbinda geleneksel sistemlere, 6zellikle bitkisel ilaglarla tedaviye
ilginin giderek arttig1 bilinmektedir. Bu artis gelismis iilkelerde son 20 yilda
olmustur. Bitkisel ilaclarin biitiin diinyadaki toplam pazar paymm 2000 yili i¢in
yaklasik 60 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir ve bu, diinyadaki yillik ilag
pazarmin yaklasik % 20’ sini olusturmaktadir (Azirak, 2007).

Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) 2000 yilindaki raporunda, Avrupa,
Avustralya ve Kuzey Amerika’da yasayan insanlarin yaklasik %50 sinin alternatif-
destekleyici tedavi metodlarindan (CAM) birini kullandiklarini ve bu metodlar iginde
en ¢ok kullanilanin da bitkisel ilaglar oldugunu agiklamistir. Ayni1 raporda Cin’de
kullanilan bitkisel ilaglarin, ayni {ilkede total olarak kullanilan ilaglarin yaklasik
%30-50’sini olusturdugu ve ekonomik agidan daha sikintili olan iilkelerde ise (Afrika
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kitas1 gibi) halkin halen geleneksel tedavi metodlarini kullandig: ifade edilmistir
(Azirak, 2007).

WHO tarafindan 1991 yilinda Cenevre toplantisinda yapilan tarife gore bitkisel
ilag; bitkisel drog veya karigimlarini oldugu gibi veya degisik preparatlart halinde
etkili kisim olarak tastyan bitmis, etiketlenmis, tibbi {iriinler veya miistahzarlardir.
Bu iiriinlerde terapotik etkinligi oldugu kabul edilen aktif maddeler ve miktarlar

uygun analitik metodlar kullanilarak tanimlanmalidir (Azirak, 2007).

Tiirk tip tarihinde ise kansere “seretan” adi verilmektedir. Tarsuslu Osman
Hayri Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde seretan, findik ya
da kiigik yumru biyikliginde, agrili, etrafi damarli bir olusum olarak
tanimlanmaktadir. ishak bin Murad’in “Havasiiledviye” (1390) adl1 eserinde kanser
tedavisinde giinliik Onerilmektedir. Serafeddin Sabuncuoglu’nun “Cerrahiye-i
[lhaniye” adli eserinde (1465) ise seretanin cevresinin daglanarak kitlenin kesilmesi
Onerilir. Ancak uzun zamandir duran ve biiyiik olan kitlenin daglanmamasi gerektigi
belirtilmektedir. Seretanin agilip yara olmasi durumunda ise kursun ya da tutya

merhemi siiriilmektedir (Unver, 1938).

Yine ayni eserde seretan tedavisinde kullanilan ilag terkipleri yer almaktadir.
Bes dithem miirdesenk (kursun di-oksit), on dirhem mum, sekiz dirhem zencefre
(civa siilfiir) giilyag ile kanistirilarak seretan lizerine siiriiliir. Bir bagka terkipte yirmi
dorder dirhem ak mum ve ¢am sakizi, ikiser dirhem cavasir otu, ¢adirusagi otu,
zincar (bakir hidrokarbonat) ve miirriisafi, ticer dithem boru elmas1 ve giinliik, dort
buguk dirhem miirdesenk (kursun dioksit) karistirilarak siiriilir (Baylav, 1953).
Topkap1 Sarayr’ nda Revan odasinda yer alan, tarihi ve yazari belli olmayan bazi
tibbi eserlerde ise iltihapli seretanda tutya, kuru seretanda ise tudri adli siyah
tohumlar1 olan bir otun balla karistirilarak kitle tizerine siiriilmesi Onerilmektedir

(Unver, 1938).

Degisik arastiricilar tarafindan fitofarmaka, fitomedisin, fitofarmasotik gibi
terimler kullanilsa da “bitkisel ila¢” terimi Tiirkce’de en cok kabul gdren ve
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kullanilan terimdir. Bitkisel ila¢ kullanilarak yapilan tedaviye ise “bitkilerle tedavi”
(fitoterapi) kelimesinin yaninda “fitofarmakoterapi” adi da verilmektedir (Giiriin,
2004).

Yukarida agiklandigi gibi bitkiler, diinyanin pek ¢ok {ilkesinde geleneksel
olarak halk ilaci, gida destegi veya bitkisel ilag olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Halk ilact olarak kullanim, hekim ve ilaca ulasmanin zor oldugu
Afrika, baz1 Asya ve Giliney Amerika lilkelerinde goriilmekte ve adeta modern tip ile

yarigmaktadir (Gtiriin, 2004).

2.2.1. Endemik bitkilerin kanser tedavisindeki yeri

Goriilme sikligr ve yiliksek oranda Oliimlere yol agmasi nedeni ile kanserin
giiniimiizde 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak 6n plana ¢ikmis bulunmasi, kanser
hastaliklarinda teshis ve tedavi imkanlarinin artmasi, yasam siiresinin uzamasi bu

alanda saglik kuruluslarina olan hasta talebini de arttirmistir (Demirtas, 2003).

Ulkemizde kanser bildirimleri ¢cok saglikli olmamakla birlikte arastirmalara
gore kanser goriilme siklig1 kesin rakami yiiz binde 68, tahmini rakam ise yiiz binde

235 olarak bulunmustur (Demirtas, 2003).

Kanser tedavisinde ilagla tedavi uygulamalar1 (kemoterapi) onemli bir yer

tutmakta ve yaygin bir tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir (Demirtas, 2003).

2.3. Bitkisel Kokenli Kemoterapotik Ajanlar

Kemoterapide kullanilan kemoterapdtik ilaglar arasinda bitkisel kdkenli ajanlar
genis yer tutmaktadir. Kemoterapdtikler genel olarak kimyasal yapilart ve hiicre

aktivitesine gore su sekilde ayrilmaktadirlar (Akyol, 2004).

Alkilleyici ajanlar: Sitotoksik etkileri, biinyelerindeki elektrofilik alkil koki
ile hedef makromolekiillerin niikleofilik parcasinin geri doniissiiz bir kombinasyon
yapmast ile olmaktadir. Bu gruptaki ilaglar arasinda;

7
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e Busulfan, kronik lenfositik 16semi ve kronik miyelojen 16semide yaygin

olarak kullanilan kimyasal bir ajandir (Lesurtel ve ark., 2006)

e Carboplatin; gii¢lii antineoplastik etkinlige sahip olmasi nedeniyle
cisplatin’in bir alternatifi olarak da kullanilmaktadir (Salmon ve ark., 1995).
Carboplatin’in endikasyon alani kisithdir. Genellikle 6nceden yapilan kemoterapiden
sonra niikseden over kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir (Kayaalp, 2000). Bunun
disinda mesane kanseri tedavisi i¢in gemcitabin ile kombinasyonunun (Carles ve
ark., 2000), metastatik-refrakter meme kanseri igin ifosfamid ve etoposid’le
kombinasyonunun (Chang ve ark., 1999) ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
tedavisinde yine etoposid’le kombinasyonunun (Shi ve Yan, 1994) iyi bir segenek
olabilecegi bildirilmektedir.

e Carmustine,

e Clorambusil,

¢ Cyclophashamide,

e Dacarbazine,

o [fosfamide,

e Lomustine,

¢ Melphalan,

¢ Nitrojen mustard,

e Procarbazine, yer almaktadir (Akyol, 2004).

Antimetabolitler:  Hiicrenin  normal  metabolitleri  ile  benzerlik
gosterdiklerinden onlarin yerine, enzimler i¢in benzerlik gosterdikleri metabolitlerin
yerine gecer veya aynt rolii alarak aktiviteylr bloke eder, azaltir ya da
makromolekiillerin i¢ine girerek, fonksiyonu olmayan bir makromolekiil yaratirlar.
Bu grupta;

¢ Cytrabine,

» Methoterxate,

e 5Flourouracil,

e Procarbazine gibi yer almaktadir. (Akyol, 2004).

8
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Bitki alkoloidleri: Podofilotoksinler’den ve vinca alkoloidlerinden
semisentetik olarak elde edilen ilaglardir. Hiicre boliinmesini mitoz sathasinda

durdururlar (Akyol, 2004).

Bu grupta;
e Vincristine, Vinblastine; Vinca rosae’ dan elde edilmislerdir. Adlarmi da
Vinka alkaloidlerinden almis bu ilaglar, intraselliiler bir protein olan tubuline

baglanarak onun ¢okmesine ve hiicresel mikrotubullerin bozulmasina neden olurlar.

(Bender ve ark., 1977).

Vinka alkaloidleri kiigiik hiicreli akciger kanseri ve meme kanseri gibi solid
tiimdrler yaninda lenfoma, 16semi, myeloma ve testis kanserinde siklikla kullanilir.

(Bilgir ve ark., 1995).

¢ Etoposide, Podophyllum peltatum’ dan elde edilmistir (Mantle ve ark., 2000).

Antitiimor antibiyotikler: Hiicrede DNA ve RNA transkripsiyonunu
durdurup, dokularda uzun siire kaldiklarindan DNA sentezi boyunca hiicre 6liimiine

yol acarlar. Radyasyonla birlikte verildiklerinde toksisiteyi arttirirlar.

¢ Actinomycin- D,

e Adriamycin,

e Bleomycin,

e Epirubicin,

e [darubicin bu gruptadirlar (Akyol, 2004).

Kortikosteroidler: Kortikosteroidler pasif difiizyonla hiicre igine girip,
glukokortikoid reseptdrleri ile baglanarak ¢ekirdege geger, orada DNA ile baglanip
transkripsiyon olayini bozarlar (Akyol, 2004).
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2.3.1. Antineoplastikler

Antineoplastik ilaglar, hiicre bdliinmesini ve dolayisiyla ¢ogalmasini inhibe
ederler. Antineoplastik ilaclarin kanser hiicresine karsi olan selektiflikleri azdir.
Ciinkii malign hiicre ile normal insan hiicresi arasinda kalitatif bakimdan fazla fark
yoktur. Bu nedenle, antineoplastik ilaglar, kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli
bir bicimde ¢ogalmakta olan normal hiicreleri de yok edebilirler (Cingi ve Erol,

1996).

Antineoplastik 6zelligi bilinen birgok bitkisel kokenli ilag kemoterapide
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Ornek olarak paklitaksel ve dokotaksel
Taxus baccata' dan, etoposid Podophyllum peltatum' dan, kamptotesin Camptotheca

acuminata' dan, vinblastin ise Vinca rosae' dan tiretilmektedir (Mantle ve ark., 2000).

2006 yilinda yapilan bir arastirmada Achillea clavennae bitkisinin igerdigi bazi
bilesiklerin anti-proliferatif etkisinin oldugu gozlenmistir (Trifunovic ve ark., 2006).
Cousinia shulabadensis ekstresinin hiicre gelisimini inhibe ettigi ve anti-invazif
etkiye sahip oldugu (Shahverdi ve ark., 2007), Agrimonia pilosa tiiriiniin de hiicre
gelisimine yiiksek sitotoksisite gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Kim ve ark., 2009).

Sivas yOresine endemik olan dogada kendiliginden yetisen yabani sarimsak
tirlerinden Allium sivasicum’ da umut vaat edecek diizeyde antineoplastik aktivite

tespit edilmigstir (Turan ve ark., 2010).

Yine Sivas yoresine Ozgii Thymus tiirlerinin antineoplastik aktiviteleri test
edilmistir. Thymus pectinatus’ da umut vaat edecek diizeyde, Thymus sipyleus subsp.
spyleus da orta diizeyde ve Thymus sipyleus subsp. rosulans’ da yetersiz diizeyde

antitimoral aktivite tespit edilmistir (Turan ve ark., 2010).

Pelargonium graveoleus' dan elde edilen eterik yaglarin antitiimoral aktiviteleri
test edilmistir ve Pelagonium endlicherianum' de meme kanser serilerine karst umut

vaat edecek diizeyde bir antitiimor aktivitesi oldugu tespit edilmistir (Turan, 2010).
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2.4. Yorenin Endemik Kapasitesi ve Genel Adlar

Gilineydogu Anadolu Bolgesi, 1980’ li yillara degin ekonomik, tarimsal ve
endiistriyel yatirnmlar agisindan az ilgi gosterilmis bir bolgemizdir. Bu bolge floristik
yonden Tiirkiye’ nin kendine 6zgii bolgelerinden biridir. Bélge, Zohary’ e gore Iran-
Turan floristik bolgesinin Mezopotamya alt bdlgesine aittir. Bolgedeki bitki
ortiisiiniin, %36’ sm1 Iran-Turan, %32’ sini (Dogu) Akdeniz ve %2-3’ iinii Avrupa-
Sibirya kokenli bitkiler olusturmaktadir (Anonim, 2011).

Tiirkiye’ de bulunan bitkilerin yaklasik %30-35’ inin bu bolgede yayilis
gosterdigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda bitki tiirleri agisindan da zengin bir bolgedir
ve bazi nadir bitkiler (soganli bitkiler, orkide gibi) yetismektedir. Bolge bircok
bitkinin, 6zellikle baz1 tarim bitkilerinin (bugday, arpa ve baklagil gibi) gen merkezi
olarak da bilinmektedir (Anonim, 2011).

En c¢ok endemik takson kapsayan cins Astragalus (37), Verbascum (14),
Centaurea (12), Allium (11), ve Onosma (10) izlemektedir (Anonim, 2011).

Gilineydogu Anadolu Boélgesi’ ndeki endemik takson sayisi toplam 304’ i
bulmustur. Bu taksonlardan yalnizca bu bolgeye 6zgii olanlar ise 74 adettir. Geri
kalan taksonlar komsu bolgelerde ve tlilkelerde de yayilmistir. Bolgeye ozgi

taksonlarin 64’ i tiir, 5° i alttiir ve 5” i varyete seviyesindedir (Anonim, 2011).

2.5. Linaria confertiflora

Linaria tiirleri "Nevruz otu" adiyla bilinmektedir. Iri ve giizel kokulu cicekleriyle
dikkat ¢ekici bir bitkidir (Ertekin, 2002).

11
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Sekil 2.1. Linaria confertiflora’ nin kuru ve canli 6rnekleri

Scrophulariaceae familyasina ait bir cins olan Linaria ¢ok yillik otsu bir
bitkidir. Yeryliziinde 150 kadar tiir ile temsil edilen cinsin iilkemizde 9 tanesi

endemik olmak tizere, 20 tiirli ve 12 alt tiirii bulunmaktadir (Davis, 1978).

Linaria confertiflora, Tiirkiye' ye 6zgi, giizel ¢igekli ve hos kokulu endemik
bir tiirdiir. Karacadag ¢evresinde 6zellikle bos araziler, nadasl tarlalar, tarla kenarlari
gibi alanlarda bulunmaktadir. Bu alanlarin islenmesi bu giizel bitki i¢in en biiyilik
tehdit unsurudur. Yorede ¢ok yaygin olmayan bu takson gelecekte biiyiik tehlike
altina girebilir. Alanda yapilan gozlemlere gore Tiirkiye' de yetismesine karsin,
yetisme yerinin Ozelliginden dolayr "LR (Ic) en az endise verici” kategorisinde
bulunan bitkinin "LR (nt) tehdit altina girebilir" kategorisine alinmasi1 daha uygun
goriilmektedir (Ertekin, 2002).

Yetisme Sartlart

Bu taksonun habitati, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin genelinde oldugu gibi
iklim sartlarina bagli olarak bir stepin (bozkir) 6zelliklerini yansitmaktadir. Linaria
confertiflora’ nin toplandigi yer olan Karacadag’ m biyiik bir kismi bazaltik
topraklardan olusmustur. Azonal toprak grubundan olan ve ana kayasi bazaltik olup
egimli yerlerde rastlanan litozal topraklar, kahverengi orman topraklari,
kullanilmayan arazi olan ciplak kaya, molozlar ve koluviyal daha kiiclik alanlar

kapsar (Ertekin, 2002).
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Sekil 2.2. Linaria confertiflora’ min illere gore yayilist; Mardin, Diyarbakir, Elazig, Erzurum,

Sanliurfa (Tubives)

7 //

N M

Sekil 2.3. Linaria confertiflora’ nin bolgesel yayilist (Tubives)

Karacadag, endemik ve nadir bitkinin yanisira bircok bugdaygil ve baklagil

bitkisinin yabani akrabalarinin yetistigi 6nemli bitki alanlarindan birisidir.

2.5.1. Taksonomi

Linaria confertiflora’ nin sistematik durumu asagida verilmektedir.

Alem Plantae

Alt alem Tracheobionta

Bolim Magnoliophyta (Kapali Tohumlu)
Sinif Magnoliopsida (Cift cenekli)

Alt simif Asteridae

Takim Scrophulariales

Familya Scrophulariaceae

Cins Linaria

Tiir Linaria confertiflora Benth.

13
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2.5.2. Genel ozellikleri

Cok yillik, 15-32 cm uzunlugunda, dik veya yiikselici, steril siirglinleri olan
otsu bitkilerdir. Yapraklar almasli, dikdortgensi-eliptik ile genisce seritsi arasinda
sekilli, 15-35 x 3-13 mm, 1-3 (-5) damarli, taban kismi obtus veya yar1 govdeyi
sarici, u¢ kismu sivridir. Cigek durumu salkim seklinde, genisge yumurtamsi-
dikdortgensi, sik gigekli, 3-5 cm, meyvada uzamais, seritsi-dikdortgensidir. Brakteler
yumurtamsi, uzun yumusak tiiyli-kenarli, en az kaliksin yaris1 kadar uzundur.
Pediseller 1 mm. Kaliks loplar1 yumurtamsi-dikdortgensi, 4-6 mm, hemen hemen kor
uclu, salgili- uzun yumusak tiiyliidiir. Korolla agik sar1 renkli, 14-19 mm, iki dudakli,
korolla mahmuzu 7-9 mm, asagi dogru kivriktir. Tohumlar kanatli, 3 mm, disk

yumrucukludur (Davis, 1978).

Cig¢eklenme zamani: (Nisan) Mayis-Haziran aylari.

Yetisme yeri: Mera ve nadash tarlalar, 600-1700 m.

Tip ornegi: C7/8 Urfa / Diyarbakir, Siverek ile Diyarbakir arast.

Yayihisi: Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgeleri. Endemik. iran-Turan

elementi.

Genel Kullanim Alanlar

Linaria tiirleri halk ilac1 olarak Anadolu'da, Japon ve Hint halk tibbinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antidiyabetik, piirgatif, ditiretik etkileri yaninda emoliyan
ve yara iyilestirici Ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanildiklar1 bildirilmistir (Baytop, 1984, Singh ve Prakash, 1987,
Kitagawa, 1973).

Ayrica antiallerjik etkileri nedeniyle ekzema tedavisinde de faydalanilmistir
(Dobrescu, 1985). Bitkinin kimyasal yapisi lizerinde yapilan arastirmalarda baslica
monoterpenler, diterpenler, iridoitler, flavanoidler ve alkaloitler olmak iizere birgok
etken madde grubunun varligi tespit edilmistir (Singh ve Prakash, 1987, Kitagawa,
1973, Glasby, 1991, Sticher, 1971, Harborne ve ark., 1971, Harborne, 1966, Groeger
ve Johne, 1965).
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2005 yilinda yapilan bir arastirmada Linaria reflexa bitkisinin igerdigi
flavonoidlerle potansiyel bir antitimér etkinliginin oldugu belirtilmektedir (Tundis
ve ark., 2005).

2.6. Centaurea obtusifolia

Tip o6rnegi Sanlurfa Tek Tek Daglari’ ndan 1867 yilinda Haussknecht
tarafindan toplanmustir. Boiss & Haussknecht tarafindan Phaeopappus obtusifolius
olarak tanimlanan bu takson 1963° de Wagenitz simdiki adiyla yeniden

tanimlanmastir.

Sekil 2.4. Centaurea obtusifolia

Centaurea spectabilis vary. spectabilis ile benzerdir. Fakat yapraklar
boliinmemis mizrak seklinde genisge ve dikdortgenimsidir. Ug kisimlar kiit olup, 7-

18 cm’ dir. Yaprak ayas1 govde lizerine yapistig1 kisim asagi dogru uzamaktadir.

T

o

Sekil 2.5. C. obtusifolia’ nin illere gore yayilisi; Sanliurfa (Tubives)
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o

Sekil 2.6. C. obtusifolia’ nin bolgesel yayilisi (Tubives)

Tiriin tim ¢igek tipleri toplanmadigi igin tip 6rnegi iyi bilinmemekte olup,

toplayiciya gore ¢igekler saridir. Cigekler sari, merkezde menekse renkli, anter tiip

seklinde nadiren mor ¢igeklidir.

Akenler 6-9 mm arasi pappus 12-17 mm, kahverengi, cigek sayisi 6-8 arasinda,

kurak yamaglarda, cayirlarda, orman steplerinde, 853-2650 m. arasinda yayilis
gostermektedir. Cok yillik olup, odunsu bir bitkidir (Davis, 1975).

2.6.1. Taksonomi

Centaurea obtusifolia’ nin sistematik durumu asagida verilmektedir.

Alem
Alt alem
Boliim
Siif
Alt simif
Takim
Familya
Cins

Tiir

Plantae

Tracheobionta

Magnoliophyta (Kapali tohumlu)
Magnoliopsida (Cift cenekli)
Asteridae

Asterales

Asteraceae

Centaurea

Centaurea obtusifolia (BOISS. ET HAUSSKN.) WAGENITZ
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2.6.2. Genel Ozellikleri

2004 yilinda Centaurea L. Tibbi bitkilerden biri olan Centaurea L. Asteraceae
familyasina ait bir cinstir ve Tiirkiye’de 168 tiirii vardir. Bitki, peygamber ¢igegi,
zerdali dikeni, ¢oban kaldiran, Timur dikeni gibi Tiirk¢e isimlerle bilinmektedir

(Wagenitz, 1975, Baytop, 1999).

Halk arasinda ‘act siipiirge’ olarak bilinen Centaurea virgata Lam. tiirii alerji
ve kurdesenlere karsi kullanildigi, bitki ¢ok aci oldugundan ozellikle gozlerin

korunmasinin énemli oldugu belirtilmektedir (Cakilcioglu, 2006).

Centaurea kurdica Reichardt. yore halki tarafindan pamuk dikeni adiyla
anildig1, sinir gevsetici etkisi oldugu, Centaurea solstitialis L. subsp. solstitialis,
tohumunun toz halinde mesane taslarina, kokiiniin toz halinde idrar yollarindaki

kuma ve taglara karsi tedavi edici olarak kullanildigi bilinmektedir (Cakilcioglu,

2006).

Bati ve Gilineybati Anadolu’da yaygin olan Centaurea cyanus tiirliniin
kurutulmus cicekleri halk arasinda % 5’lik inflizyonlar1 halinde ishal kesici, kuvvet
verici, istah agic1 ve goglis yumusatict olarak kullanilmaktadir. Dogu Anadolu’da
yetisen Centaurea behen Ak behmen ve Zerdali dikeni olarak bilinmekte ve gigekleri

midevi ve adet getirici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Kuzeybati Anadolu’da yetisen ve ¢oban kaldiran, Timur dikeni olarak bilinen
Centaurea calcitrapa’'nin % 2-6’lik infiizyonlar1 dahilen ates disiiriicii olarak, cayir
peygamberi ismiyle bilinen ve Kuzeydogu Anadolu’da yaygmn olarak yetisen
Centaurea jacea ates diisiiriicli, adet getirici, kabiz yapici ve istah agic1 olarak kul
lanilmaktadir (Baytop, 1999).

Egirdir (Isparta) yoresinde geleneksel halk ilaci olarak kullanilan bitkilerin
saptanmasina yonelik yapilan bir aragtirmada, Centaurea iberica’ nin mide agrilaria

ve bocek ve yilan sokmalarina kars1 kullanildigr saptanmistir (Erol ve Tuzlaci, 1997).
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Bunun yani sira Centaurea tiirleri halk tababetinde tek basina veya diger
bitkilerle birlikte antidiyabetik, antidiyareik, antiromatizmal, antienflamatuvar,
kolagog, koleretik, dijestif, stomasik, diiiretik, adet soktiirlicii, astrenjan, hipotansif,
antipiretik, sitotoksik, antibakteriyel amagla kullanilmaktadir (Barrero, 1997, Farrag,

1993, Giirkan, 1998, Kaij-A-Kamb, 1992, Orallo, 1998).

Cin geleneksel tababetinde Centaurea uniflora ates tedavisinde ve
zehirlenmelere karsi kullanilmaktadir. Ayrica bitkinin etilasetatli ekstresi membran
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve antiaterosklerotik etkilerinin oldugu da

bilinmektedir (Wei ve ark., 1997).

Centaurea chilensis bitkisinin sulu ekstresi halk arasinda antipiretik ve

antiromatizmal olarak kullanilmaktadir (Negrete ve ark., 1984, Negrete ve ark.,

1993, Sepulveda ve ark., 1994).

Ispanya’da C.aspera C.seridis var. maritima, C.melitensis gibi pek ¢ok
Centaurea tiirii inflizyon halinde halk arasinda hipoglisemiyan olarak
kullanilmaktadir (Chucla ve ark., 1988).

Centaurea melitensis aci lezzetinden dolay:r halk arasinda dijestif ve tonik

olarak kullanilmaktadir. Diiiretik ve hipoglisemiyan etkileri de bulunmaktadir
(Kamanzi ve ark., 1983).

Centaurea pallescens Misir’da, aci lezzetinden dolayr stomasik, dijestif ve
ditiretik olarak kullanilmaktadir(Ali, Y.E. ve ark., 1987). Misir halk tababetinde yer
alan diger bir Centaurea tiri olan C.sinaica sitostatik, diliretik, antipiretik,
antimalaryal, astrenjan, fitotoksik, antineoplastik, allerjenik, stomasik, tonik ve

emanogog olarak bilinmektedir (Al-Easa ve ark., 1992).

Ispanya'nin Barros bélgesinde Centaurea ornata halk arasinda depiiratif,
kolagog ve antiromatizmal amagla kullanilmaktadir. Bitkinin toprak tistii kisimlar
Portekiz’de hipoglisemiyan , toprak alti kisimlarindan hazirlanan ekstreler ise
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antispazmodik amagla kullanilmaktadir (Bastos ve ark., 1994, Vazquez ve ark.,
1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda Sanhurfa yoresine ait endemik bitkilerden Centaurea

obtusifolia, Linaria confertiflora tiirlerinin antineoplastik etkileri arastirilmistir.

3.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi:

Bitki 6rneklerinin herbaryum bilgileri asagida listelenmistir.

Linaria confertiflora bitkisi 2010 Mayis Sonu Haziran baslar1 ¢i¢ceklenme
zamaninda Sanliurfa’ nin 127 km kuzeydogusundaki Karacadag’ dan 1130 m. de
tarla kenarindan toplanmistir. Bitki ornegi, Dicle Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii Botanik Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Selcuk
ERTEKIN tarafindan teshis edilmistir. Bitki 6rnegi, Dicle Universitesi Biyoloji
Boliimii Herbaryumundan (DUF, Diyarbakir, Tiirkiye) temin edilmistir.

Sekil 3.1. Linaria confertiflora herbaryum 6rnegi

Centaurea obtusifolia bitkisi 2010 Mayis sonu Haziran baslar1 ¢igeklenme
zamaninda Sanlwurfa’ nin 45 km giineydogusundaki Tektek daglari’ ndan
toplanmistir. Bitki materyali, Harran Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii Botanik Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Hasan AKAN tarafindan
teshis  edilmistir. Bitki &rnegi, Harran Universitesi Biyoloji ~Boliimii

Herbaryumundan (Sanliurfa, Tiirkiye) temin edilmistir.
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Sekil 3.2. Centaurea obtusifolia herbaryum 6rnegi

3.2. Bitki Orneklerinin Etanolik Ekstrelerinin Hazirlanmasi:

Kurutulmus bitki 6rnekleri ¢icek, yaprak, kok, govde kisimlarma ayrilip her
biri ayr1 ayr1 6giitiilerek toz haline getirilmistir. Materyaller yaklasik 250 mg. olarak
tartilmis ve 10 ml” ye tamamlanacak sekilde % 80 lik hidroetanol (20 ml H,O, 80 ml
etil alkol) eklenmistir. 25°C de ¢alkalamali inkiibatérde 24 saat bekletilmistir.

Sekil 3.3. Kuru maddelerin alkol eklenip saat 25°C ¢alkalanmasi

Bitki ekstrelerini saflastirmak igin 6rnekler 1750 rpm de 10 dk. santrifiij

edildikten sonra evaporasyon islemi oncesi 6rnekler siizilmiistir.

Sekil 3.4. Bitki drneklerinin filtrasyondan sonra elde edilen siiztintiileri
21
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Filtrasyon igsleminden sonra ekstrelerin sivi igeriginin uzaklagtirilmasi amaciyla
ekstre iceren erlenler liyofilizasyon cihazina (Telstar, 23750, Ispanya)
yerlestirilmistir. Orneklerin siv1 igerikleri, 2 saat boyunca -50°C’ de vakum altinda

uzaklastiriimistir.

Sekil 3.4. Etanolik bitki ekstreleri

Elde edilen 6ziitlerin miktar tayini yapildiktan sonra analizler gerceklestirilene

kadar -20°C” de karanlik ortamda saklanmustir.

3.3. Bitki Ekstresinin Sterilizasyonu Ve Doz Ayarlamasi:
Ekstreler 10 mg/ml olacak sekilde Fosfat tampon soliisyonu (PBS) igerisinde

¢oziildiikten sonra 20 um por capli enjektor tipi filtre ile (Minisart”™, Biotech, 16534,

USA) sterilize edilerek stok soliisyonlar hazirlanmstir.

3.4. Diklofenak Sodyumun Doz Ayarlamasi:

Diklofenak sodyum (Deva, A003565, Tiirkiye) 10 mg/ml olacak sekilde PBS

igerisinde ¢ozdiiriilerek stok solusyon hazirlanmistir.
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3.5. 96 Kuyucuklu Kiiltiir Plaklarinin Hazirlanmasi:

96 kuyucuklu kiiltiir plaginin ilk siradaki A1, A2 ve A3 kuyucuklar1 kontrol
olarak ayrilarak sadece ¢oziicii olarak kullanilan PBS eklenmistir. Solvent kori
olarak kullanilacak kontrol kuyucuklarinin yanindaki diger ii¢ kuyucuga da saf PBS
eklenmistir. Pozitif kontrol olarak diklofenak sodyum B1, B2, B3 olarak devam
eden kuyucuklara 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml dozlarinda 10 ul
hacimlerde olmak tizere iiclii diizende (triple) eklenmistir. C1, C2, C3 ve asag1 dogru
devam eden diger siradaki kuyucuklara bitki ekstreleri pozitif kontrol
kuyucuklarinda oldugu gibi 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml dozlarinda 10

ul hacimlerde olmak tizere triple diizende eklenmistir.

Sekil 3.7. Ornek triple kiiltiir plag1 diizenegi.

Kiiltiir plagmin {iizerine eklentiler kodlandiktan sonra; kontrol ve test
kuyucuklarinin iizerine hiicreler 90 ul medyum igerisinde eklenerek final hacim 100

ul ye tamamlanmuistir.

3.6. Hiicre Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi:

Seri pasajlarini siirdiirmekte oldugumuz K562 eritrolosemi hiicre dizisinden
aliman hiicreler %10 fotal dana serumu ve antibiyotik igeren kiiltlir ortamina

alindiktan sonra santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi list s1v1 atildiktan sonra hiicreler
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1 ml medyum ile sulandirilarak sayim islemine gec¢ilmistir. Hiicrelere % 10
oraninda trypan blue soliisyonu eklenerek hiicrelerin sayimi ve canli/6lii ayrimi
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin canlilik orani yaklasik %96 bulunmustur. Kiiltiire
eklenecek hiicre sayisinin belirlenmesinde sadece canli hiicreler dikkate alinmustir.
Sayim isleminden sonra kiiltiir plagina ekim igin hiicreler 10° hiicre/ml olacak

sekilde RPMI-1640 medyum ile sulandirilmistir.
3.7. MTT Testi:

MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oran1 kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde
mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine

dayanmaktadir (Mcgahon ve ark., 2000; Scinto ve ark., 1995).

Triple diizende hazirlanmis olan 96 kuyucuklu kiiltiir plagina K562 hiicre
siispansiyonu her bir kuyucuga 90 pl gelecek sekilde 8 kanalli otomatik pipetle
dagitilmistir. Bu esnada siirekli ¢alkalama islemi ile hiicrelerin kuyucuklara esit

dagilimi saglanmustir.

Kiiltiir flasklar1 37°C’ de %5 CO; igeren inkiibatorde (Heal Force, HF 212 UV,
Cin), nemli ortamda 72 saat inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin 72. Saatinde %0.5’ lik
MTT solisyonu ([3- (4,5-dimetiltiyazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium], Sigma,
M2128-1G, USA) soliisyonunda her bir kiiltiir kuyucuguna 10 pl eklendikten sonra 4

saat daha inkiibasyona birakilmistir.

Bu siire sonunda kiiltiir plagi kuyucuklarinda canli ve aktif hiicreler tarafindan
hiicre mitokondrisinde meydana getirilen MTT formazanin ¢oziinmesi igin
kuyucuklara 100’ er ml Dimetil siilfoksid (Sigma, D5879, Fransa) eklenmistir.
Kiiltiir plaklarinin kolorimetrik degerlendirmesi ELIZA mikroplak okuyucuda (MD
Spectramax, M5, USA) 570 nm dalga boyunda okutulmustur.
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Kontrol ve test kuyucuklarindan elde edilen optik dansite (OD) degerlerinden
solvent korii kuyucuklarmin OD degerleri c¢ikarilmistir. Kontrol ve test
kuyucuklarma ait OD degerleri grafikler halinde sunulmustur. Pozitif kontrol
(Diklofenak sodyum) ve bitki ekstrelerinin gosterdigi sitotoksik etki diizeyleri
asagidaki formiille hesaplanmistir. Bu formiilde elde edilen deger hiicrelerin %
proliferasyon diizeyini gostermektedir. Bu degerler 100’ den cikarildiginda %

sitotoksisite oranina ulasmak miimkiindiir.

ortalama 0D [test kuyucuklar)
ortalama 0D (kontrol kuyucuklarn)

% sitotoksisite= X 100

3.7.1. Kiiltiir plagr kuyucuklarinin goriintiilenmesi

Kiiltiir flasklarinin kuyucuklart inverted mikroskopta (Motic, AE31, Cin) dijital
goriintiileme aygitiyla goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiller Dbilgisayara
kaydedildi. Goriintileme islemi kiiltiirtin  24., 48., 72. saatlerinde ve MTT

eklendikten sonra tekrarlanmaistir.

3.8. istatistiksel Analizler

Elde edilen OD degerleri ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
Verilerin analizlerinde pozitif kontrol (diklofenak sodyum) ile ¢igek, kok, govde ve
yapraklara ait ekstrelerin etkilerinin karsilastirlmast ANOVA testi ile
gerceklestirilmistir. ANOVA testi sonucunda anlamli bulunan pozitif kontrol ve bazi
ekstrelerin degisen dozlarinin sitotoksik etkinlikleri post hoc testlerden olan TUKEY

testi ile gerceklestirilmistir. “p” degerinin 0.05” ten kiigiik bulunmasi durumunda

veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Calismamizda yoremize endemik olan Centaurea obtusifolia ve Linaria
confetriflora bitkilerinin ¢icek yaprak govde ve koklerinden etanolik damitma ile
elde edilen ekstrelerinin K562 eritrolosemik hiicre serileri iizerindeki antineoplastik
etkilerini arastirmaya yonelik hiicre kiiltiiri uygulamalar1 gerceklestirilmistir.
Arastirmada DFS bir¢ok arastirmada oldugu gibi pozitif kontrol olarak kullanilmis
ve bitki ekstrelerinin etkinligi benzer dozlardaki DFS ile karsilastirilmastir.

4.1.1. Diklofenak sodyumun sitotoksisitesi

DFS kiiltiir ortaminda 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml dozlarinda
K562 eritrolosemik kanser hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkileri belirli zaman

araliklarinda inverted mikroskopta incelenmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi

ile kaydedilmistir (Sekil 4.1.).

Buyltme orani: 100x

Sekil 4.1. DFS’ nin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri
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DFS’ nin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml dozlarinda K562
hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat) inkiibasyon sonucunda
elde edilen goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra hiicrelerin {iretmis

olduklar1 MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir (Sekil 4.1.).

DFS’ nin 72 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir ortaminda canli kalan hiicrelerin
ortama eklenen MTT’ yi MTT formazana doniistiirme diizeyleri kolorimetrik olan
MTT yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. DFS’ nin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin

kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin karsilagtirilimasi. * p<0.05.

Elde edilen verilere gére DFS’nin en etkili sitotoksisitesi 1000 pg/ml dozunda
goriilmiistiir. Doz diistiikce etkisi azalmis, 10 pg/ml dozunda kontrole yakin bir deger

saptanmuistir.

Cizelge 4.1. DF'S’ nin K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 64.8 49.0 2.2 34.9 0.004
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4.1.2. Centaurea obtusifolia ¢icegi ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) C. obtusifolia
cicegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritroldsemik kanser hiicrelerinin
gelisimleri tlizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta
incelenmesi  gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.3.).

Hicre ekimi

CRCNG)
%%0 8, "

Blyutme orani: 100x

Sekil 4.3. C. obtusifolia ¢icegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine etkileri

C. obtusifolia ¢icegi ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

C. obtusifolia ¢i¢egi ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklar1t MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.4.” te goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmistir.
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C. obtusifolia ¢igegi ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 278+023, [p<0,0001], 100 ug/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 230+018, [p<0,0001], 10 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 511+026, [p<0.055], 1 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.816+0.080 [p<0.699], (ANOVA p<0.0001) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. C. obtusifolia ¢icegi ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi igin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

karsilagtirilimasi. **p<0.001.

Elde edilen verilere gore, C. obtusifolia ¢icegi 1000 pg/ml ve 100 pg/ml
dozlarinda ileri diizeyde sitotoksite gostermistir. Referans ilag DFS’ den daha etkin
oldugu anlagilmistir. 1 pg/ml dozunda higbir etki goriilmemis, kontrolden daha {ist

seviyede proliferasyona neden oldugu sonucuna ulasiimistir.

Cizelge 4.2. C. obtusifolia ¢igegi ekstrelerinin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ng/ml)
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 61.8 68.3 29.8 0 0.0001
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4.1.3. Centaurea obtusifolia govde ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) C. obtusifolia
govde ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser hiicrelerinin
gelisimleri tlizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta
incelenmesi  gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintlileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.5.).

Hiicre ekimi 1000 pg/ml 100 pg/mi

Buyutme orani: 100x

Sekil 4.5. C. obtusifolia govde ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri

C. obtusifolia gévde ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 ug/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

C. obtusifolia govde ekstrelerinin 1000 ug/ml, 100 ug/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin {iretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.6.” da goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmastir.
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C. obtusifolia govde ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.360+0.016, [p<0.089], 100 png/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.722+0.110, [p<0.1000], 10 ug/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.768+0.062, [p<0.0996], 1 ng/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.467+0.090 [p<0.214], (ANOVA p<0.028) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.6. C. obtusifolia govde ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi igin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

karsilagtirilimas.

Elde edilen verilere gore, C. obtusifolia govdesi 1000 pg/ml dozunda yiiksek
sitotoksik etkinlik tespit edilmistir. 100 pg/ml ve 10 pg/ml azalan dozlarinda etkinin

azaldigi, 1 pg/ml dozunda ise orta diizeyde bir sitotoksik etki oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.3. C. obtusifolia govde ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar (ug/ml)
1000 pg/ml 100 pg/m 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 50.5 0.9 0 35.8 0.028
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4.1.4. Centaurea obtusifolia kok ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) C. obtusifolia
kok ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser hiicrelerinin gelisimleri
tizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta incelenmesi

gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiilleme sistemi ile kaydedilmistir (Sekil 4.7.).

Hiicre ekimi Kontrol 1000 pg/ml 100 pg/mi 10 pg/ml 1 pg/ml

Blyutme orani: 100x
Sekil 4.7. C. obtusifolia kok ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

C. obtusifolia kok ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

C. obtusifolia kok ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin {iretmis
olduklar1t MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.8.” de goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmistir.
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C. obtusifolia kok ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.23140.022, [p<0.003], 100 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.237+0.022, [p<0.001], 10 ug/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.552+0.075, [p<0.276], 1 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.389+0.072 [p<0.016], (ANOVA p<0.001) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. C. obtusifolia kok ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

kargilagtirimasi. * p<0.05, **p<0.001.

Elde edilen verilere gore, C. obtusifolia kok ekstresi 1000 pg/ml ve 100 pg/ml
dozunda yiiksek sitotoksisite gozlenmistir. Etkinlik olarak DFS' den daha ileri
diizeyde oldugu, 10 ug/ml dozunda belirgin ve 1 ug/ml dozunda zayif sitotoksik etki

oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.4. C. obtusifolia kok ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar (png/ml)
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 68.3 67.4 24.2 46.6 0.001
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4.1.5. Centaurea obtusifolia yash yaprak ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) C. obtusifolia
yash yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritroldsemik kanser hiicrelerinin
gelisimleri tlizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta
incelenmesi  gergeklestirilmis ve bu degisimler gorlintiileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.9.).

Hicre ekimi

‘;.‘" 5-“ -
Blyltme orani: 100x

Sekil 4.9. C. obtusifolia yasl: yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri

C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1
pug/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.10° da goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmustir.

34



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Avfer OZCELIiK

C. obtusifolia yashi yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.716+0.545, [p<0,1000], 100 pg/ml dozda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.927+0.141, [p<0.692], 10 ng/ml dozda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.579+0.137, [p<0.803], 1 pg/ml dozda
eklenen kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.543+0.825 [p<0.663], (ANOVA
p<0.191) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10. C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilagtirilimasi.

Centaurea obtusifolia’ nin yasl yapragindan elde edilen 6ziitiin 1 pg/ml dozu
disinda belirgin sitotoksisite goriilmemis, hiicre proliferasyon diizeylerinin kontrolle

benzer oldugu saptanmustir.

izelge 4.5. C. obtusifolia yash yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri
Cizelg yasl yap

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA

% sitotoksisite 1.7 0 20.4 25.4 0.191
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4.1.6. Centaurea obtusifolia gen¢ yaprak ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 ug/ml ve 1 pg/ml) C. obtusifolia
geng yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser hiicrelerinin
gelisimleri tlizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted mikroskopta
incelenmesi  gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintlileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.11.).

1000 pg/mi 100 pg/mi
¢ "‘ 4“ 3.":.': ?)if‘, Y

BluyUtme orani: 100x

Sekil 4.11. C. obtusifolia geng yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri tizerine etkileri

C. obtusifolia geng yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

C. obtusifolia geng¢ yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.12.” de goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmustir.
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C. obtusifolia gen¢ yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.480+0.060, [p<0.029], 100 pg/ml dozda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.341+0.033, [p<0.004], 10 ug/ml dozda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.272+0.012, [p<0.001], 1 pg/ml dozda eklenen
kuyucuklarin ortalama OD degeri 0.319+0.500 [p<0.003], (ANOVA p<0.001)

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. C. obtusifolia gen¢ yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki doza bagimli
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD

degerlerinin karsilagtirilimast. * p<0.05, **p<0.001.

Centaurea obtusifolia’ nin gen¢ yapragindan elde edilen ekstrenin doz
diistiikge sitotoksisitesinin arttig1 ancak 1 pg/ml dozunda 10 png/ml dozuna gore daha
az etki etki ettigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore, C. obtusifolia geng
yaprak ekstresinin tiim dozlarinda sitotoksisite goriilmiistiir. En etkin dozun 10 pg/ml
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. C. obtusifolia geng yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 ug/m 10 ug/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 34.0 53.2 62.6 56.2 0.001
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4.1.7. Linaria confertiflora cicegi ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) L.
confertiflora ¢icegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser
hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted
mikroskopta incelenmesi gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.13.).

Hicre ekimi

Sekil 4.13. L. confertiflora cicegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine etkileri

L. confertiflora c¢icegi ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 ug/ml ve 1
pg/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

L. confertiflora ¢icegi ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklar1 MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.14.” te goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.7284+0.057 olarak saptanmustir.
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L. confertiflora ¢icegi ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.29540.036, [p<0.001], 100 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.514+0.023, [p<0.079], 10 ug/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.340+0.005, [p<0.004], 1 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.555+0.066 [p<0.171], (ANOVA p<0.001) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.14. L. confertiflora cicegi ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi igin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

karsilagtirilimasi. * p<0.05, **p<0.001.

Elde edilen verilere gore, L. confertiflora ¢igek ekstresi 1000 pug/ml dozunda
yiiksek sitotoksik etki gostermis, 10 ug/ml dozunda orta diizeyde ve 100 pug/ml ve 1
pg/ml dozlarinda ise zayif sitotoksik etki tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. L. confertiflora ¢igegi ekstrelerinin K562 hiicreleri lizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 pg/m 10 ug/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 59.5 29.5 53.3 23.8 0.001
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4.1.8. Linaria confertiflora govde ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) L.
confertiflora ¢icegi ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser
hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted
mikroskopta incelenmesi gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile
kaydedilmistir (Sekil 4.15.).

Hiicre ekimi Kontrol 1000 ug/ml 100 pg/ml 10 pg/mi 1 ug/ml
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Sekil 4.15. L. confertiflora gévde ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri {izerine etkileri

L. confertiflora govde ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1
ng/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

L. confertiflora govde ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.16.” da goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmustir.
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L. confertiflora govde ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.494+0.075, [p<0.287], 100 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.526+0.122, [p<0.411], 10 png/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.671+0.072, [p<0.983], 1 ng/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.322+0.039 [p<0.028], (ANOVA p<0.031) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.16. L. confertiflora govde ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

kargilagtirrmasi. * p<0.05.

Elde edilen verilere gore, L. confertiflora govde ekstresinin kontrole gore tim
dozlarinda sitotoksisite goriilmiistiir. 1 pg/ml dozunun en ¢ok sitotoksisite gosterdigi,
1000 pg/ml ve 100 pg/ml dozlarinin birbirine yakin sitotoksisite ve 10 pg/ml

dozunun ise en az sitotoksik oldugu tespit edilmistir.

izelge 4.8. L. confertiflora govde ekstrelerinin ucreleri Uizerine % sitotoksik etkileri
Cizelge 4.8. L fertiflora govde ekstrel K562 h 1 % ksik etkil

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 ug/m 10 ug/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 32.2 27.8 7.9 55.7 0.031
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4.1.9. Linaria confertiflora kok ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) L.
confertiflora  kok ekstrelerinin  kiiltiir ortaminda K562 eritroldsemik kanser
hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted

mikroskopta incelenmesi gergeklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.17. ).

Hiicre ekimi Kontrol 1000 pg/ml 100 pg/mil 10 pg/ml 1 ug/ml

BlUyltme orami: 100x

Sekil 4.17. L. confertiflora kok ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri lizerine etkileri

L. confertiflora kok ekstrelerinin 1000 ug/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

L. confertiflora kok ekstrelerinin 1000 ug/ml, 100 pg/ml, 10 ug/ml ve 1 pg/ml
dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.18° de goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmastir.
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L. confertiflora kok ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.385+0.073, [p<0.106], 100 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.760+0.105, [p<0.999], 10 ng/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.628+0.133, [p<0.915], 1 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.355+0.519 [p<0.074], (ANOVA p<0.028) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.18. L. confertiflora kok ekstrelerinin K562 hiicreleri {izerindeki doza bagiml sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

karsilastirilimasi.

Elde edilen verilere gore, L. confertiflora kok ekstresi 1000 pg/ml ve 1 pg/ml
dozlarinin sitotoksik etki gosterdigi, 100 pg/ml dozunun kontrole gore

proliferasyonda artisa neden oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.9. L. confertiflora kok ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pug/ml 100 pg/ml 10 ug/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 47.1 0 13.7 51.2 0.028
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4.1.10. Linaria confertiflora yaprak ekstresinin sitotoksik etkileri

Degisen dozlarda (1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1 pg/ml) L.
confertiflora yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 eritrolosemik kanser
hiicrelerinin gelisimleri iizerine etkilerinin belirli zaman araliklarinda inverted

mikroskopta incelenmesi gerceklestirilmis ve bu degisimler goriintiileme sistemi ile

kaydedilmistir (Sekil 4.19.).

Hicre ekimi Kontrol 1000 pg/ml 100 pg/ml 10 pg/ml 1 ug/mi

Sekil 4.19. L. confertiflora yaprak ekstrelerinin kiiltiir ortaminda K562 hiicreleri iizerine etkileri

L. confertiflora yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml 10 pg/ml ve 1
pg/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle belirli zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat)
inkiibasyon sonunda olusan goriintiiler ve ortama MTT eklendikten 4 saat sonra

hiicrelerin tiretmis olduklart MTT formazana ait goriintiiler goriilmektedir.

L. confertiflora yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml ve 1
png/ml dozlarinda K562 hiicreleriyle 72 saat inkiibasyonu sonunda hiicrelerin iiretmis
olduklart MTT formazana ait OD degerleri sekil 4.20.” de goriilmektedir. Kontrol
kuyucuklarina ait ortalama OD degeri 0.728+0.057 olarak saptanmustir.
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L. confertiflora yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.2154+0.073, [p<0.039], 100 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.424+0.131, [p<0.635], 10 png/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.408+0.000, [p<0.681], 1 pg/ml dozda eklenen kuyucuklarin
ortalama OD degeri 0.323+0.102 [p<0.491], (ANOVA p<0.045) olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.20. L. confertiflora yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri tizerindeki doza bagimli sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi igin kontrol ve test kuyucuklarinda olusan MTT formazan OD degerlerinin

karsilagtirilimasi. * p<0.05.

Elde edilen verilere goére, Linaria confertiflora yaprak ekstresi kontrolle
karsilagtirildiginda 1000 pg/ml dozunda ¢ok yiiksek sitotoksik etki gdstermigtir. 100
pg/ml, 10 pg/ml ve 1 pg/ml dozlarinda da belirgin sitotoksisite tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. L. confertiflora yaprak ekstrelerinin K562 hiicreleri {izerine % sitotoksik etkileri

Ekstre dozlar1 (ug/ml)
1000 pg/ml 100 pg/m 10 pg/ml 1 pg/ml ANOVA
% sitotoksisite 70.5 41.8 43.9 55.6 0.045
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4.2. Tartisma

Guniimiizde antikanser arastirmalarinda kullanilmak tlizere kanserli hastalardan
ve dokulardan izole edilmis onlarca hiicre serisi bulunmaktadir. Calismamiz i¢in
sectigimiz K562 hiicre serisi kronik miyeloid l6seminin blastik kriz evresinden
kaynaklanan hiicre dizileridir (Lozzio ve Lozzio, 1975). Glutatyon sistemi, oksidatif
stres, eritroid farklilasma ve anti-kanser tedavilerinin gelistirilmesi ile ilgili
caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (Koeffler ve ark., 1980, Nakajima ve ark.,
1993).

Elektron mikroskobunda bakildiginda K562 hiicreleri kolay bagintili, diizgiin
sekilli, kisa mikrovilliislii, farklilasmis 16semik hiicrelerine benzer sekilde goriilebilir
(Klein ve ark., 1976). Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri yaklasik
20 uM c¢apinda iki ya da daha fazla parcali niikleuslu farklilasmamis blast hiicreleri
olarak tanimlanabilir (Klein ve ark., 1976, Koeffler ve ark., 1980).

K562 hiicrelerine karst antineoplastik 6zelliklerin incelenmesinde olumlu
sonuglar aldigimiz bitki ekstrelerin farkli kanser hiicrelerine etkileri sinirli olabilir.
Bu nedenle farkli sitotoksik maddelerin farkli hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak

aydinlatilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Calismalarda 6l¢iim performansi, tekrarlanabilirlik basarisi ve karsilastirma
yapmak icin hiicre populasyon miktarlarinin anlamli bir sekilde belirlenmesine
ithtiyag vardir. Bu nedenle hiicre canlilig1 ve proliferasyonlarini inceleyebilmek igin

baz1 metodlar gelistirilmistir.

Tundis ve arkadaslar1 (2005) linear hiicre yogunlugunda total protein igerigine
duyarli indeks sayesinde dolayli olarak hiicre sayisini tahmin etmek i¢in Ulusal
Kanser Ensitiisinde in vitro antikanser taramalar1 ig¢in protein boyama
Sulforhodamin B(SRB) yontemini gelistirmislerdir. Linaria reflexa’ dan izole edilen
birlesiklerin Caco-2 ve COR-L23 hiicrelerine karsi sitotoksisitesinin belirlenmesinde
Sulforhodamin B(SRB) testi kullanilmistir.
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Shahverdi ve arkadaslar1 (2007) tarafindan Cousinia shulabadensis bitkisinin
etonolik ekstresi Wehi-164 hiicrelerine karsi antiinvaziv etkisi belirlenmistir. Bu
calismada hiicre proliferasyonunu Crystal Violet kolorimetrik yontemiyle
degerlendirmislerdir. Her deneyden sonra hiicreler soguk PBS ile yikanmis ve %35
formaldehit soliisyonuyla fikse edilmistir. Fikse edilen hiicreler %1 kristal viole ile
boyanmis ve boyanan hiicreler de %33,3 asetik asit soliisyonuyla ¢oziindiiriiliip

olusan mor rengin yogunlugu 580 nm’ de okunmustur.

Khoobchandani ve arkadaslar1 (2009) Tripan Blue ve MTT yontemi
kullanilarak Chenopodium album hiicre gelisimine etkisini incelemislerdir. Tripan
Blue testinde 6lii hiicreler boya alirken canli hiicreler boyanmaz. Uygulanan her iki

yontemin de yiizdelik inhibisyonu gercek degerleriyle ortaya koydugu belirtilmistir.

Li ve arkadaslar1 (2009) CellTiter-Glo Luminescent hiicre canlilik yontemini
kullanarak Eugenia jambolana meyvesinin meme kanseri hiicreleri {izerine
proliferasyonunu ol¢miislerdir. Canli hiicrelerdeki ATP varlifinda bu yontemde

kullanilan belirtecin liiminesans {irettigi belirtilmistir.

Calismamizda canli hiicrelerin oranini tespit etmek i¢in kolorimetrik bir
yontem olan MTT testi uygulanmigtir. MTT test yontemi, biyouyumluluk testleri
igerisinde, hizli sonu¢ alinmasi ve ¢ok hassas olmasinin yani sira materyallerin ¢ok
diisiik diizeydeki toksisitelerini dahi degerlendirilebilmesine olanak saglamasi
nedeniyle en giivenilir testlerden biri olarak kabul edilmektedir (Wataha ve ark.,
1992, Bean ve ark., 1995).

Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz
enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk
sar1 renkli MTT boyast koyu mavi-mor formazan {irlinline donligmektedir. Sonug
olarak, canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta,
6li ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem

hiicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, presipite reaksiyon liriiniiniin ¢6ziiniir hale
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getirilmesi ve reaksiyon iriiniiniin kolorimetrik olarak o6l¢limii basamaklarindan

olusmaktadir (Yaka ve ark., 2006).

Onceden bildirildigi gibi Cousinia shulabadensis tiiriiniin ekstresi ile yapilan
calismada pozitif kontrol olarak diklofenak sodyum 10, 20, 40 ve 80 upg/ml
dozlarinda fibrosarkoma (Wehi 164) hiicre serisi lizerine invazif etkileri test edilmis

ve DFS’ nin IC-50 degeri 23 pg/ml olarak tespit edilmistir (Shahverdi ve ark., 2007).

Calismamizda K562 eritrolosemik kanser hiicre serisine karsi kullanilan DFS’
nin 1000, 100, 10 ve 1 pg/ml dozlarinda uygulanmis ve IC-50 degeri yaklagik 100
pg/ml olarak tespit edilmistir.

Bitkiler, antineoplastik &zelligi bilinen bir¢cok ilacin ham maddesini
olusturmaktadirlar. Taxus baccata ve Taxus brewifolia’ dan elde edilen taxol
tirevleri (paklitaksel ve dokotaksel), Podophyllum peltatum’ dan etoposid,
Camptotheca acuminata’ dan camptothecin, Catharanthus roseus’ tan (Vinca rosae,
V. minor) vinblastin ve vincristin bitkilerden elde edilen antineoplastik ajanlarin en
iyi bilinenleridir (Mantle ve ark., 2000).

Chakraborty ve arkadaslar1 (2004) Tiliacora racemosa kokiinden izole edilen
total alkoloidlerin HL-60, K562, MCF-7, HeLa kanser hiicre serilerine maksimum
sitotoksik etki yaparken, Semecarbus anacardium’ un findik yagi sadece K562
kanser hiicrelerine etki ettigini tespit etmislerdir. Mikroskobik incelemelerde bu
ajanlarla muamele edilen hiicreler karakteristik olarak biiziilme gibi apoptozis sekli
sergilemislerdir. Apoptosisden dolayr meydana gelen kromatin kisalmasi florasan
boya ile belirlenmistir ve buradaki apoptozisin sitotoksik parametrelerle paralellik
gosterdigi goriilmistiir. Calismamizda Centaurea obtusifolia kok ekstresinin pozitif
kontrol olarak kulladigimiz DFS’den daha etkin goriilmesi kdk ekstresinin dnemini
gostermektedir. Istatiksel analizlere gore “p” degeri 0.001° dir ve ileri derecede
anlamli bulunmustur. Olctiigiimiiz sitotoksik degerlerin hiicrelerde nasil bir foksiyon
bozukluguna sebep oldugu heniiz bilinmemektedir. Bunun belirlenmesi i¢in daha
ayrintili caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Shan ve arkadaglar1 (2005) Cynanchum auriculatum (Royle ex Wight) tiiriiniin
kokiinden elde edilen etanolik ekstrenin K562 hiicrelerine kars1 yiiksek antitimor
aktivite gosterdigi belirtmektedirler. Calismamizda Linaria confertiflora etanolik kok
ekstresinin K562 hiicrelerine kars1t %51 diizeyinde sitotoksisite gosterdigi tespit
edilmistir. Istatiksel verilere gére bulunan 0.028 “p” degeri anlamlidir. K&kten elde

edilen etanolik ekstreler sitotoksik ajan olmaya aday gosterilebilir.

Turan ve arkadaslari (2006) toksik bir bitki olan Nerium oleander yaprak,
govde ve kok ekstrelerinin 16semi hiicre serileri iizerine sitotoksik etkilerini ve bu
etkide p-glikoproteinin roliinii incelemislerdir. Yaprak, kok ekstrelerinin govdeden
daha yliksek sitotoksik oldugu, p-glikoproteinin seviyesinin diistiigii belirlenmistir.
Sitotoksik etkinin p-gilikoproteinin inhibe olmasiyla ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir.
Calismamizda Linaria confertiflora yaprak, govde ve kok ekstrelerinde kontrole gore
%50 den fazla sitotoksik etki goriilmiistiir. Govdede de etkinlik bulunmas bitkilerin

biitiin kisimlarinin degerlendirilmesi adina 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Jingyong ve arkadaslart (2007) Cin halk hekimliginde gelencksel olarak
kullanilan Spiranthes australis (R. Brown) Lindl bitkisinin kokiinden spektroskopik
metodlarla elimine ettikleri dihidroflavanoidi A549, BEL-7402, SGC-7901, MCF-7,
HT-29, K562 ve A498 kanser hiicre serileri iizerinde denemislerdir. Yeni bir
antikanser dehidroflavanoid olan {iriiniin biitiin hiicre serilerine 6zellikle K562
eritrolosemik kanser hiicrelerine karsi doz bagimli inhibitér etki gosterdigi
belirtilmektedir. Caligmamizla bu ¢alismanin ortak yonii kok ekstresinin ayni hiicre
serisi tizerinde sitotoksik etkisinin arastirilmasidir. Centaurea obtusifolia kok
ekstresi, en yiiksek dozda en yiiksek sitotoksisite gosterirken Linaria confertiflora
kok ekstresi en diisiik dozda en yiiksek etkiyi gostermistir. iki bitkinin farkli
bilesenlere sahip oldugu, saflastirma yontemiyle elde edilecek bilesiklerin yeni

arastirmalarda test edilerek orijinal sonuclara ulasilacag: diistiniilebilir.

Kumarappan ve arkadaslart (2007) Ichnocarpus frutescens tiiriiniin
yapraklarinin polifenolik ekstresi U-937 ve K562 hiicre serilerinde in vitro antitimor
aktivitesi degerlendirilmistir. Sonucta proliferasyonu engelledigi tespit edilmistir.
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Calismamizda, Centaurea obtusifolia ve Linaria confertiflora’nin geng yapraklarinda
%350’ nin izerinde sitotoksik etki goriilmistiir. Bitkilerin 6zellikle geng yaprak

kisimlarinin arastirmalara konu olabilecek 6zellikleri igcermesi agisindan onemlidir.

Yuanhu ve arkadagslar1 (2007) Datura metel ¢igeginin metanolik ekstresinden
on etken madde izole etmislerdir. Birinci bilesik A2, 5B ,6B-epoxy, OH-12B, iiclincii
bilesik A** OH-6pB, OH-12p, dérdiincii bilesik A>°, OH-12p, altinci bilesik OH-30, 5
B, 6B-epoxy bu iirtinler A-549 (akciger), BGC-823 (gastrik) ve K562 (16semi) kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gostermislerdir. Calismamizda, Centaurea
obtusifolia ¢igcek etanolik ekstresinin 100 ug/ml dozunda referans drogun tim
dozlarindan daha yiiksek sitotoksitite tespit edilmistir. Ancak son 100-150 bireyle var
olmaya devam eden Sanliurfa endemigi Centaurea obtusifolia ¢igeginin
bilesiklerinin belirlenmesi icin daha ayrintili ¢alismalar yapilmasi gerektigini

Oongodrmekteyiz.

Preethi ve arkadaslar1 (2010) Calendula officinalis gi¢ek ekstresinin B16F-10
melanoma kanser hiicrelerinin akcigerdeki metastaza etkisi in vivo olarak
aragtirtlmistir. Bu ekstrenin metastaza neden olan ¢esitli genleri ekspresse ederek
iiretilen enzimlerin kanserli hiicreleri inhibe ettigini belirtmektedirler. /n vitro olan
caliymamizda yiiksek sitotoksisite tespit ettigimiz Centaurea obtusifolia ¢icek
ekstresinin saglikli doku ve hiicreler iizerine etkili olup olmayacagi in vitro ve in vivo

arastirmalarla da desteklenmelidir.

Xu ve arkadaglar1 (2010) iki yeni amid alkoloidleri 3-izoprofil-tetrahidrapirol
[1,2-a] pirimidin-2,4(1H,3H)-dion ve 1-asetil-2,3,6-triizoprofil-tetrahidropirimidin-
4(1H)-on olan Aconitum taipeicum kokiinden izole edilmistir. Bu bilesiklerin HL-60
hiicrelerine kars1 Adriyamisin ilacindan daha belirgin hiicre gelisimini inhibe ettigi
goriilmiis, K562 hiicrelerine karsi da antitiimdr aktiviteleri oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda da Centaurea obtusifolia nin kok ve ¢icek ekstresi farkli dozlarda
DFS’ den daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir. Bu yoniiyle iki calismada
kullanilan bitkilerin, antineoplastik ajan elde edilebilir materyal olduklar
diistiniilebilir.
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Skandrani ve arkadaglar1 (2010) Moricandia arvensis’nin yaprak etil asetat,
kloroform ve petrolyum eter ekstreleri kullanilarak in vitro antiproliferatif, apoptotik
ve antioksidan aktiviteleri incelenmis, K562 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
ettigi belirtilmistir. Calismamizda da, Linaria confertiflora yaprak etanolik ekstresi
DFS ve diger ekstrelerinden daha fazla (%70 civarinda) sitotoksisite tespit edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz bitkilerden farkli solventler kullanilarak ekstreler elde
edilip, bu ekstrelerin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinin 6nemli olacagin

diistinmekteyiz.

Predes ve arkadaslar1 (2011) ¢esitli ¢oziiciilerle hazirlanmig Arctium lappa kok
ekstresinin K562, MCF- 7 ve 786-0 kanser hiicre serilerine kars1 antioksidan ve in
vitro antiproliferatif aktivitesi degerlendirilmistir. Diklorometanolik ekstrenin bu
hiicrelere kars1 antiproliferatif etkisi oldugu belirtilmistir. Calismamizda Linaria
confertiflora kok ekstresinin 100 pg/ml dozunda proliferasyon goriliirken, 1 pg/ml
dozunda %51’ in lizerinde sitotoksisite tespit edilmistir. Diisiik dozda daha etkili
sonu¢ alinmasi nedeniyle kokiin ham madde temininde Onemli olabilecegini

ongdrmekteyiz.
Shoeb ve arkadaslar1 da (2006) Centaurea montana bitkisinin tohumunda
bulunan alkaloidlerin in vitro sartlarda kolon kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik

aktivite gosterdigini kaydetmislerdir.

Calismamizdaki lokalize endemik Centaurea obtusifolia tiiriniin 6zellikle

cicek ve kok kistmlarinda umut verici diizeyde antineoplastik etki tespit edilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizin sonucunda Linaria confertiflora’ nin govde, kok ve yaprak
ekstrelerinin 1 pg/ml dozunda %50° nin iizerinde sitotoksik etkinlige rastlanirken
Centaurea obtusifolia’ nin sadece geng yaprak ekstresinin 1 pg/ml dozunda
rastlanmistir. Bu bulgular bize her iki bitkinin de iizerinde daha ileri arastirmalar

yapilmasina deger birer kemoterapdtik ajan adayr oldugunu isaret etmektedir.

Bu ¢alismanin daha da ileriye gétiiriilmesinin 6nemli ve yararli olabilecegini
diisiinmekteyiz. Tasarlanacak c¢alismalarda su hususlarin  dikkate alinmasini
onermekteyiz;

¢ Ekstraksiyon islemleri i¢in degisik solventlerin kullanilmasinin bitkilerin
sahip oldugu diger ¢esitli fraksiyonlar1 ekstreye katabilecegi,

e Bitki ekstrelerinin HPLC sistemiyle daha hassas bir sekilde fraksiyonlanarak
kullanilmasinin daha kesin ve net sonuglara ulasmayi saglayacagi,

e Calismada sadece kanserli hiicrelerin kullanilmasinin yerine, ekstrelerin
saglikli hiicreler iizerinde de denenmesinin gerekli oldugunu, daha da ileri olarak
saglikli hiicreler yerine kanserli hastalarin dokularindan saflagtirilmis kanserli
hiicreler iizerinde de denenmesinin gerekli oldugunu,

e Ekstrelerin ayn1 zamanda in vivo sartlarda deney hayvanlart {izerinde
denenerek canli sistemle temasi sonucu ekstrelerde aktivite kaybi olusup
olugmayacaginin test edilmesi gerektigini,

eEkstrelerin ayni zamanda kendi aralarinda ya da etkinligi bilinen
kemoterapotik droglarla kombine edilip denenmesinin 6nemli olabilecegini,

eYoremizde bulunan Centaurea obtusifolia ve Linaria confertiflora
tiirlerinden bagka bir¢ok endemik bitki iizerinde bu arastirmalarin gerceklestirilerek,
hem y6remizin zenginligini gozler o6niine sermeyi hem de bu kapasiteyi iilkemiz i¢in
katma degere doniistiirmenin iilke ekonomisi ve insan sagligi agisindan Onemli

olabilecegini dikkatlere sunmak isteriz.
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OZET

Giiniimiizde kanser tedavisinde birgok bitkisel kaynakli kemoterapdtik ajanin
basariyla kullanilmasinin yaninda heniiz ideal sayilabilecek kemoterapotik bir ajan
bulunmamaktadir. Yeni kematerapdtik ajan arastirmalarina katkida bulunmak
amaciyla planladigimiz ¢alismamizda Centaurea obtusifolia ve Linaria confertiflora
bitki ekstrelerinin antineoplastik etkileri aragtirilmistir. Bitki 6rneklerinin ¢igek,
govde, kok ve yapraklarinin etanolik ekstreleri hazirlandiktan sonra sitotoksik
etkileri bir eritroldsemik kanser hiicre serisi olan K562 hiicreleri {iizerinde
denenmistir. ~ Sitotoksisitenin  belirlenmesinde  kolorimetrik MTT  yontemi
kullanilmistir. Bitkilerin; ¢igek, govde, kdk ve yaprak ekstrelerinin 1000 pg/ml, 100
pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml’ lik dozlar1 ve kontrol olarakta ayni dozlarda diklofenak
sodyum kullanilmistir. K562 kanser hiicre serileri tizerinde en yiiksek sitotoksik
etkinlik Linaria confertiflora’ nin yaprak ekstrelerinin 1000 pg / ml dozunda (%70)
saptanmistir. Ayni sekilde Centaurea obtusifolia’ min ¢igek ekstresinin 100 pg/ml ve
kok ekstresinin 1000 pg/ml dozlarinda (% 68) sitotoksik etkinlik saptanmustir.
Uygulanan en diisiik doz olan 1 pg/ml dozu igin en yiiksek sitotoksik etki Centaurea
obtusifolia’ nin geng yaprak ekstresinde (% 56) ve Linaria confertiflora’ nin gévde
ekstresinde (% 55) saptanmistir. Bu sonuglar ¢alismamizda kullanilan bu bitkilerin
cesitli kisimlarindan elde edilen ekstrelerin kanser hiicreleri iizerinde 6nemli dlgiide
sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Kemoterapotik ajan adayi
olabilecek Sanliurfa yoresine endemik olan bu bitkiler tizerinde daha detayl in vivo

caligmalarin gerceklestirilmesinin yararli olacagina inanmaktayiz.
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SUMMARY

Although, many plant derived chemotherapeutic agents are recently being
successfully used in cancer treatment, we couldn’t find an ideal chemotherapeutic
agent yet. In this study for we investigate antineoplastic effects of Centaurea
obtusifolia and Linaria confertiflora plants extracts to contribute new
chemothrapuetic agent researchs. Enthanolic extracts of the plants were prepared
from flower, body, root and leaves separately and cytotoxic effects of these extracts
were tested on K562 erythroleukemic cell lines. Cytotoxicity was determined by
using colorimetric MTT assay. Flower, body, root and leaf extracts of these plants
were used in doses of 1000 pug/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml and Diclofenac
sodium was used with same doses for positive control. Maximum cytotoxic effects
on K562 cancer cell line were obtained from 1000 pug / ml of leaf extracts of Linaria
confertiflora (70 %). Centaurea obtusifolia’ s 100 pug/ml flower extracts and 1000
ng/ml root extracts showed maximum cytotoxic effects (68 %). Maximum cytotoxic
effects for minimum dose (1 pg/ml) of plant extracts were found in Centaurea
obtusifolia’ s upper leaves extracts (56 %) and in Linaria confertiflora’ s body
extract (55 %). Our results showed that some of our plant extracts have significant
cytotoxic effects on cancer cells. We believe that some detailed in vivo studies on
endemic plants for in Sanlurfa region which can be candidate for chemotherapeutic

agent will be useful.
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