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OZET

Bu cahsmada Achillea teretifolia Willd.’in su ve metanol oOziitlerinin
antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasi1 amacland.
Bu amacla oziitlerin antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk ve minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MiK) ile, antioksidan etkileri ise 2,2’-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiiriicii aktivite ve Folin-Ciocalteu reaktifli
fenolik icerik tayini ile incelendi. Oziitlerin sitotoksik etkileri HeLa (Serviks
Kanseri), MCF-7 (Meme Kanseri), DU145 ve PC-3 (Prostat kanseri) ve insan
gingival fibroblast (HGF) hiicre dizileri iizerinde 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2, 5-
difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemiyle belirlendi. Sitotoksisite propidium
iyodiir (PI), 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve 3’,3’-diheksiloksakarbo
siyanin iyodiir (DiOCs) floresan boyama yontemleriyle de arastirildi. Sitotoksik
etkili oziitlerde Western blotlama ile apoptotik yolagi uyaran aktif kaspaz-9 ve
poli ADP riboz polimeraz (PARP) proteinleri arastirildi. Sonuclara gore,
metanol oziitiiniin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etkili iken, su oziitiiniin
antimikrobiyal bir etki gostermedigi tespit edildi. Antioksidan aktivitede ise,
metanol oziitiiniin suya gore DPPH siipiiriicii aktivitesi ve fenolik icerigi daha
yiiksek bulundu. Oziitlerin 0,001-25 pg/ml konsantrasyon araliginda ve 24 saat
siirede PC-3 ve DU145 hiicre dizilerine kars: sitotoksik bir etkisi bulunmazken,
MCF-7 (IC50>100pg/ml) ve HeLa’ya (Metanol 1Csy: 0,0055+0,0040 pg/ml, Su
ICso: 0,10+0,05 pg/ml) kars: sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi. PC-3 ve



DU145 hiicre dizilerinin daha yiiksek konsantrasyondaki oziitlerle muamelesi
sonucu su (PC-3 icin 1Cs):1,30+0,03 mg/ml, DU145 icin 1Cs¢:1,30+0,05 mg/ml)
ve metanol (PC-3 icin 1Cs5¢:0,35+0,06 mg/ml, DU14S5 icin 1Csy:0,40+0,05 mg/ml)
oziitiinde sitotoksik etki saptandi. HGF’ye karsi ise su oziitii etkisizken, metanol
oziitiinde 48 saatte konsantrasyona bagh sitotoksik etki tespit edildi. Floresan
boyama ve Western blotlama sonu¢larina gore metanol oziitiiniin HeLa hiicre
dizisini PARP ve kazpaz-9 enzimlerini aktive ederek apoptoza gotiirdiigii
belirlendi. Sonug¢ olarak oziitlere en duyarh kanser hiicresinin HeLa oldugu ve

metanol oziitiiniin tiim deneysel ¢aliymalarda su oziitilne gore daha etkili

oldugu tespit edildi.

Bilim Kodu :203.1.104

Anahtar Kelimeler : Achillea teretifolia Willd., antimikrobiyal, antioksidan,
sitotoksik etki
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ABSTRACT

In this study, it is aimed to investigate antimicrobial, antioxidant and cytotoxic
effects of Achillea teretifolia Willd. extracts. On this way, the extracts were
analysed for antimicrobial and antioxidant activity by agar well difussion,
minimum inhibition concentration (MIC), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radical scavenging and phenolic content detection with Folin-Ciocalteu
reactive. Cytotoxic effects of the extracts were detected by 3-(4,5-dimetilthiazol-
2-yl)-2, S-difeniltetrazolium bromid (MTT) method on HeLa (Cervix cancer),
MCF-7 (breast cancer), DU145, PC-3 (prostate cancer) and human gingival
fibroblast (HFG) cells and also by propidium iodide (PI), 4',6-diamidino-2-
fenylindole (DAPI) and 3,3-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg) fluorescence
dyes. Active caspase-9 and poli ADP ribose polimerase (PARP) proteins were
investigated by Western blotting in cytotoxic extracts. According to the results,
only methanol extract had antimicrobial effect against some bacteria. In
antioxidant result, methanol extract had higher DPPH scavenging effect and
phenolic content than water extract. Although the extracts at 0,001-25 pg/ml
concentration range had no cytotoxic effects on PC-3 and DU14S5 in 24 hours,
they were effective on MCF-7 (IC50>100pg/ml) and HeLa (methanol I1Csy:
0,0055+0,0040 pg/ml, water 1Csp: 0,10+0,05 pg/ml). As a result of treatment with

higher concentrations of the extracts on PC-3 and DU145, there was cytotoxic



vil

effects of the extracts on PC-3 (water 1Cs:1,30+0,03 mg/ml, methanol
1C50:0,35£0,06 mg/ml) and DU145 (water 1Csp:1,30£0,05 mg/ml, methanol
1C50:0,40+£0,05 mg/ml). Water had no cytotoxic effect on HGF, but according to
concentrations, methanol in 48 hours had cytotoxic effects. In fluorescence dyes
and Western blotting results, methanol extract had an apoptotic effect
activating PARP and caspase-9 enzymes on HeLa cell line. As a consequence, it
is detected that HeLa was the most sensitive cell line and in all of the

experiments, methanol extract was more effective than water extract.

Science Code :203.1.104

Key words : Achillea teretifolia Willd., antimicrobial, antioxidant,
cytotoxic effect
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1. GIRIS

Tirkiye degisik iklim ve ortam kosullarina sahip olmasi ve ii¢ floristik bdlgenin
birlestigi bir kesimde bulunmasi nedeniyle bitki tiirii bakimindan Avrupa iilkelerine
gore daha zengin bir iilkedir [Baytop, 1999]. Giliney Avrupa ile Giliney Bati Asya
floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun orijin ve farklilasma
merkezinin Anadolu olusu, muhtemelen ekolojik ve fitocografik farklilagma ile ilgili
olarak tiir endemizminin yiiksek olusu bu zenginligin diger nedenlerini
olusturmaktadir [Dagc1 ve ark., 2002]. Tiirkiye’de bulunan dogal bitki tiirii sayist 10
754 civarinda olup bu bitkilerin 3,708’1 endemiktir (endemizm oran1 %34,8) [Cosge
ve ark., 2009].

Gelismekte olan ¢ogu iilke ile birlikte Tiirkiye'de geleneksel bitkisel ilaglarin yaygin
olarak kullanildig1 goriilmektedir. Tiirkiye’de bitkisel ila¢ caligsmalar ile ilgili ¢esitli
kayitlar mevcuttur. Bugiline kadar insan saghigi icin kullanilan bitkisel ilaglarin

sadece %25°1 10 000 ¢igekli bitki tiiriinden elde edilmistir [Ulukanli ve ark., 2005].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinya popiilasyonunun yaklasik %80’inin 6ncelikli
saglik ihtiyaclarin1 geleneksel bitkisel ilaglardan karsiladigini tahmin etmektedir
[Kumar ve ark., 2006]. Diinya’daki 250 000 cigekli bitki tiirlerinden 20 000’den
fazlas1 (%10) sifali bitki olarak siniflandirilmaktadir. Dogadan insanlar tarafindan
toplanan bu bitkiler diinyada sagligin korunmasinda temel bir faktordiir [Cosge ve
ark., 2009]. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli bitkiler yillardan beri halk
arasinda ¢ay, baharat ve tedavi amagl olarak kullanilmaktadir [Toroglu ve ark.,
2006]. Bunlarin c¢ogu geleneksel olarak kullanilan ila¢ ve insektisitlerin ana
kaynagm olusturmaktadir [Cetin ve ark., 2006]. Ozellikle bitkilerin yaglar1 ile kok,
yaprak, dal ve ¢igeklerinden elde edilen 6ziitleri ham ve islenmemis gida korumasi,
alternatif ilag ve dogal tedaviler i¢in kullanilmaktadir. Ayrica bitki 6ziitleri kozmetik
ve parflimeri endiistrilerinde de ¢ok dnemlidir [Cetin ve ark., 2006; Benli ve ark.,
2007]. Tiirkiye’de gida, baharat veya ilag¢ olarak kullanilan yabani bitkilerin sayis1
500 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu miktarin Avrupa iilkelerinde

kullanilan tibbi bitki miktar1 ile karsilastirildiginda oldukc¢a diisiik oldugu



goriilmektedir. Ornegin Fransa’da bilinen tibbi bitki miktar1 1500 kadardir [Baytop,
1999].

Tiirkiye’de tibbi bitkiler hastaliklarin tedavisinde onemli bir role sahiptir [Kiiltiir,
2007]. Tibbi bitkiler yilizyillardir aktif biyomolekiillerin 6nemli bir kaynagini
olusturmakta ve drog olarak kullanilan kisimlar1 (yaprak, cicek, tohum, kok, kabuk
vs.) i¢lerindeki etkili bilesikler nedeniyle hastaliklari iyilestirmektedir [Baytop, 1999;
Dulger ve Gonuz, 2004]. Birgok hastalig1 tedavi etmek ve Onlemek i¢in bunlarin
diisiik yan etkileri ve yararli 6zelliklerinden dolay1 tibbi bitkilerin kullanimi diinya
capinda artmaktadir. Tibbi bitki iirlinlerinin kimyasal kompozisyonlarina olan ilgi
beslenmede ve biyokimyasal arastirmalarda bunlarin kullanimlarim1 daha da
arttirmaktadir [Basgel ve ark 2006]. Bitki kokenli ilaglar ozellikle gelismekte olan
iilkelerde bazi hastaliklarla savagmak i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Yaygin
hastaliklar1 (soguk alginligi vb.) tedavi etmek i¢in diinya popiilasyonunun yaklasik
%60-80°1 hala geleneksel bitkisel ilaglara dayanmakta ve sanayilesmis toplumlarda
geleneksel bitkisel ilaglarin kullanimina yonelik artan bir giiven gozlenmektedir

[Mothana ve ark., 2010; Uysal ve ark., 2010].

Son yillarda sentetik kokenli ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi, ozellikle
antimikrobiyal olarak kullanilan sentetik ilaglara karsi organizmalarin direng
olusturmalar1 gibi sebepler dogal bitkisel kaynaklarin Onemini daha da c¢ok
arttirmistir [Dagc1 ve ark., 2002]. Bitkisel materyaller eski medeniyetlerden beri
enfeksiyon hastaliklarini igeren hastaliklarla savasmak icin 6nemli bir kaynak olarak
degismeden kalmaktadir [Dogan ve ark., 2010]. Klasik klinik uygulamalar bitki
yaglariin sistit, intestinal enfeksiyonlarini iyilestirmek ve ¢ocuklarin kulak
enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullanimimi igermektedir. Yaygin sekilde gida
olarak kullanilan bazi bitkilerin de antimikrobiyal etkiye sahip oldugu anlagilmstir.
Ornegin, Allium sativum (sarmmsak) standart antibiyotiklerle kiyaslanabilen bir

antimikrobiyal etki gdstermektedir [Abascal ve ark., 2002].

Aragtirmacilar bakteri, fungi, virlis ve parazitlerin neden oldugu enfeksiyon

hastaliklarina kars1 genis spektrumlu yeni antibiyotikleri gelistirmek i¢in uzun



yillardir ¢alismaktadirlar. Genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi
ilag direncinin olusumuna neden olmaktadir [Karaalp ve ark., 2009]. Insana y&nelik
patojen mikroorganizmalardaki ¢oklu ilag direnci enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan ticari antimikrobiyal ilaglarin geligigiizel
alinmasimma bagli olarak gelismektedir. Bu nedenle bilim adamlar1 ¢oklu direng
gelistiren bakterilere kars1 yeni antimikrobiyal maddeler gelistirmeye calismaktadir
[Dogan ve ark., 2010]. Benzoin ve emetin gibi mikroorganizmalarin {iremesini
engelleyen yeni bilesikler bitkilerden izole edilmektedir. Bitkilerden elde edilen
antimikrobiyal bilesikler su an kullanilan antibiyotiklerden farkli bir mekanizmayla
bakterilerin tiremesini engellemektedir [Eloff 1998; Talib ve ark., 2010]. Bu nedenle
son yillarda bitkiler ile ilgili aragtirmalarda 6nemli bir artis vardir [Eloff 1998].
Birgok calisma ile bitkilerin in vitro mikrobiyal direnci gidermekte oldugu ve

antibiyotiklerle sinerjik olarak etkilestigi gosterilmistir [Abascal ve ark., 2002].

Son birkag¢ yildir, tibbi bitkilerin ve Oziitlerinin antioksidan ve radikal siipiiriicii
Ozelliklerine olan ilgi de biiyiilk bir oranda artmaktadir. Antioksidanlarin ekzojen
kaynagimi saglayan bitkiler, hiicrelerin dogal savunma sistemlerine yardimci
olabilmektedir. Bu yiizden, geleneksel olarak genis ¢apta kullanilan bitkilerin ve
bitki 6ziitlerinin antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zelliklerinin degerlendirilmesi
gerekir [Giorgi ve ark., 2009]. Ayrica islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilan
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianizol (BHA) gibi bazi
sentetik antioksidan bilesiklerin yan etkilere sahip olabilecegi rapor edilmistir [Mavi
ve ark., 2004; Unal ve ark., 2008]. Antioksidanca zengin besinlerin diyetle alimi ile
insanlarda goriilen birgok hastaligin meydana gelme siklig1 arasinda zit bir iligki
oldugu ileri siiriilmektedir. Bu ylizden, dogal antioksidan kaynaklarinin belirlenmesi

ile ilgili aragtirmalar 6nem tagimaktadir [Mavi ve ark., 2004].

Antioksidanlar viicutta bulunan 6zellikle serbest radikal gibi bazi toksik maddelerin
olusumunu Onleyen bilesiklerdir. Beta karoten, askorbik asit ve o-tokoferol gibi
antioksidanlarin, in vivo ve in vitro ¢aligmalar ile serbest radikallerin neden oldugu

oksidasyonu onledigi kanitlanmistir [Serteser ve ark., 2009].



Insan dahil tiim aerobik organizmalar oksidatif hasara karsi koruyucu olan
antioksidan savunmaya sahiptir [Mavi ve ark., 2004]. Enzimatik (Siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) ve enzimatik olmayan (glutatyon, vitamin
C ve E) antioksidan savunma sistemleri oksidanlarin ortadan kaldirilmasinda énemli
rol oynamaktadir. Epidemiyolojik c¢alismalar, giiclii antioksidan iceren gidalarin
reaktif oksijen tiirleri (ROT)nin neden oldugu diizensizliklere karsi potansiyel
koruyucu bir etki gosterdigini belirtmektedir. Antioksidanlar ROT’leri ortadan
kaldirmakta veya oksidatif zincir reaksiyonunun baslamasi veya c¢ogalmasini
erteleyebilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri protein, DNA ve lipit gibi temel
biyomolekiillerin yiiksek oranda hasarina neden olmaktadir. Bu ylizden anti-
oksidanlar reaktif oksijenlerin neden oldugu bu hasar1 tamir edebilmekte veya

onleyebilmektedir [Ardestani ve Yazdanparast, 2007; Esmaeili ve ark., 2010].

Insan viicudundaki antioksidan sistemlerin onemli bir kismi beslenme icerigine
baglidir [Ebrahimzadeh ve ark., 2009]. Antioksidanlar genis capta cesitli meyve ve
sebzelerde, bitki oziitlerinde, mesrubatlarda, sifali bitkilerde, baharat ve yar1 sentetik
tiriinlerde bulunmaktadir [Reddy ve ark., 2003]. Dogal antioksidanlarca zengin
gidalarin  tliketimi, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesi ile

iliskilendirilmistir [Kratchanova ve ark., 2010].

Bitkiler hastaliklar1 tedavi etme potansiyeline sahip olan bir¢ok biyoaktif sekonder
metabolitin zengin kaynaklaridir. Bu metabolitlere 6rnek olarak flavonoidler,
fenoller, fenolik glikozitler, doymamis laktonlar, siilfiir bilesikleri, saponinler,
glukozinolatlar ve siyanogenik glikozitler verilebilir [Talib ve ark., 2010]. Fenolik
bilesikler, bitki aleminde genis oranda bulunan ve gida, kozmetik ve farmosdtikal
endiistrilerde ¢oklu uygulamalara sahip olan sekonder bitki metabolitlerinin genis bir
heterojen grubunu olusturmaktadir [Banerjee ve Bonde, 2011]. Antioksidan aktivite-
ye sahip tipik fenolik bilesikler biiyiik oranda fenolik asitler ve flavonoidlerdir.
Kafeik asit, ferulik asit ve vanilik asidi igeren fenolik asitler, bitki aleminde
yaygindir [Spiridon ve ark., 2011]. Fenolik bilesikler tarafindan sahip olunan
antioksidan kapasite esas olarak, bunlarin indirgeyici ajanlar olarak rol oynamalarina

izin veren redoks ozelliklerine, hidrojen verilerine, singlet oksijen bastiricilarina veya



metal selatorlerine baglidir. Antioksidanlar olarak rol oynamalarimin yanisira, bu
bilesikler antialerjik, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antitrombotik, kardioprotektif
ve vazodilator etkiler gibi genis capli tibbi 6zellikler sergilemektedir [Banerjee ve

Bonde, 2011].

Dogal firiinler, ilag hammaddelerinin zengin kaynaklaridir. Cesitli yapidaki bircok
yeni dogal bilesik bitkilerden izole edilmektedir. Su an kullanilabilir ilaglarin
%350’den fazlasi dogal bilesiklerdir ve kanser durumunda ise bu oran %60’dan daha
fazladir. Bu durum ila¢ firmalar1 ve yeni ilag arastirmalarina kendini adamis

enstitiilerin artan ilgilerinden kaynaklanmaktadir [Gordaliza, 2007].

Tiirkiye’de bitkisel tedavilere olan ilgi hizli bir sekilde artmaktadir. Bitkisel
karisimlar geleneksel Tiirk ilacinin ¢ok Onemli bir pargasini olusturmaktadir.
Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada, 550 saglikli yetiskinde sifali bitki kullaniminin
yayginhgr %72,5 olarak tespit edilmistir. Tibbi bitkiler (6zellikle Urtica dioica)
kanser hastalar1 arasinda siklikla hastaliga care olarak kullanilir ve Tiirkiye’deki en

popiiler alternatif kanser tedavisidir [Goziim ve Unsal, 2004].

Cesitli  bitki kokenli bilesikler basarili bir sekilde hala kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae)
bitkisinden elde edilen Vinca alkaloidleri igeren vinblastin (Velban®™) ve vincristin
(Oncovin®), lignan tiirevleri olan etoposid ve teniposid verilebilir [Rocha ve ark.,
2001; Mesquita ve ark., 2009; Sardari ve ark., 2009; Junior ve ark., 2010]. Son
zamanlarda antikanser ilaglara karsi olusan bir diren¢ s6z konusudur. Bu yiizden
daha etkili ve daha az toksik ilaglarin farmasétikal sanayi tarafindan arastirilmasi ve
gelistirilmesi gerekli olmaktadir. Diyetle veya tibbi bitkilerden alinan bir¢ok
maddenin ve kanseri engelleyici ve antitiimoral ajanlarin birgok deneysel

karsinogenez modelinde etkili oldugu bilinmektedir [Russo ve ark., 2005].



Bu tez calismasinda Achillea teretifolia Willd. bitkisinin biyolojik aktivitesinin
arastirtlmas1 amaclanmistir. Bunun i¢in bitkinin su ve metanol Oziitlerinin
antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik etkileri incelenmistir. Oziitlerin 25, 50 ve
100 mg/ml konsantrasyondaki antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk, antioksidan
etkileri 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) siipiiriicii aktivite ve Folin-Ciocalteu
reaktifli fenolik igerik tayini yontemleriyle arastirilmustir. Oziitlerin sitotoksik etkileri
androjen bagimsiz prostat (DU145, PC-3), meme (MCF-7), serviks kanseri (HeLa)
ve insan gingival fibroblast (HGF) hiicre dizilerinde MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolyum bromid) yontemiyle incelenmistir. Hiicre kiiltiiriinde yiiksek
sitotoksik etkili 0ziit/6ziitlerin kanser hiicre dizileri iizerine farkli siiredeki sag
kalimlarina bakilmigtir. Mevcut sitotoksik etkinin kanser hiicrelerinde apoptozu
tetikleyip tetiklemedigini arastirmak amaciyla propidyum iyodiir (PI), 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), 3’,3’-diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOCy)
floresan boyama yoOntemleri kullanilmistir. Son olarak da Western Blotlama
yontemiyle apoptotik yolagin 6nemli biyomarkirlar1 olan aktif poli (ADP riboz)

polimeraz (PARP) ve kaspaz-9 proteinlerinin mevcudiyeti arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Asteraceae Angiospermlerin en genis familyalarindan biridir. Son siniflandirmaya
gore 4 alt familyaya ve 17 tribusa ayrilmaktadir. Amerika’nin Giineybatisi, Meksika,
Giliney Brezilya, Orta ve Gilineybati Asya ve Avustralya’ya kadar uzanan cesitli
bolgelerde genis capta yayilis gostermektedir. Familyanin cografik orijininin filo-
genetik olarak Giiney Amerika oldugu kabul edilmektedir. Bugiine kadar familya
igerisinde 1535 cins ve 26 000 tiir rapor edilmistir [Dogan ve ark., 2009].

Asteraceae familyast Tiirkiye Florasi’na goére 136 cins ve 1195 tiir ile temsil
edilmektedir. Buna gore hem tlir hem de cins bakimindan floramizin en zengin
familyasidir. Familyanin tiir sayis1 bakimindan en biiyiik cinslerini; Centaurea L.
(180 tiir), Hieracium L. (103 tiir) ve Cirsium Mill. (58 tiir) olusturmaktadir.
Asteraceae ayn1 zamanda en ¢ok endemik tiire sahip bir familyadir. Bu familya
toplam 446 endemik tiir igermektedir ve endemizm oranm1 % 37,3’tlir [Davis ve Tan,

1988; Giiner ve ark., 2000; Davis, 1975].

Asteraceae (Compositae) kozmopolit bir dagilima sahiptir. Bu familyadaki bitkilerin
habitat tercihi ve yasam formlar1 ¢esitlilik gdstermektedir. Bu cesitlilik tropikal ve
kurak cevrelerdeki sucul, otgul, ¢alimsi1 formlar1 ve tropikal yagmur ormanlarindaki
agagclar1 icermektedir. Familyadaki bitkilerin ¢ogu otsudur. Cali veya aga¢ formunda
olanlarin sayis1 azdir. Bazilar siit igeren otsulardan ve nadiren tirmanici bitkilerden
olugur. Cesitli 0zellesmis morfolojik karakterlerinin (kapitulum, yiiksek oranda
indirgenmis ve degismis c¢icekler, alt durumlu yumurtaliklar, birlesik anterler) bir
arada bulunmasi familyanin dogalligin1 desteklemektedir. Familya bitkilerinin ¢cogu
Compositae tipi salgi tiiyii ve ortii tilyii tasir. Igerdikleri bilesikler nedeniyle
bitkilerin ¢ogu eczacilikta, gida endiistrisinde ve lateksinden dolay1 diger sanayi
alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica Asteraceae tiirleri sebzeler (marul, enginar,
hindiba), yag kaynaklar1 (ay cicegi, aspir), insektisitler (pire otu) ve bahge siis
bitkileri (krizantem, dalya, kadife ¢icegi ve diger bir¢ok bitki) olarak genis ekonomik



bir 6éneme de sahiptir [Jansen ve Palmer, 1987; Baytop, 1998; Se¢men ve ark.,

2000].

2.2. Achillea Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Achillea L. 1liman kusakta bulunan, Asteraceae (Compositae) familyasina ait ¢ok
yillik bir cinstir [Davis, 1975]. Cesitliliginin merkezi, tiim seksiyonlarinin olustugu
yer olan Giiney Dogu Avrupa ve Giliney Bati Asya’dir. Yara iyilestirilmesinde
bitkileri kullanan Achilles’den sonra isimlendirildigi i¢in mitolojik bir ge¢cmise
sahiptir. Achillea L. cinsinin yeryliziinde tanimlanan tiir sayisinin yaklagik 140’a
ulast1g1 tahmin edilmektedir [Unlii ve ark., 2002, Celik ve Akpulat, 2008; Arabaci ve
Budak, 2009]. Tiirkiye’de Achillea cinsi bes seksiyondan olusan 46 tiire (52 takson)
sahiptir. Bunlarin 23’1 Anadolu’ya endemiktir [Davis, 1975; Giiner ve ark., 2000;
Arabaci ve Yildiz, 2006; Celik ve Akpulat, 2008; Arabact ve Budak, 2009]. A.
ketenoglui H. Duman ve A. milliana H. Duman tiirleri Tiirkiye Floras1 kitabinin
ikinci ek cildinde (11. cilt) sonradan tanimlanmus tiirlerdendir [Giiner ve ark., 2000].
Ayrica Tiirkiye’deki tiirleri tip orneginden bilinen ve sinonim olarak kabul edilen
Achillea boissieri Hausskn. ex Boiss.’in ayr1 bir tiir olduguna karar verilmistir
[Arabact ve Yildiz, 2006]. Achillea hamzaoglui Arabaci&Budak ve Achillea sivasica
Celik & Akpulat tiirleri de literatiirde yayinlanan yeni tiirlerdir [Celik ve Akpulat,
2008; Arabaci ve Budak, 2009].

Achillea L. Diinya c¢apinda genis dagilimli ve eski ¢aglardan beri kullanilan bir tibbi
bitkidir. Achillea tiirlerinin fitokimyasal arastirmalar1 bu cinsten elde edilen bir¢ok
bilesigin yiiksek oranda biyoaktif oldugunu ortaya g¢ikarmustir. Achillea tiirlerinin
bliyiik bir cogunlugu tedavi edici uygulamalara sahiptir. Bu tiirler Anadolu’nun en
onemli ekonomik bitkileridir [Saeidnia ve ark., 2011]. Bazi Achillea tiirleri cesitli
amagclar icin halk ilac1 olarak kullanildigindan dolay1 etnofarmakolojik bir 6neme de
sahiptir [Unlii ve ark., 2002]. Baz1 tiirlerden hazirlanan bitki caylar1 ¢ok siklikla
ditiretik, abdominal agr1 icin, diareye karsi, mide gazi ve mensturasyonu diizenleyici,
yara iyilestirme amaciyla kullanildigi ve bu tiirlerin ugucu yaglarinin ve c¢esitli

Oziitlerinin antiinflamatuvar, analjezik, antimikrobiyal, antioksidan, spazmolitik,



insan eritrosit ve lokosit koruyucu, hemostatik, digestif ve kolagog etkileri oldugu
rapor edilmistir [Kiipeli ve ark., 2007; Akkol ve ark., 2009; Demirci ve ark., 2009].
Ayrica Achillea tiirleri kozmetikte giizel koku iiretiminde, tarimda bitki korumada

kullanilmaktadir [Akkol ve ark., 2009].

2.3. Tiirkiye’de Tedavi Amac¢h Kullanilan Achillea Tiirleri

Achillea cinsinin, halk arasinda en yaygin ve en genis kullanima sahip bir¢ok
rahatsizligin tedavisinde kullanilan tiiri Achillea millefolium’dur. Anadolu’da
olduk¢a yaygin yetisen A. millefolium halk arasinda, agr1 kesici, kas gevsetici,
sindirimi kolaylastirici, diiiretik, antiseptik, istah acici, gaz soktiiriicii, adet soktiiriicii
ve hemoroid tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. A. millefolium anti-
inflamatuar etkisi sebebi ile halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilmustir.
Ayrica gastrit, bobrek ve karaciger bozukluklarina karsi oldukca etkilidir. Bitki
icerisinde bulunan achillein isimli ac1 madde, kanamayr durdurucu etki
gostermektedir ve yapraklarindan elde edilen 06ziit, patojenlerin gelisimini
engellemektedir [Baytop, 1999; Popovic ve ark., 2002; Candan ve ark., 2003;
Applequist ve Moerman, 2011].

Tiirkiye’de A. aleppica DC. (Yilan ¢icegi), A. armenorum Boiss. et Hausskn.
(Baytaran), A. biebersteinii Afan. (Pire otu, Sar1 civanpercemi), A. kotschyi Boiss, A.
multifida (DC.) Boiss. (Ebiilmiiliik), A. nobilis L. (Ayvadana, Ayidanasi, Kurtotu),
A. setacea Waldst. Et Kit. (Tilkikuyrugu, Yilandili), A. wilhelmsii C. Koch., Achillea
phrygia Boiss. et Ball, Achillea vermicularis Trin. tedavi amagli kullanilan diger

Achillea tiirleridir [Baytop, 1999; Kiipeli ve ark., 2007].
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2.4. Achillea teretifolia Willd.

Cok yillik, 20-35 cm boyunda, gévde yuvarlak, boyuna ¢izgili, yatik-tomentos tiiylii
veya tiiysiiz. Yapraklar daginik tiiylii, seritsi-ipliksi, egri biigrii, orta yapraklar, 15-30
x 0.5-1 mm, tiiysii pargali, pargalar kiremitvari dizili, boliinmemis veya nadiren 3
loblu, 0.5 x 0.3 mm, dis¢ikli. Kapitulalar (bascik seklindeki ¢icek durumu) 10-40
adet ve semsiyemsi, korimboz 3-7 cm eninde. Kapitula sap1 4-13 mm. Involukrum
(brakte toplulugu) yuvarlaksi, tabanda ¢ukurcuklu, 3-5 mm boyunda ve eninde.
Fillariler yumurtamsi-mizraksi, hafifce sivri veya kor uglu, daginik tiiyli, i¢ fillariler
darca seffaf kenarli. Dilsi ¢igekler 5-7 adet, beyaz renkli, 2-3 mm, tiipsii ¢icekler 20-
45 adet, sar renkli. Step, kayalik yamaglar, konifer ormanlari, subalpin ¢ayirlar ve
900-2150 m yiksekliklerde yetisir [Resim 2.1.]. Cigeklenme zamani haziran-
temmuz aylaridir. i¢ Anadolu, Giiney ve Giineydogu Anadolu’da yayilis gdsterir ve

[ran-Turan elementine ait endemik bir tiirdiir [Davis, 1975; Ertekin, 2002].

Resim 2.1. A. teretifolia Willd. 1n fotografi A. Genel goriiniisii, B. Yaprak,
C. Korimbus, D. Cigekler [Arabaci, 2006].
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2.5. Achillea teretifolia Willd.’1n Teshis Anahtar

A. teretifolia Willd.”in Tiirkiye Florasi’na gore teshis anahtar1 asagidaki gibidir
[Davis, 1975].

1. Yapraklar bolmesizden 3—4-pinnatisekte kadar, linear, lanseolat ve oblongtan
genisce ovata kadar; segmentler ne transvers ne imbrikat

A Grubu

2. Yapraklar 1-2-pinnatisekt, filiform ya da linear, nadiren daha genis (linear-oblong;

A. armenorum); segmentler kiiciik, transvers, imbrikat ya da biraz ayr1

B Grubu
A Grubu
1. Yapraklar tam, oblongdan linear-lanseolata kadar
2. Dilsi ¢igekler 7-8 (-10), dilsi ¢i¢ekler beyaz, 4-8 mm 1. biserrata
2. Dilsi ¢igekler 4-5 (-9), dilsi ¢igekler sar1, 1-1,5 mm 8. sieheana

1. Yapraklar pinnatifitten pinnatisekte kadar
3. Govdenin orta kismindaki yapraklar oblongdan genis ovata kadar 820 x 3—7 cm
4. Birincil segmentler her kenarda 10-15 adet; dilsi ¢igekler 2—4, sar1, 0,7-1 mm

36. filipendulina
4. Birincil segmentler her kenarda 4-6 tane; dilsi ¢igekler 4-5, beyaz, 1,5-2,5 mm

30. grandifolia

3. Govdenin orta kismindaki yapraklar lineardan oblong-ovata kadar, 5x3 cm’den
daha biiyiik degil
5. Korimbus seyrek; kapitulumlar 4-20 (A. latiloba’da 80’e kadar), pedunkul 2,5-15
mm, dilsi ¢igekler beyaz, 2—5 mm
6. Govdenin orta kismindaki yapraklar segment ¢iftli, 1-pinnatifit, 15-20 ya da daha
fazla, rakis 2—3 mm genislikte

29. latiloba
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6. Govdeye ait orta yapraklar 2-3-pinnatisekt, eksen 1mm’den daha genis degil
7. Yapraklar seyrek, kalkik tiiylii 3. multifida

7. Yapraklar sik, basik, ipeksi-tomentos 2. fraasii var. troiana

5. Korimbus sik, kapitula ¢cok sayida (20-) 50-150 ve daha fazla, pedinkul 1-4 mm,
dilsi cicekler beyaz ya da sar1, 0,5-2 mm
8. Yapraklar sik, basik ya da + basik, ylinsii ya da ipeksi-tomenyos; dilsi ¢i¢ekler
sart, 0, 5—-1 mm
9. Bazal yapraklar basik, yiinsii-tomentos, birincil segmentler disli ya da loblu, 1-2 x
0,5-1 cm
37. clypeolata
9. Bazal yapraklar + basik ipeksi-tomentos, birincil segmentler pinnatisekt, 0,2—0,7 x
0,1-0.4 cm
38. coarctata

8. Yapraklar seyrek, basik ya da + sik, kalkik, ipeksi ya da tomentos degil; dilsi
cigekler sar1 ya da beyaz, 0,8—2 mm
10. Dilsi ¢igekler altin saris1
11. Yapraklar = homomorfik, bazal yapraklar govde yapraklarina benzer, ug
segmentler kil¢ikl ya da linear, 1-6 x 0,2—1 mm, rakis 1mm kadar genislikte

39. biebersteinii
11. Yapraklar heteromorfik, bazal yapraklarin son loblar1 4 x 0,3-0,8 mm kadar
genislikte, gdvdenin iist yapraklar1 genis, loblu ya da 1-pinnatisekt, segmentler 10 x
1,5-4 mm kadar, rakis 2—4 mm genislikte

40. cappadocica
10. Dilsi ¢igekler yiizde beyaz ya da alt yiizii beyaz, {ist yiizli krem ya da soluk sar1
12. Dilsi ¢icekler her iki yiizde beyaz
13. Yapraklar heteromorfik, bazal yapraklarin u¢ segmentleri ve/veya rakis govde
yapraklarininkinden belirgin olarak dar
14. Govde tabanda stalonlu; bazal yapraklar 2—3-pinnatisekt, rakis genellikle disli;
govdenin orta kismindaki yapraklar oblong-ovat, 2—-3 x 1-2 cm

34. kotschyi
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14. Govde tabanda stalonsuz; bazal yapraklar 2-pinnatisekt, rakis disli degil;
gbvdenin orta kismindaki yapraklar linear-oblong, 3—7 x 1-2 cm

33. crithmifolia
13. Yapraklar homomorfik, bazal yapraklarin son loblar1 govde yapraklarinkine
benzer
15. Yapraklarin u¢ segmentleri akuminat, kil¢iksi, 0,1-0,3 (0,5) mm genislikte,
genellikle sik; dilsi ¢gigekler 1-1,2 mm; involukrum 3-4,5 x 1,5-3 mm

32. setacea

15. Yapraklarin u¢ segmentleri mukronat, dar oblong, 0,2—0,5 mm genislikte, sik
degil; dilsi ¢igekler 1,5-2,5 mm; involukrum 4-5,5 x 2,54 mm

31. millefolium
12. Dilsi gigekler list yiizeyde krem ya da soluk sar1
16. Govdenin orta kismindaki yapraklar linear-oblong, 3—7 x 1-2 cm, birincil

segmentler diizensiz boliinmiis, rakis disli degil

33. crithmifolia

16. Govdenin orta kismindaki yapraklar oblong-ovat, 2-5 x 1-3 cm, birincil
segmentler + diizenli 1-pinnatifitten 1-pinnatisekte kadar, rakis genellikle disli

35. nobilis
B Grubu

1. Dilsi ¢igekler 815, 4-12 mm
2. Dilsi ¢igekler sar1
3. Involukrum 9-10 x 10—15 mm; fillariler genis saydam kenarl:

4. membranacea
3. Involukrum 4-6 x 4,5-10 mm; fillariler dar saydam kenarli

6. oligocephala
2. Dilsi ¢igekler beyaz ya da krem rengi (genellikle kuruduklarinda ise soluk sar1)
4. Govde 1-kapitulalr; dilsi ¢igekler 6-8 mm 7. sipikorensis
4. Govde 1-3-kapitulals; dilsi ¢igekler 44,5 mm 5. brachypylla
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1. Dilsi ¢igek 3-8, genellikle 4-6 (A. armenorum’da nadiren 10 ya da A.
monocephala’da 14 kadar), 0,5-4,5 mm, genelikle 1-3 mm
5. Involukrum oblong-silindirik, boyu eninin yaklasik 2 kat:
6. En alttaki fillariler triangular-ovattaan lanseolata kadar, basik tiiylii

21. aleppica
6. En alttaki fillariler subulat, lineardan linear-lanseolata kadar, + kalkik tiiyli

22. pseudoaleppica

5. Involiikre oblong-ovoidden yarikiiresele kadar, boyu eninin 1,5 katindan fazla
degil
7. Govde derin oluklu; dilsi ¢igekler sar1
8. Involiikrum yarikiiresel ya da biraz basik, 5-6 x 6-8 mm

17. magnifica
8. Involiikrum ovattan yarikiiresele kadar, 3—4,5 x 2,5-4 (5) mm
9. Yapraklar seyrek diizenlenmis, imbrikat degil, linear-lanseolat, basit ya da 3
pargall, segmentler kuspidat, tam kenarl

18. tenuifolia
9. Yapraklar sik ya da seyrek, imbrikat, 3 parcali, segmentler oblongdan lanseolata,
kenarlar dentrikulate

16. lyconica

7. Govde yuvarlak, boyuna ¢izgili, oluklu degil, dilsi ¢igekler beyaz ya da sar1
10. Dilsi ¢igekler beyaz ya da krem rengi (A. spinulifolia’da genellikle kurudugunda
soluk sar1)
11. Dilsi ¢igekler 8—10; yapraklar linear oblong, 0,5-1 cm 25. armenorum
11. Dilsi ¢igekler 5-8; yapraklar linear, 1-4 cm
12. Korimbler genellikle 10—40 kapitulumlu; involiikrum 3—6 mm genislikte
13. Bitki narin, gévde tabanda 1,5 mm c¢apinda; fillariler subakut ya da obtus, dar
saydam kenarly; dilsi ¢igekler 1,5-3 mm

23. teretifolia
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2.6. Achillea teretifolia Willd.’1n Sistematigi

Son siniflandirma sistemlerine gore Achillea cinsinin sistematikteki yeri su sekildedir

[Arabaci, 2006].

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsinif: Asteridae
Usttakim: Asteranae
Takim: Asterales
Familya: Asteraceae
Altfamilya: Asteroideae
Kabile: Anthemideae
Altkabile: Achilleinae
Cins: Achillea

Tiir: A. teretifolia

2.7. Baz1 Achillea Tiirleriyle Yapilan Biyolojik Etki Calismalar

2.7.1. Baz1 Achillea tiirlerinin antimikrobiyal etkileri

Candan ve arkadaslari, A. millefolium subsp. millefolium Afan.’in metanol 6ziit-
lerinin ve ugucu yaglarmin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir. Calisma
sonucunda metanol Oziitlerinin suda ¢ozlinmeyen kisimlarinin ya ¢ok diisiik
antimikrobiyal etki gosterdigini ya da hi¢ etki gdstermedigini belirlemislerdir. Buna
ragmen ugucu yagin antimikrobiyal 6zellik gosterdigini saptamiglardir [Candan ve

ark., 2003].

Barbour ve arkadaslari, Liibnan’da yabanil yetisen ve halk ilact olarak kullanilan 27

bitki turinin farkli kisimlarindan elde edilen su ve metanol Ozitlerinin
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antimikrobiyal etkilerini arastrmislardir. Iki farkli lokaliteden toplanan A.
damascena’nin su 0ziitli test mikroorganizmalarindan sadece Staphylococcus aureus
tizerinde etkili olurken, metanol o6ziitiiniin Escherichia coli hari¢ tim test
mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugunu tespit etmislerdir [Barbour ve ark.,

2004].

Baris ve arkadaglari, A. biebersteinii Afan. (Asteraceae) bitkisinin metanol 6ziitii ve
ucucu yaginin antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Buna gore ugucu yagin 6
bakteri (Acinetobacter baumanii-A8, Bacillus macerans-A199, Bacillus subtilis-A57,
E coli-Al, S. aureus-A215, S. aureus-ATCC-29213) 14 fungus ve Candida albicans-
A117 mayasina kars1 antimikrobiyal etki gosterdigini tespit etmiglerdir. Metanol

Oziitlinde ise antimikrobiyal etki gozlememislerdir [Baris ve ark., 2006].

Tajik ve arkadaslari, A. millefolium L. nin ¢esitli kistmlarinin alkolik 6ziitlerinin bazi
mikroorganizmalar iizerindeki inhibitdr fonksiyonun potansiyelini degerlendirmisler
ve bu potansiyeli penisilin ailesinden bazi antibiyotiklerle kiyaslamislardir.
Calismada kullanilan mikroorganizmalar deneyde iki kategoriye ayrilmistir. Kontrol
(S. aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC1730, E. coli ATCC 25922)
ve klinik olarak izole edilen mikroorganizmalar (S. aureus, Streptococcus
pneumoniae, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis) ve 2 fungi (Aspergillus niger ve C.
albicans) deneyde c¢ahsilmistir. Oziitlere karst en hassas mikroorganizmanin S.

aureus susglart oldugunu tespit etmislerdir [Tajik ve ark., 2008].

Unal ve arkadaglar1 Tirk geleneksel ilaglarinda cesitli hastaliklara care olarak
kullanilan, aralarinda A. biebersteinii Afan. ve A. millefolium L. subsp. millefolium
tiirlerinin de oldugu 25 bitkiden elde edilen c¢esitli oziitlerin 10 patojen bakteri ve 1
mayaya (C. albicans) kars1 antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. A. bibersteinii
bitkisinin metanol ve aseton oOziitiinlin Bacillus megaterium A59 bakterisine karsi
antimikrobiyal etkili oldugunu tespit etmisler, diger Achillea tiiriinde ise bir etki

gbzlememislerdir [Unal ve ark., 2008].
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2.7.2. Bazi1 Achillea tiirlerinin antioksidan etkileri

Souri ve arkadaslart A. wilhelmsii C. Koch ve A. tenuifolia Lam. tiirlerinin de dahil
oldugu toplam 60 bitki 6ziitliniin antioksidan etkisini incelemislerdir. A. wilhelmsii
tiirliniin antioksidan etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir [Souri ve ark., 2004].

Conforti ve arkadaslar1  A. ligustica All.’un ¢igekli kisimlarindan elde edilen
oziitlerin polar olmayan igerigini ve toplam fenol miktarmi ¢aligmuslardir. Oziitiin
polar olmayan fraksiyonunun ana bilesiginin triterpen moretenol (%17,228)
oldugunu, bunu takiben stigmast-6-en-3p-ol, veridiflorol ve B-amyrin (sirasiyla
%7.524, %5.078 ve %4.470) bilesiklerinin de oldugunu tespit etmislerdir. Metanol
Oziitiniin daha yiiksek radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugunu bulmuglardir

[Conforti ve ark., 2005].

Nickavar ve arkadaslari Iran’in 6 Achillea tiiriinin (A. micrantha. Willd
Asteraceae, A. filipendula. Lam., A. millefolium. L., A. tenuifolia. Lam., A.
vermicularis. Trin ve A. wilhelmsii. C. Koch.) (Asteraceae) etanol Oziitlerinin
antioksidan etkilerini ¢alismislardir. Buna gore A. micrantha ve A. millefolium
tiirlerinin dogal radikal siipiiriicii kaynaklar1 oldugunu tespit etmislerdir [Nickavar ve

ark., 2006].

Baris ve arkadaglar1 A. biebersteinii Afan.”in metanol 6ziitleri ve ugucu yaglarinin
antioksidan etkilerini iki farkli yontemle arastirmiglardir. Her iki yontemde de 6ziitiin
ucucu yagdan daha iyi antioksidan kapasite gosterdigini tespit etmislerdir [Baris ve

ark., 2006].

Wojdyto ve arkadaslar1 Polonya’da yetisen aralarinda A. millefolium’un da
bulundugu toplam 32 baharat o6ziitiiniin fenolik iceriklerini ve antioksidan
kapasitelerini arastirmislardir. Analiz edilen tiirlerde baskin flavonoidleri kuersetin,
luteolin, apigenin, kaempferol ve isorhamnetin olarak belirlerken, ana fenolik asitleri
kafeik, p-kumarik, ferulik ve neo-klorojenik asit olarak tespit etmislerdir. A.
millefolium tiriiniin bulundugu Compositae familyalarmin en yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip oldugunu belirlemislerdir. A. millefolium ve baz1 tiirlerin
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antioksidan etkisinin fenolik asitlerden 0Ozellikle kafeik ve p-kumarik asitten

kaynaklandigini tespit etmislerdir [Wojdyto ve ark., 2007].

Bozin ve arkadaslar1 A. millefolium (Adanson) Koch s./ tiirlerinin (A. collina Becker
ex Heimerl s.l. ve A. pannonica Scheele) ucucu yaglarinin in vitro antioksidan
etkilerini serbest radikal siipiiriicii etki ve lipit peroksidasyonu yontemleriyle
aragtirmislardir. A. pannonica ugucu yagnin digerine gore daha yiiksek radikal
stiptiriicli etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Lipit peroksidasyonunda ise A. collina
ucucu yagiin daha giiclii bir antioksidan etki gosterdigini belirlemislerdir [Bozin ve

ark., 2008].

Tarawneh ve arkadaslar iglerinde A. fragrantissima tiiriiniin de bulundugu 4 tibbi
bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen metanol Oziitlerinin antioksidan etkisini
calismislardir. Bitki oziitlerinin antioksidan etki gosterdigini ve sonuglarin bu bitki
tiirlerinin tibbi amagla geleneksel kullanimini kismen destekledigini tespit etmislerdir

[Tarawneh ve ark., 2010].

2.7.3. Bazi1 Achillea tiirlerinin sitotoksik etkileri

Li ve arkadaslar1 Achillea millefolium L. ¢igeginin metanol 6ziitiinden Achillinin A
(2B,3B-epoksi-1a,4p,10a-trihidroksiguai-11(13)-en-12,6a-olide,1) adli yeni bir
guaianolide izole etmislerdir. Achillinin A’nin in vitro antiproliferatif etkisi bes farkli
insan akciger tiimor hiicre dizisi (A549, RERF-LC-kj, QG-56, PC-6 ve QG-90)
tizerinde degerlendirilmis ve cisplatin ile sonuglar kiyaslanmistir. Deneysel sonuglar
Achillinin A’nin A549, RERF-LC-kj ve QG-90 hiicrelerine yonelik potansiyel
antiproliferatif etki sergiledigini gostermistir. Etkinin cisplatinden daha gii¢lii oldugu

tespit edilmistir [Li ve ark., 2011].

Trifunovic ve arkadaglar1 A. clavennae L. bitkisinin ¢esitli kisimlarini inceleyip bu
bitkiden sekiz guaianolid (1-8), ii¢ bisabolen (9-11), dort flavonol (12-15), sesamin

(lignan) ve isofraksidin (kumarin) bilesikleri elde edilmislerdir. 2, 8, 9 ve 12
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maddelerinin antiproliferatif etkileri HelLa, K562 ve Fem-X insan kanser hiicre
dizileri lizerine test edilmistir. Guaianolidler 2 (9a-asetoksiartecanin) ve 8 (apressin)
tiim hiicre dizilerine kars1 6nemli oranda sitotoksik bulunurken inducumenon (9) orta
seviyede etki gostermistir. En aktif bilesigin sitotoksik olarak da bilinen flavonol

centaureidin (12) oldugu tespit edilmistir [ Trifunovic ve ark., 2006].

Saeidnia ve arkadaslar1 Iran’da endemik bir bitki olan A. talagonica Bioss. etil asetat
Oziitlinlin  sitotoksik etkisine Brine Shrimp (Artemia salina Leach) yOntemiyle
bakmustir. Oziitten {i¢ ana bilesen izole edilmistir. Izole edilen bilesenler B-sitosterol
(1), salvigenin (5- hidroksi 4', 6, 7- ii¢c metoksi flavon) (2) ve santoflavon (5- hidroksi
4', 3', 6, 7- tetra metoksi flavon) (3) olarak tanimlanmistir. Sonugta etil asetat
Oziitliniin sitotoksik etki gosterdigi ve bundan sadece santoflavon (3) bileseninin

sorumlu oldugu tespit edilmistir [Saeidnia ve ark., 2009].

Ali ve arkadaslari, saponince zengin olan A. wilhelmsii C. Koch’un da i¢inde oldugu
iki bitkiden elde edilen ham saponinin sitotoksik etkilerini Brine Shrimp (Artemia
salina Leach) yontemiyle incelemislerdir. Bitkilerden elde edilen ham saponinlerin
sitotoksik etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Sonucta bu ham saponinlerin
sitotoksik bilesenlerin mitkemmel kaynaklar1 olabilecegini tespit etmislerdir [Ali ve

ark., 2011].

Sathiyamoorthy ve arkadaslar1 Israil’de, iglerinde A. fragrantissima Forrsk. ve A.
santolina Forrsk.’un bulundugu 66 bitkinin antitiimor etkisini hastalarin metastatik
dokularindan izole edilen iki melanoma hiicre dizisi (BG ve GA) iizerinde test
etmislerdir. Sonugta A. fragrantissima dahil olmak {izere ii¢ bitki tiiriiniin her iki
hiicre dizine karst en goze carpan sitotoksik etkiye sahip olduklarini tespit

etmisleridir [Sathiyamoorthy ve ark., 1999].
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2.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar ortamdaki bulunan oksijeni alikoyarak oksidasyon reaksiyonlarinin
baslamasini veya ilerlemesini engelleyen bilesiklerdir [Okcu ve Keles, 2009].
Antioksidan bilesiklerin potansiyel kaynaklarini sebzeler, meyveler, tohum yaglari,
hububat iiriinleri, kabuklar, kokler, baharatlar, sifali bitkiler, ham bitki ilaglar1 gibi
cesitli tipte bitki materyalleri olusturmaktadir [Kahkonen ve ark., 1999].

Normal oksidatif metabolizma, potansiyel olarak tehlikeli oksidanlar1 yani serbest
radikalleri fazla miktarda liretmektedir [Stanner ve ark., 2003]. Serbest radikaller
atomik yoriingede eslesmemis elektron tasiyan, kararsiz, hiicrelerin duyarl
kisimlarina saldirarak hasara yol acan molekiillerdir [Okcu ve Keles, 2009].
Hiicrelere ve dokulara bircok yoldan zarar verebilirler. Ornegin, biyomolekiiller ve
hiicre bilesenlerine hasar verebilir, 06zel sinyal yollarinin aktive olmasin
tetikleyebilir, toksik {iriinler {iretebilir, enzim aktivitesi, gen ifadesini degistirebilir ve
normal tamir mekanizmalarin1 bozabilirler. Antioksidanlar, serbest radikallerle
uyarilan doku hasarini radikallerin olusumunu 6nleyerek, onlar1 ortamdan siiptlirerek

veya ayrigsmalarini saglayarak 6nlemektedir [Stanner ve ark., 2003].

Saglikli bireylerde, serbest radikallerin iiretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge mevcuttur. Denge, antioksidan seviyelerinin azalmasi veya serbest
radikallerin liretiminin artmasi lehine oldugunda oksidatif stres olugsmaktadir [Parejo
ve ark., 2002]. Oksidatif stres reaktif oksijen tiirleri (ROT) gibi genelde yiiksek
reaktif molekiillerinin asirt olusumu ve/veya tamamen kaldirilamamas: olarak
tanimlanmaktadir [Ardestani ve Yazdanparast, 2007]. Oksidatif stresin, 6zellikle
yaslanmaya bagli olarak Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi ndérodejeneratif
bozukluklarda neden olabilecegi yaygin bir sekilde bilinmektedir. Dahas1 oksidatif
hasar kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, katarakt ve inflamasyon gibi

bir¢ok kronik hastalig1 baglatabilmekte ve ilerletebilmektedir [Parejo ve ark., 2002].
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2.8.1. insanda serbest radikallere karsi savunma sistemleri

Insan viicudu serbest radikaller ve diger ROT’ye karsi cesitli savunma
mekanizmalarina sahiptir. Savunmanin zararli oksidanlarin konsantrasyonlarini
azaltan glutatyon peroksidazlar, sliperoksit dismutazlar ve katalazlar1 igeren enzim
sistemleri olusturmaktadir. Siiperoksit dismutazlar siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve oksijene katalitik pargalanmasinda 6nemli olan antioksidan enzim
ailesidir. Katalaz 06zgilil olarak hidrojen peroksidin parcalanmasini katalizler.
Glutatyon peroksidazlar ise hidroperoksitlerin indirgenmesinde o©nemli olan

selenyumu iceren antioksidan enzim ailesidir [Langseth, 1995].

Beslenme serbest radikallere karsi viicudun enzimatik savunmasini siirdiirmede
anahtar rol oynamaktadir. Bu enzimlerin katalitik aktivitesi veya yapisinda selenyum,
bakir, manganez, c¢inko iceren g¢esitli temel mineraller bulunmaktadir. Bu
minerallerin temini yetersiz oldugunda, enzimatik savunmalar bozulabilir.
Savunmanin ikinci kismini antioksidanlar olarak rol oynayan kiiciik molekiiler
agirhikli  bilesikler olusturmaktadir. Bunlar okside olan kimyasal maddelerle
reaksiyona girererek zarar verici etkilerini azaltirlar. Glutatyon, ubikinol ve iirik asit
gibi bazilar1 normal metabolizma tarafindan iiretilir. Diger antioksidan maddeleri
iceren bazi1 gidalar Cizelge 2.1.°de gosterilmektedir. Bu gidalarda bulunan

antioksidanlarin ¢ogu fenolik veya polifenolik bilesiklerdir [Langseth, 1995].

Diger kii¢iik molekiiler agirlikli antioksidanlar besinlerde bulunmaktadir. Bunlarin en
iyi bilinenlerini E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit) ve karotenoidler
olusturmaktadir [Langseth, 1995]. C vitamininden farkli olarak bu antioksidanlarin
her bir grubu yapisal olarak farkli bir¢ok bilesik igerir. Bugiine kadar 600 farkl
karotenoid tanimlanmistir ve bunlarin yaklasik 50 kadar1 insan diyetinde mevcut
olabilir [Diplock ve ark., 1998]. Cizelge 2.2.’de antioksidan vitaminlerin gida
kaynaklar1 gosterilmektedir. Cizelgede meyve ve sebze olmak iizere gidalar iki

kategori olarak vurgulanmaktadir [Langseth, 1995].
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Cizelge. 2.1. Antioksidan igeren baz1 gidalar [Langseth, 1995; Bagchi ve Puri 1998].

Uriin Antioksidanlar

Soya fasulyesi Izoflavonlar, fenolik asitler
Yesil cay, siyah cay Polifenoller, katesinler
Kahve Fenolik esterler

Kirmizi sarap Fenolik asit

Biberiye, Adagayi1 ve diger baharatlar Karnosik asit, rosmarik asit
Narenciye ve diger meyveler Biyoflavonoidler, kalkonlar
Sogan Kuersetin, kaempferol
Zeytin Polifenoller

Hardal/ Zerdegal Kurkumin

Mantar Kantaksantin

Cizelge 2.2. Antioksidan vitaminlerin gida kaynaklar1 [Langseth, 1995].

Antioksidan Tiirii Gida Kaynaklar

E Vitamini Bitkisel yaglar, tohum yaglari, bugday tohumu, meyveler, et, kiimes
hayvanlari, balik.

C Vitamini Ozellikle narenciye meyveler, ¢ilek, kavun, domates, yesil yaprakl
sebzeler, brokoli ve karnabahar gibi lahana ailesindeki sebzeler.

Karotenoidler

B-Karoten Sari-portakal rengi sebzeler ve meyveler, koyu yesil sebzeler.
o- Karoten Havug

Likopen Domates

Lutein ve Zeaksantin Koyu yesil renkli yaprakl sebzeler, brokoli

B-Kriptoksantin Narenciye meyveler
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2.8.2. Bitkilerde Bulunan Antioksidan Maddeler

Bitkiler, fenolik asitler ve flavonoidler, tokoferoller (E Vitamini), karotenoidler,
askorbik asit (C Vitamini), tanenler, lignanlar ve ligninler gibi temel antioksidanlari
icermektedir. Bunlar 6zellikle bitkilerin yapraklari, ¢igeklenen dokulari, govde ve
kabuk gibi odunsu kisimlarinda bulunurlar. Bitkinin normal biiylime gelisimi,
enfeksiyon ve yaralanmalara karsi savunmasi i¢in Onemlidirler. Ayrica bunlarin
antioksidan etkilerinin yanisira baska etkilerinin de oldugu rapor edilmistir

[Kahkonen ve ark., 1999; McCune ve Johns, 2002].

Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, bitki alemindeki yaygin sekonder metabolitlerin biiyiik bir
grubunu olusturmaktadir. Bunlar bitkinin biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in temel
olan bir¢ok islevi gerceklestiren bitki metabolizmasinin iirlinleridir. Bir veya daha
fazla hidroksil grup tastyan bir veya birden fazla aromatik halkadan meydana
gelmiglerdir. Bunlar bu yapilarina bagli olarak siiflandirilmaktadir. Her bir simif
hidroksil gruplarinin say1 ve pozisyonuna ve bilesiminde bulunan diger atomlarina

gore alt kategoriye ayrilmaktadir [Hannum, 2004; Podsedek, 2007].

Fenolikler reaktif oksijen tiirlerinin elektron verme 6zelliklerine bagli olarak bunlar
stipiirticii etki gostermektedir. Bunlarin antioksidan etkinlikleri hidroksil gruplarinin
sayist ve bulundugu yerin yam sira farkli sistemlerdeki kararliliklarina baglidir.
Birgok in vitro ¢alismaya gore, fenolik bilesikler vitaminler ve karotenoidlerden daha
yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir [Podsedek, 2007]. Bunlar ayrica
bitkilerin patojen, parazit ve predatorlere karsi direngli olmalarin1 saglayarak dogal

pestisitler olarak rol oynarlar [Drewnowski ve Gomez-Carneros, 2000].

Fenolik bilesikler gidalarda basit molekiillerden ¢ok genis oligomerlere kadar biiyiik
bir aralikta bulunmaktadir. Bunlar bir¢ok gida ve icecegin sertlik ve aciligindan
sorumludurlar. Gidalardaki fenolik bilesikler siklikla glikozitler olarak mevcuttur.

Bagli sekerler bu bilesikleri daha fazla suda ¢6ziinebilir kilmaktadir. Buna ragmen,
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cok yliksek molekiiler agirlikli oligomerler genellikle suda ¢6ziinmez. Bunlara
ilaveten, benzoik asit veya sinnamik asit tiirevleri gibi diger fenolik bilesikler meyve
ve sebzelerde tanimlanmustir. Bitkisel gidalarda yiizlerce farkli fenolik bilesik
mevcut olmasina ragmen bunlarin yaklasik tigte ikisi flavonoid, dortte biri fenolik
asit olarak yaygin bir sekilde tiiketilmektedir [Drewnowski ve Gomez-Carneros,

2000; Hannum, 2004; Podsedek, 2007].

Flavonoidler

Polifenollerin en yaygin olan ve ¢esitlilik gosteren grubu karbon (C) iskeletinin (C6—
C3-C6) iizerine kurulu olan flavonoidlerdir [Podsedek, 2007]. Flavonoidler
potansiyel antioksidanlar olarak bilinmektedir [Hannum, 2004]. 5000’in {izerinde
flavonoid mevcuttur. Bunlar genellikle flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavinler
ve antosiyanidin alt siniflari i¢inde gruplandirilmaktadir. Katesinler ve kuersetin gibi
Ozgiin bilesikler bu alt smiflarin icerisinde yer almaktadir Flavonoidler genis
cesitlilikte biyolojik etkiye sahiptir. Bunlarin en Onemlisini antioksidan aktivite,
kilcal damarlar1 koruyucu etki, cesitli sathadaki tlimorlere karsi inhibitor etki
olusturmaktadir. Bunlarin kanseri Onlemesiyle olan iligkisi, antimutajenik ve
antiproliferatif yeteneklerinden, giiclii antioksidan kapasitelerinden, hiicresel sinyal,
hiicre  dongiisiiniin ~ dlizenlenmesi ve anjiyogenezde yer almalarindan

kaynaklanmaktadir [Neuhouser, 2004; Podsedek, 2007].

Hem flavonoidler hem de fenolik asitler sinerjik olarak askorbat ve tokoferol gibi
diger antioksidanlarla birlikte c¢alisabilirler. Bunlarin bu vitaminler iizerinde az da

olsa etkili olduklar1 bilinmektedir [Hannum, 2004].

C vitamini

C vitamini (L-askorbik asit, C vitaminin diger ismidir) suda ¢0ziinen Onemli
antioksidanlardan biridir. Taze sebze ve meyvelerde yaygin olup insan diyetindeki C
vitamininin %85’inden fazlasi burdan temin edilmektedir. Bir¢ok bitki askorbik asidi

D-glukoz ve D-galaktozdan sentezler. Buna ragmen, insanlar L-gluonolakton oksidaz
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yokluguna bagli olarak askorbik asiti sentezleyemez. L-askorbik asit ve
dehidroaskorbik asit C vitamininin ana besin formunu olusturmaktadir [Podsedek,
2007; Szajdek ve Borowska; 2008]. Askorbik asit ve oksidasyon iirlinii olan
dehidroaskorbik asiti iceren C vitamini, insan viicudunda bir¢ok biyolojik aktiviteye
sahiptir. L-askorbik asidin biyolojik islevleri enzim kofaktorii, radikal siipiiriicli ve
plazma membraninda elektron tasinmasinda verici veya alici, a-tokoferoliin yeniden
tiretimi, insanda kemiklerde, ligamentlerde ve kan damarlarinda bulunan hiicrelerin
gelisimine yardimci olmasidir. Ayrica viicudun enfeksiyon ve strese karsi cevap
vermesine ve demirin uygun bir sekilde kullanimma da yardim etmektedir

[Podsedek, 2007; Serteser ve ark., 2009].

Karotenoidler

Karotenoidler (karotenler ve ksantofiller) bircok meyve ve sebzede bulunan sari,
turuncu ve kirmizi pigmentlerdir. Bunlarin c¢esitleri A vitamininin Onciilleridir
(6rnegin P-karoten, y-karoten, ve B-kriptoksantin) ve konjuge ¢ift baglarindan dolay1
hem radikal siipiiriici hem de singlet oksijen bastirict 6zelliktedir. Serumda daha
diisiik P-karoten seviyelerinin mevcudiyeti, daha yiiksek oranda kanser ve

kardiyovaskiiler hastaliklarla baglant1 gostermektedir [Podsedek, 2007].

E vitamini

Karotenoidlere ilaveten, E vitamini yagda c¢o6ziinen antioksidan grubuna aittir.
Sebzelere ilaveten, kati yaglar, sivi yaglar ve taneli hububatlar E vitaminin ana
kaynagini olusturmaktadir. Bunun biyolojik aktivitesi 6zellikle a-tokoferol olmak
tizere tokoferoller ve tokotrienolleri igermektedir. E vitamini kotii huylu kolesteroliin
(LDL) oksidasyonunu engellediginden dolayr koroner kalp hastaliklarina karsi
koruyucu etki gostermektedir [Podsedek, 2007]. Ayrica hiicre membraninin lipit
kisimlariin ve gecis molekiillerinin kararliligini1 saglayarak serbest radikaller, agir
metaller, zehirli bilesikler, ilaglar ve radyasyondan hiicreleri korumaktadir.
Tokoferoller doku, deri ve kan damarlarinda serbest radikallerin zarar verici

etkilerini de onlemektedir [Serteser ve ark., 2009].
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Tanenler

Yiiksek molekiiler agirlikli polifenoller bitki tanenleri olarak bilinmektedir. Bunlar
dar1 ve arpa, nohut, ke¢iboynuzu, kuru fasiilye ve baklagiller, meyve, cay, sarap ve
hayvan yemi olan c¢esitli bitkilerde yayilis gostermektedir [Drewnowski ve Gomez-
Carneros, 2000]. Tanenler, proantosiyanidinler olarak bilinen yogunlastirilmis
hidrolize edilemeyen tanenler ve gallik asit, elajik asitin esterleri gibi hidrolize
edilebilen tanenlerden olusmaktadir. Bunlar meyve ve meyve {riinlerinin
Ozelliklerinin sekillenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Meyve ve meyve
sularinin rengindeki degisiklikler ve tart tadindan sorumludurlar. Antosiyaninlerce
zengin meyvelerde, tanenler kopolimerler olusturmak i¢in antosiyaninlere baglanarak
onlar1 saglamlastirir. Birgok meyve yogunlastirilmis tanenleri icermektedir. Hidrolize
edilebilen tanenlerle (gallik ve elajik asidin tirevleri) daha az siklikla
karsilagilmaktadir. Bunlar ¢ilek, ahududu ve bogiirtlende bulunmaktadir [Szajdek ve
Borowska; 2008].

Lignanlar

Lignanlar yapisal olmayan fenolik metabolitlerle yakindan iligkili yaygin bir gruptur.
Fitodstrojen grubundan sekonder bitki igerikleridir. Sekoizolarisirezinol ve
matairezinol Ozellikle keten tohumu, tohum yaglar1 ve tahil gibi bitkisel gidalarda
olusan ana lignanlardir. Bitki savunmasinda rol alirlar. Biyosidal ve antioksidan
ozellikler igerirler. Bircogu tipta kullamlir. Ozellikle meme ve prostat kanserine
kars1 antikanser ajanlar olarak kullanilmaktadirlar. Zayif Ostrojenik aktivitelerinin
disinda, antikanser etkilerinin nedeni antioksidan etkilerinden dolayidir [Lewis ve

ark., 1998; Niemeyer ve Metzler, 2003].

Ligninler

Fenolik maddeler damarli bitkilerdeki tiim organik karbonun %30-40’ 1
olustururlar. Bunlardan ligninler ¢cogunlukta olan metabolitlerdir [Pouteau ve ark.,

2003]. Lignin bitki dokularinda olusan, ii¢ sinamil alkolden (p-kumaril, koniferil ve
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sinapil alkoller) tiirevlenen fenilpropanoid iinitelerinden olusan polimerik bir
maddedir. Seliilozdan sonra ikinci en yaygin polimerdir. Kompleks yapilarina bagl
olarak, ligninler endiistriyel kullanimi olduk¢a sinirli olan diizensiz polimerlerdir.
Kagit ve seliiloz endiistrisinin atik {irtinleri olarak goriilmekte ve seliiloz siirecinin
enerji dengesi icin yakit olarak siklikla kullanilmaktadir. Ligninler bitki hiicre
duvarlarima saglamlik kazandirir, bitkide su tasinmasini kolaylastirir ve duvar
polisakkaritlerinin pargalanmasini1 engeller. Bu yiizden patojenlere, boceklere ve
diger herbivorlara karsi ana savunma hatt1 olarak rol oynarlar [Hatfield ve Vermerris,

2001; Pouteau ve ark., 2003].

2.9. Kanser

Kanser hiicrenin genetik materyali tarafindan kontrol edilen hiicre boliinmesinin
normal ilerlemesinde diizensizlik olusumu ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir [Reddy ve
ark., 2003]. Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik goriilen ikinci O6lim
nedenidir. DSO raporuna gére her yil, 10 milyonun iizerinde yeni kanser vakasina

tan1 konulmaktadir [Sardari ve ark., 2009; Ghavami ve ark., 2010].

Kanser yaklasik 200 hiicre tipini etkilemektedir. Organlar1 ve dokular: istila eden
hiicre Oliimii, farklilasma ve proliferasyon kontroliiniin kaybi hastaligin temel
ozelligidir [Mesquita ve ark., 2009]. Viriisler, kimyasal karsinojenler, kromozomal
diizensizlikler, tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar veya kendiliginden

transformasyon kanserin olusum nedenlerindendir [Reddy ve ark., 2003].

Kanserler, hiicre tipine bagli olarak genellikle dort gruba ayrilmaktadir. Kanserin iki
tipi olan 16semiler ve lenfomalar beyaz kan hiicreleri olan l6kosit ve lenfositlerin
gereginden cok lremesinden dolayr olugmaktadir. Sarkomalar, kas, kemik ve
kikirdak gibi embriyolojik mezodermden gelisen dokularin tiimorleridir.
Karsinomalar ise kanserlerin %85’ini olusturmakta ve bunlar bezler, meme, deri ve
tirogenital dokulardan (prostat, rahim agzi gibi) koken almaktadir [Devita ve ark.,

1997].
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2.9.1. Prostat kanseri

Bat1 diinyasinda prostat kanseri erkeklerde goriilen en yaygin kanser olup akciger
kanserinden sonra erkeklerde goriilen en sik 6liim nedenidir [Kumar ve ark, 2006].
Ulkemizde ise en sik tani konan altinci kanserdir [Polat ve ark., 2009]. Prostat
kanseri prostat bezinde ¢ogunlukla adenokarsinoma olarak ortaya ¢ikan, heterojen ve
genellikle ¢ok odakli olarak seyreden 50 yas ve iizeri erkeklerin hastaligidir [Foster
ve ark., 2000; Kosova ve Ari, 2011]. Tanisinda giinimiizde uygulanan standart
yaklagimda ilk basamagi rektal tuse ve serum prostata 6zgiin antijen (PSA) diizeyinin
tayini olusturur. PSA normalde serumda diisiik konsantrasyonda bulunabilen bir
proteaz olup prostat kanseri tanisinda ve takibinde kullanilan en 6nemli belirteg
konumundadir [Harman, 2011]. Son yillarda yogun bir bigimde PSA tarama
programlart uygulanmakta ve bunun sonucunda sistematik prostat biyopsisi
gereksinimi belirgin bicimde artmaktadir. Prostat kanserinin erken tanisi icin
kullanilan {i¢ testten biri olan transrektal ultrasonografi (TRUS) hastaligin tanis1 igin
altin standart yontem olan sistematik prostat biyopsisine dnciiliik yapmaktadir [Unsal

ve ark., 2006].

Prostat, erkek genital sisteminin en biiyiik aksesuar bezi olup erkek iiretrasinin
baslangi¢ kismini olusturur. Kismen tubuloalveoler bezlerden kismen de bu bezlerin
arasint dolduran ara dokudan yapilmis olan prostat bezi 3 cm yiiksekliginde, 4 cm
genisliginde ve 2 cm kalinliginda iri bir ceviz biiyiikliiglinde olup, yaklasik 18-20 gr
agirhiginda androjen bagimli bir organdir [Novara ve ark., 2006; Kosova ve Ari,
2011]. Buna ragmen, androjenik olmayan hormonlar da insan prostatindaki
diizenleyici olaylar iizerinde Onemli bir etki gostermektedir. Prostat cesitli
hipotalamik-hipofiz hormonlar1 i¢in hedeftir ve kendi basina otokrin ve parakrin
kontrol mekanizmalar1 boyunca biiylimenin diizenlenmesini etkileyen ¢esitli peptit
hormonlari, biiyiime faktorleri ve noropeptitleri sentezler. Dahasi folikiil stimiile
edici hormon (FSH) androjen yoklugunda bile prostatta sentezlenmektedir. Bu

ylizden prostat endokrin bir bez olarak diisiiniilebilir [Porter ve ark., 2001].
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Yeni teshis edilmis prostat kanserlerinin %30-35'1 lokal ileri veya metastatik
kanserlerdir [ Yazic1 ve ark., 2003]. Prostat kanseri [-IV arasinda evrelendirilmektedir
(Sekil 2.1.) [Pienta, 1998]. Ileri evrede, prostat kanserinin biiyiime ve gelisimi
androjen bagimsiz olmakta ve androjen islev kaybi tedavisini etkisiz hale
getirmektedir. Ileri prostat kanser hiicrelerinde apoptoza karsi diren¢ gelisimi

hastaligin tedavisinde kemoterapatik ajanlar1 yetersiz kilmaktadir [Agarwal ve ark.,

2002].

Prostat kanseri erkeklik hormonu testosteron ile iligkili oldugundan hastaligin
tedavisinde testosteronun prostat kanser dokusu gelisimini yavaglatmasi veya
Onlemesine odaklanilmaktadir. Porter ve ark. yaptigi bir ¢alismada, FSH’nin prostat
kanser patojenezini ve ilerlemesini etkileyebilecegini ve degisen FSH iiretiminin

aktif tedavide ipucu olabilecegini 6ne siirmektedir [Porter ve ark., 2001].

Evrell

Sekil 2.1. Prostat kanserinin evrelendirilmesi [Pienta, 1998].
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Prostat kanseri dliimleri kanserin kemiklere, lenf nodlarina ve androjen bagimlidan
androjen bagimsiz kanser gelisiminin ilerlemesine yonelik metastazdan
kaynaklanmaktadir [Kim ve ark.,, 2008]. Prostat kanserinin androjen bagiml
basamag1 androjen islev kaybi tedavisi ile etkili bir sekilde tedavi edilebilmektedir.
Buna ragmen hastalarin ¢gogunlugunda kanser, androjen islev kayb1 tedavisine artik
cevap vermeyen androjen bagimsiz olan 6liim basamagina ilerlemektedir [Kim ve
ark., 2008; Chang ve ark., 2010]. Biiyiik bir ¢caba sarfedilmesine ragmen, androjen
bagimsiz prostatik kanser hiicrelerinin proliferasyonunu kontrol eden etkili
olabilecek kemoterapétik bir ajan bulunamamistir [Tapia-Vieyra ve Mas-Oliva,

2001; Yua ve ark., 2009].

2.9.2. Meme kanseri

Meme kanseri kadinlarda goriilen en yaygin kanserdir [Parton ve ark., 2001;
Hostanska ve ark., 2004; Moongkarndi ve ark., 2004; Tan ve ark., 2005; Jo ve ark,
2005] ve kadinlardaki tiim kanserlerin %18’ini olusturmaktadir [Parton ve ark.,
2001]. Kadinlarda kanserle iligkili ikinci 6lim nedenidir ve gerek gelismis gerekse
gelismekte olan iilkelerde istikrarli bir sekilde artmaktadir [Moongkarndi ve ark.,
2004; Rahman ve Sarkar, 2005]. Bu kanser 40 ve 55 yas aras1 kadinlarda diinya
capinda 6liime neden olmaktadir [Kuo ve ark., 2007]. Bu kanser tiirii ayn1 zamanda
erkeklerde de goriilmektedir fakat bu oran kadinlardakinden 100 kat daha azdir
[Moongkarndi ve ark., 2004].

T.C. Saglik Bakanligi’nin verilerine gore, kadin erkek birlikte degerlendirildiginde
Tiirkiye’de ilk on kanser tiirii igerisinde akciger, prostat ve deriden sonra meme
kanseri dordiincii sirada yer almaktadir. Yine bu verilere goére meme kanseri
kadinlarda yiizbinde 35,47°1lik goriilme siklig1 ile ilk sirada yer almaktadir. Meme
kanseri goriilme riski yas ile artmaktadir. Bat1 toplumunda tiim meme kanserlerinin
%35-7s1 40 yas altinda iken, Tiirkiye’de bu oran %20 civarindadir [Bozdogan ve ark.,
20107].
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Meme kanseri genel olarak cerrahi ve radyoterapi ile kontrol edilmektedir. Ayrica
yardimci olarak kemoterapi ve hormon tedavileri ile desteklenmektedir [Kuo ve ark.,
2007]. Ostrojen reseptdrii meme kanser etiyolojisinde ve ilerlemesinde énemli bir
diizenleyici anahtar ve tedavi edici bir hedeftir. Ostrojen reseptér sinyal yolunu bloke
eden endokrin terapisi meme kanseri tedavisinde en 6nemli sistematik tedavilerden
biridir. Tamoksifen gibi antidstrojenler sistematik kemoterapiyle kiyaslandiginda
etkinliginden ve diislik toksisitelerinden dolayi, Ostrojen reseptor pozitif meme
karsinomali kadinlar i¢in yardimci bir tedavi olarak genis c¢apta kullanilmaktadir.
Fulvestrant (Faslodeks), metaztatik hormon pozitif meme kanserinde klinik olarak
kullanilan daha yeni bir Ostrojen reseptdr antagonistidir ve Ostrojen reseptdriiniin
parcalanmasina neden olur. Boylece Ostrojene hassas gen transkripsiyonunu ortadan
kaldirir. ilave olarak, iiciincii kusak aromataz inhibitdrleri (anastozol, letrozol ve
eksemestan) postmenopozal kadinlardaki adrenal olarak tiirevlenen androjenlerin
Ostrojenlere donlisiimiinii engeller ve daha iyi etkinlik ve toleranslilik saglar [Fu ve

ark., 2007].

Ostrojen gibi iireme hormonlarinin, kanser gelisiminin yanisira hiicre proliferasyonu
ve DNA hasar1 iizerindeki etkilerinin meme kanser riskinde de etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Erken menars (<12 yas), daha ge¢ yasta menopoz (>55 yas), daha
gec yasta ilk hamilelik (>30 yas) ve daha az sayida hamilelik kadinin meme kanseri
riskini kadin iireme hormonlarinin seviyelerini etkileyerek arttirmaktadir [Li ve ark.,

2009].

Epidemiyolojik veriler ¢evresel ve davranigsal faktorlerin popiilasyonlar arasi kanser
sikligimi belirlemede genetik faktorlerden daha onemli oldugunu gdstermektedir
[Sharma ve ark., 2004]. Meme kanserinin etiyolojisi genetik, hormonal ve belki de
besin il eilgili faktorlerin kompleks etkilesimini icermektedir [Ray ve ark., 2010].
Meme kanser sikligi ve oOliim oranlarindaki uluslararasi farkliliklarin endojen
hormonal ortam, yasam tarzi, cevresel faktorler, genetik yatkinlik, {iilkelerdeki
mamografik tarama faaliyetlerindeki ©Onemli farkliliklardan kaynaklandigi

belirtilmistir [Jo ve ark., 2005].
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2.9.3. Serviks (Rahim Agzi) kanseri

Serviks kanseri kadinlar1 etkileyen ikinci en yaygin kanserdir ve az gelismis
tilkelerde kanser dliimlerinin ana nedenidir [Green ve ark., 2001]. Diinya ¢apinda her
yil tahmini 371 000 serviks kanseri vakasina tan1 konulmaktadir. Bunlar, kadinlarda
goriilen kanserlerin yaklasitk %10’unu olusturmaktadir. Serviks kanseri, tiim
kanserler arasinda yedinci, kadinlar arasinda meme ve kolorektal kanserlerinden

sonra li¢iincii siradadir [Franco ve ark., 2001]. Tiirk populasyonunda ise goriilme

siklig1 (%5,31) bakimindan serviks kanseri onuncu sirada yer almaktadir [Gokge ve

ark., 2011].

Sekil 2.2. insan Papilloma Viriisii [http://www.istanbulgenetik.com/hpv-dna-testi/].

Serviks kanseri genis yas aralig ile iliskili olmasina ragmen, genellikle 50 veya 60’11
yaslarda olusur. Ortalama goriilme yast 54’°tlir. Buna ragmen, hastaligin 6n asamasi
olan epitel iginde olusan lezyonlar siklikla 40 yas alti daha geng¢ kadinlarda
olusmaktadir. Servikal intraepitelyal neoplazi (SIN) olarak bilinen bu énciil lezyonlar
serviks epitelini saran anormal biiylime ile karakterize edilir ve gesitlilik sergileyen
diizensiz olgunlasma dereceleri gosterir. Hem epitel igi lezyonlar (6rnegin SIN) hem
de serviks kanseri tiirleri siklikla insan papilloma viriisii (HPV) tasimaktadir. Serviks
epiteline tasinmadaki yetenekleri farklilik gosteren cesitli tipte HPV’ler mevcuttur.
Tip 6, 11, 42, 43 ve 44 gibi disiik risk tastyan HPV’ler yaygin olarak viral
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kondiloma ve genellikle istilact kanser olarak ilerlemeyen, serviks epitelinde orta
seviyede anormal biiyiime gosteren (SIN I) degisikliklerle iliskilidir. Bu diisiik risk
tastyan HPV’ler hemen hemen serviks kanserli kadinlarda goriilmez. Buna karsin 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68 gibi yiiksek risk tagiyan HPV’ler ise
cogunlukla serviks kanserli hastalarda gozlemlenmistir [Cannistra ve Niloff, 1996;

Franco ve ark., 2001; Waggoner, 2003].

HPV’ler genom biiyiikliikleri yaklagik 8000 baz cifti olan DNA viriisleridir. DNA
benzerligi temel alinarak tanimlanan 100’den fazla HPV tipi mevcuttur. Bunlarin
40’tan fazlas1 anogenital bolgeyi enfekte etmektedir [Franco ve ark., 2001]. Sekil

2.2.’de insan papilloma viriisli gosterilmektedir.

Yiiksek oranda sekstiel aktiviteye sahip kadinlarin yasamlarinin bazi dénemlerinde
viriis ile bir veya birka¢ kez enfekte olduklar1 goriilmektedir. Erken yasta cinsel
aktivite, ¢ok eslilik, cok esli olan cinsel partnere sahip olmak ve sigara igmek serviks
kanseri i¢in ¢esitli risk faktorleri olarak tanimlanmaktadir. HPV ile enfekte olup
kalic1 enfeksiyon veya serviks kanseri gelisimi goriilen kadinlar hormonal gebelik
Onleyicilerin kullanim1 gibi diger faktorlerden de etkilenebilir. Yapilan son
caligmalarda 5 yildan daha fazla dogum kontrol ilact kullanan kadinlarda HPV-DNA
pozitif serviks kanseri riskinin arttig1 ileri siirlilmektedir [Cannistra ve Niloff, 1996;

Smith ve ark., 2003].

2.9.4. Kanser ve antioksidanlar

Kanser olusumunun oksidatif hipotezi, kanserojenlerin hiicrelerdeki DNA ve
RNA’ya zarar veren, bu hiicreleri kotii huylu degisikliklere hazirlayan ROT’leri
irettigini ileri siirmektedir. DNA’ya yonelik oksidatif hasarin ¢ogunlugu i¢ kontrol
ve tamir sistemleri tarafindan diizeltilir. Antioksidanlarin serbest radikaller ve
oksidanlar1 noétralize ederek hiicre hasarini Onledigi bdylece kanser gelisimini

engelledigi ileri siirtilmektedir [Stanner ve ark., 2003].
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Epidemiyolojik ¢alismalar meyve ve sebze iceren fitokimyasallarca zengin
beslenmenin belirli tipteki insan kanser riskinin azalmasina yonelik katki sagladigini

gostermistir [Seeram ve ark., 2006].

Kanserli hastalarla ilgili son arastirmalar, hastalarin birgogunun (%25’ten %84’e)
siklikla tavsiye edilen beslenmeden daha yiiksek dozlarda antioksidanlar igeren ek
gidalar kullandiklarim1 gostermektedir. Kanserli hastalar tedavinin yararlarini
arttirmak, yan etkilerini hafifletmek ve/veya genel saglik durumunu siirdiirmek veya
gelistirmek i¢in kanser tedavisi siliresince ve sonrasinda antioksidan destekleyiciler
almaktadirlar. Buna ragmen, herhangi bir antioksidan takviyesinin amaglanan
herhangi bir dozu i¢in etkinlige sahip oldugu heniiz ispatlanamamustir [Ladas ve ark.,

2004].

In vitro ve in vivo calismalar belirli antioksidanlarin segici bir sekilde tiimor
hiicrelerinin gelisimini engelledigini, hiicresel farklilagsmay1 uyarabildigini ve hiicre
ici redoks basamaklarini sitotoksik tedavinin etkilerini arttirarak degistirebildigini
gostermektedir. Kemoterapi tedavisinden sonra kanser hastalarindaki antioksidan
kaybinin nedeni hastalarin tedavinin baslangicindan 6nce kanser hiicreleri tarafindan
antioksidanlarinin tiiketilmesi seklinde olabilir. Belki de kanser hiicreleri antioksidan
vitaminleri saglikli hiicrelerden daha etkili bir sekilde kullanmaktadir. Bu yiizden
antioksidanlarin plazmada doniisiim seviyeleri azalmaktadir. Bu hipotez, kanser
hastalarinin tedavinin baglangicindan once bile kontrolden daha diisiik seviyede
antioksidana sahip olmalariyla desteklenmektedir. Bu gozlemler diisiik antioksidan
durumunun neoplastik aktiviteyle ve sonradan saglhigin bozulmasi ile iliskili
olabilecegini ileri siirmekte ve antioksidan takviyesinin kanser hastalari i¢in yararh

olabilecegi fikrini desteklemektedir [Ladas ve ark., 2004].
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2.10. Apoptoz

Apoptoz, gelisim, morfogenez, doku yenilenmesi, bagisikligin diizenlenmesi ve ayni
zamanda bir¢ok patolojik olay i¢in Onemli olan programli hiicre 6lim stirecidir
[Nunez ve ark., 1998; Fiers ve ark., 1999]. Bu siiregte hiicre 6liimiiniin apoptotik
olabilmesi i¢in hiicre yiizeyinde ¢ikint1 olusumu, normalde plazma membraninin i¢
kisminda bulunan fosfatidil serinin hiicre yiizeyine ¢ikmasi, sitozolik yogunlagma,
protein capraz baglanmasi ve hiicrenin biiziilmesi, niiklear yogunlasma, niiklear
DNA’nin once biiyiik pargalara daha sonra niikleozomal fragmentlere ayrismasi ve
son olarak da plazma membran yikimi olmaksizin apoptotik cisimcikler igerisinde
o6l hiicrelerin paketlenmesi gozlenmelidir. Apoptotik cisimcikler fagositik hiicreler
tarafindan taninmakta ve ortadan kaldirilmaktadir. Bu yiizden apoptozda, dlmekte
olan hiicrenin ¢evresindeki inflamasyon yoklugu da 6nem tasimaktadir [Fiers ve ark.,

1999; Edinger ve Thompson, 2004].

Apoptoz, toksik kimyasal maddeler, kemoterapétikler, iyonize radyasyon ve
oksidanlarin dahil oldugu ¢esitli uyaricilarla baglatilabilmektedir. Reaktif oksijen
tiirleri ve oksidatif hasar, apoptozun baslamasini etkilemektedir [Wei ve ark., 2001].
Apoptoz ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stres) hem mitokondri, hem
plazma membrani ve hem de genom iizerinde olusturduklar1 hasara bagli olarak da

baslatilabilmektedir [Kiess ve ark., 1998].

Programli hiicre oliimii olarak da tamimlanan apoptoz hassas bir sekilde
diizenlenmektedir. Bu diizenin basarisizhigr  gelisimsel kusurlar, otoimmiin
hastaliklar, noérodejenaratif bozukluklar veya kanser gibi patolojik kosullarin
olusumuna neden olmaktadir [Lu ve ark., 2000; Jin ve El-Deiry, 2005]. Apoptozun
diizenleyici mekanizmalar1 ¢ok karmasik olup, kaspazlarin aktivasyonu apoptozda

yer alan temel mekanizmalardan birini olusturmaktadir [Sanmartin ve ark., 2008].
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2.10.1. Kaspazlar

Nematod Caenorhabditis elegans ile yapilan genetik analizler, hiicre 6liim siireci i¢in
ihtiyag duyulan ced-3 ve ced-4 adli iki geni tanimlamistir [Nunez ve ark., 1998]. C.
elegans ced-3 geninin klonlamast bu genin amino asit dizisinin memelilerdeki
interlokin-1B-doniistiirlicii enzim ile %29 benzerlik gosterdigini ortaya g¢ikarmistir
[Lincz, 1998]. Bu enzim hiicre 6liimiiniin kritik bilesenleri olan sistein proteazlarin
ilk gostergesini saglamaktadir. Bu gozlemler ced-3 ile benzerlik gosteren sistein
proteaz ailesinin tanimlamasini saglamistir. Bu sistein proteazlar hiicrelerde aktif
olmayan haberciler olarak sentezlenir ve apoptoz indiiksiyonunu takiben aktif
enzimleri olusturmak i¢in pargalanabilirler [Nunez ve ark., 1998; Jin ve El-Deiry,
2005]. Bu proteazlarin katalitik 6zelliklerini yansitmak i¢in kaspazlar olarak

isimlendirilmislerdir [Lincz, 1998].

Bugiine kadar memelilere ait yaklagik 14 adet kaspaz tanimlanmustir [Jin ve El-
Deiry, 2005]. Bunlarin ¢ogu apoptoz siirecinde rol almaktadir [Nunez ve ark., 1998].
Kaspazlar iglevlerine gore 3 grupta siniflandirilabilir [Jin ve El-Deiry, 2005].

1) Inflamatuvar Kaspazlar: Kaspaz-1, -4, - 5, -11, -12, -13 ve -14’ii icermektedir.
Apoptoz yerine inflamasyonda yer alir.

2) Apoptozu Baslatic1 Kaspazlar: Kaspaz-2, -8, -9 ve - 10’u icermektedir.

3) Apoptozu Yiiriitiicii (Efektér) Kaspazlar: Kaspaz- 3, -6 ve -7’yi igermektedir [Jin
ve El-Deiry, 2005].

Kaspaz 3 ve 7’nin aktivasyonu, DNA tamir mekanizmasi proteinlerinin aktifliginin
giderilmesi ve pargalanmasi ile sonuclanmaktadir. Bu proteinler DNA bagimsiz
protein kinazlar1 ve poli (ADP riboz) polimerazlar1 (PARP) icermektedir. PARP

kaspazin en iyi bilinen substratlarindan birisidir [Huerta ve ark., 2006].
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PARP (poli (ADP riboz) polimeraz)

Poli (ADP-riboz) polimeraz kaspaz-3 gibi efektdr kaspazlar tarafindan enzim
aktivitesinin kaybiyla 89-25 kDa’luk fragmentlere pargalanabilen 116 kDa
bliyiikliigiinde niiklear bir DNA tamir enzimidir [Cha ve ark., 2004; Huerta ve ark.,
2006]. DNA hasar ile aktive edilen DNA tamiri, transkripsiyonun diizenlenmesi,
DNA replikasyonu ve hiicre oliimiinde rol oynamaktadir [Son ve ark., 2009].
Polimeraz ADP-riboz iinitelerinin DNA, histonlar ve ¢esitli DNA tamir enzimlerine
ilavesini katalizler ki, bu durum replikasyon, transkripsiyon, farklilasma, gen
ifadesinin diizenlenmesini, protein parcalanmasi kadar cesitlilik gosteren hiicresel

stireci etkilemektedir [Ratnam ve Low, 2007].

PARP’in proteolitik parcalanmasi ilk olarak kemoterapi ile uyarilan apoptozda
tanimlanmistir [Rosenthal ve ark., 2001]. Bu enzimin parcalanmasi apoptoz
stirecinde dnemli bir olaydir [Sun ve ark., 1999]. PARP’1n parcalanmis sekli olan 89
kDa’luk monoklonal antikorlar ticari olarak mevcuttur. Monoklonal antikor, flow
sitometri ile oldugu kadar immiinohistokimyasal ve Western analizlerde de

kullanilabilmektedir [Huerta ve ark., 2006].

2.10.2. Apoptozun olusum mekanizmalari

Memelilerde dis sinyallerin iletiminde, bir hiicrenin i¢indeki dis (61iim reseptor yolu)
veya i¢ (mitokondri yolu) olarak adlandirilan iki temel apoptotik yolak
tetiklenmektedir. Dis yolak, hiicre yiizey reseptorlerine 6liimii uyaran ligandlarin
baglanmasi gibi dig sinyalleri olusturan apoptotik uyaranlar tarafindan aktive edilir.
Diger durumlarda, apoptoz radyasyon veya kimyasal maddeler, biiylime faktoriiniin
yoklugu veya oksidatif stres tarafindan uyarilan DNA hasarini igeren i¢ sinyalleri
takiben baglatilir. Mitokondrinin yanisira endoplazmik retikulum (ER) i¢ yolakta yer
alan ikinci bir bilesendir. Genellikle i¢ sinyaller mitokondrinin dahil oldugu yol

araciligiyla baslatilmaktadir [Jin ve El-Deiry, 2005].



38

Mitokondri yolagi (I¢ yolak)

I¢ apoptotik siirecin isleyisindeki en énemli olay mitokondride gergeklesmektedir.
Mitokondri yolagindaki esas olay mitokondri dis membran gecirgenligi
(MDMG)’dir. MDMG esas olarak Bcl-2 aile iiyeleriyle iliskilidir ve bu iiyeler
tarafindan kontrol edilmektedir. MDMG, apoptozda yer alan molekiillerin salinimi
boyunca veya hiicre canlilig1 i¢in esas olan mitokondri islevlerinin kaybiyla hiicre

Olimiint hizlandirmaktadir [Jin ve El-Deiry, 2005].

Memelilerde yaklasik 20 adet Bcl-2 aile iiyesi bulunmaktadir. Bcl-2 ailesi su sekilde
gruplandirilabilir: Antiapoptotik iiyeler (6rnegin Bcl-2 ve Bcel-xL [Bel-x proteinin
uzun izoformu]) ve ilave alt boliimlere ayrilan proapoptotik iiyeler. Bu proapoptotik
tiyelerden bazilar1 sunlardir: (a) Coklu domain igeren proapoptotik liyeler (Bax [Bcl-
2—-iligkili X proteini] ve Bak [Bcl-2—antagonisti veya 6ldiiriicii), (b) Bcl-2 Homologu
(BH) sadece proapoptotik tiyeler (6rnegin Bid, Bad [Bcl-2-hiicre o6liimiiniin
antagonisti] Bim [Bcl-2 ile etkilesen hiicre oliimii diizenleyicisi], Bmf [Bcl-2
dontstiiriicii  faktor]. Anti-apoptotik {iyeler hiicre canliligini diizenlerken, pro-
apoptotik iiyeler hiicre 6liimiinii saglamaktadir [Crow ve ark., 2004; Jin ve El-Deiry,

2005].

MDMG, sitokrom c gibi mitokondriye ait ¢oziinebilen i¢ membran proteinlerinin
salinimi1 ve temel mitokondri islevlerinin bozulmasini igeren iki mekanizma ile hiicre
Olimiinii saglamaktadir. Mitokondriden salinan molekiillerin ¢ogu kaspaza bagh
apoptoz uyariminda yer almaktadir. Fakat bazilar1 hiicre 6liimiinii kaspaza bagh

olmayan yoldan ytiriitebilir [Jin ve El-Deiry, 2005].

Mitokondriden salinan ilk tanimlanmis protein sitokrom c’dir [Jin ve El-Deiry,
2005]. Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir [Norberg ve ark., 2010]. Mitokondri normal sartlar altinda ATP
olusturmak igin sitokrom c ihtiva eder. Mitokondride stres olusumu durumlarinda
serbestlesen sitokrom c, apoptotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonunda onemli

rol oynamaktadir [Chu ve ark., 1989; Gleason ve ark., 1992]. Sitokrom c’nin
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mitokondriden sitoplazmaya salinmasi apoptoz yoluna girmis bir hiicrede geri
doniisiimsiiz bir doneme girildigine isaret eder. Sitokrom ¢, mitokondriden apoptozu-
uyaran faktér (AUF) ile birlikte sitoplazmaya salinir [Norberg ve ark., 2010].
Sitoplazmik protein olan apoptotik proteazi aktive eden faktor-1’e (APAF1) baglanir
ve onu aktiflestirir, ardindan ATP’nin de katilimiyla “apoptozom” adi verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks aktif olmayan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline
doniigmesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3’i
aktiflestirir. Aktif kaspaz-3 de kaspazin deoksiriboniikleotit inhibitdriinii (ICAD)
kaspaz aktif deoksiriboniikleotit (CAD) haline getirir ve kaspaza bagli apoptoz
mekanizmasi baglar (Sekil 2.3.) [Ricci ve ark., 2003; Shen ve ark., 2010].

Sitokrom ¢

(=SS

¥ ' Apoptozom ﬁ:_-::::_l:’,

Kaspaz-3

i Prokaspaz-9 il
1 AlPler /

Apoptotik Substratlar

Smac/DIABLO

Sekil 2.3. Memeli hiicrelerinde goriilen i¢ ve dis apoptotik yolaklar [Hengartner,
2000].
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Endoplazmik retikulum yolagi (ic yolak)

Mitokondriler i¢ yolakta merkezi bir organel olarak bilinir. Buna ragmen, bazi
durumlarda endoplazmik retikulum (ER), mitokondri 6liim yolunda 6nemli rol oynar.
Belki de mitokondri aracili hiicre olimiine bagimsiz bir sekilde aracilik eder.
Ornegin seramid, aragidonik asit ve ilging olarak oksidatif stres gibi uyaricilarin
etkili bir 6liim i¢in ER 6lim yolagina ihtiya¢ duyduklar1 gézlemlenmistir. ER’nin
hiicre 6liimiine neden oldugu mekanizmalar ¢ok az anlasilabilmesine ragmen, hiicre
ici kalsiyum (Ca+%)’un artis1 bu yolakta merkezi bir rol oynamaktadir. ER Ca+?
depolarinin mitokondrinin yanisira ER membraninda da yer alan proapoptotik Bax

ve Bak proteinleri ile arttirildig1 diigiiniilmektedir [Crow ve ark., 2004].

Oliim reseptdr ve mitokondri ile iliskili apoptotik yolaklar iyi tanimlanmistir. Her bir
yolak kaspazlarla iliskilendirilmis 6zgiin siirecleri igermektedir. ER stresi ile uyarilan
apoptoz ile baglantili kaspazlar heniiz kesin olarak aydinlatilmamustir. ER stresi ile
ilgili farkli ¢alismalarda kaspaz 12, 3, 6, 7, 8 ve 9 ile ilgili stirecler gézlemlenmistir
[Szegezdi ve ark., 2006]. ER stresi ile iliskili apoptoz ndrodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir [Jin ve El-Deiry, 2005].

Oliim Reseptor Yolagi (Dis yolak)

Oliim reseptdr yolagi, CD95 ve tiimor nekroz faktdr reseptorii-1 (TNFR-1) gibi
oliim reseptor ailesinin tiyeleri tarafindan tetiklenmektedir. CD9S5 ligandinin CD95
Olim reseptoriine baglanmasi, 6liimii uyaran sinyal kompleksinin olusumunu ve
reseptor gruplarini uyarir. Bunlar, adaptor molekiil FADD (Fas ile iligkili 6lim
domain proteini) araciligiyla prokaspaz-8 molekiillerine dogrudan baglanir. Bu
baglanma mekanizmasi kaspaz-8’in aktivasyonuna sebep olur. Aktif kaspaz-8 efektor
kaspazlardan prokaspaz-3’i aktiflestirerek apoptozu baslatir (Sekil 2.3) [Hengartner,
2000].

Oliim reseptorii ve mitokondri yolaklar1 kaspaz-3 aktivasyonu ile birlesmektedir

Kaspaz-3’iin aktif hale ge¢mesi ve inaktivitesi, AIP (Apoptoz inhibitdrii protein)’ler
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ve mitokondriden saliman Smac/DIABLO proteinleri tarafindan birbirine zit olarak
gerceklesir [Hengartner, 2000]. Smac/DIABLO proteini 6liim reseptoriiyle iliskili
apoptozda Onemli bir koruyucu rol oynamaktadir. Bu protein mitokondri dis
membran gegirgenligi {izerinden mitokondriye salinan AiP’lerin antogonisti bir
proteindir. AIP’ler aktiflestiren kaspazlari engelleyerek apoptoz igin durdurucu
olarak rol oynamaktadir. Smac/DIABLO kaspazlara benzer bir sekilde AIP’lere
baglanir. BOylece yarigmali inhibitér olarak islev gosterir. Kaspaz koaktivatorii
Smac/DIABLO AIlP’lerin engelleyici aktivitesini nétralize etmek igin apoptoz
stiresince sitokrom c ile birlikte salinir ve sitokrom c¢’ye bagl kaspaz aktivasyonunu

destekler (Sekil 2.3.) [Jin ve El-Deiry, 2005].

Oliim reseptdrii ve mitokondri yolaklar1 arasindaki capraz etkilesim ve birliktelik
Bcl-2 ailesinin proapoptotik {iyesi olan Bid tarafindan saglanmaktadir. Bid’in
kaspaz-8 tarafindan parcalanmasi Bid proteinin 6liimciil aktivitesini arttirmaktadir.
Pargalanan Bid mitokondriye tasinir ve bu sirada mitokondriden sitokrom c ¢ikisi
olur (Sekil 2.3.). Bu iki yolagin bu karsilikl1 birlikteligi ¢ogu zaman ¢ok az oranda
gerceklesmektedir. Cogunlukla bu iki yolagin her biri bagimsiz bir sekilde
diizenlenmektedir [Hengartner, 2000].

2.10.3. Apoptoz ve kanser

Apoptoz ve kanser arasindaki iliski son zamanlarda bir ilgi odagidir. Apoptoz, etkili
antikanser tedavisi hakkinda bircok ipucu saglamaktadir ve birgok kemoterapotik
ajan antikanser etkilerini kanser hiicrelerinde apoptozu uyararak gdstermektedir. Bu
ylizden apoptoz uyarimi antikanser tedavisinin etkinligini gosteren en Onemli

mekanizmadir [Yang ve ark., 2006; Hsu ve ark., 2011].

Kemoterapdtik ilaglarin tiimor hiicrelerinde apoptozu uyararak sitotoksik etkilerini
gosterdiklerine dair kanitlar fazlalasmistir. Apoptozun bozulmasinin hiicre
Olimsiizligl ve karsinogenez ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu ylizden neoplastik
hiicrelerde apoptoz uyarimi kanser tedavisinde hayati dneme sahiptir [Tan ve ark.,

2005].
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Genellikle, preneoplastik veya neoplastik hiicrelerin biiylime oranlar1 hiicre
gelisimlerinin - ve hiicre 0Oliim mekanizmalarinin ~ diizensizligi veya islev
bozuklugundan dolay1 normal hiicrelerinkinden daha hizli olmaktadir. Bu yiizden
apoptozun veya hiicre dongiisiiniin durdurulmasinin uyarimi karsinogenezin geligimi
ve ilerlemesini engellemek ve viicuttan genetik olarak hasar gormiis veya neoplastik
hiicreleri kaldirmak i¢in miikkemmel bir yaklasim olabilir [Seeram ve ark., 2006; Ray
ve ark., 2010].

Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge kemoterapi, radyoterapi ve son
zamanlarda hormonal tedavilere cevap olarak tiimoriin biiylimesi veya ilerlemesinin
belirlenmesinde hayati 6nem tasimaktadir. Kemoterapi, radyoterapi ve hormonal
tedavilerin tiimii apoptozun uyarilmasinda kismen rol almaktadir. Bu yiizden
molekiiler ve biyokimyasal seviyelerde apoptozun, kontroliiniin ve diizenlenmesinin
gbzden gecirilmesi ile bireysel tiimorlerin biyolojisini tanimlamak ve bunu klinik
avantaja doniistirmek miimkiindiir. Bu iliskileri anlamak tiimoriin gerilemesi ve
tedavinin etkinligi i¢in kisiye 0zel tedaviye izin verebilmektedir [Parton ve ark.,

2001].

2.10.4. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler

Apoptozun  belirlenmesinde kullanilan yontemler, genel olarak 5 grupta

incelenebilmektedir [Tekisogullari, 2010].

-Morfolojik Goriintiileme Yontemleri (Hematoksilen ve Giemsa boyama ile 151k
mikroskobunda, 6,4'-diamidino-2-fenilindol (DAPI), Propidyum iyodiir (PI) ve
Hoeschst boyasi ile flouresans mikroskobunda goriintiileme).

-Biyokimyasal Yontemler (Western Blotlama, Flow Sitometri).

-Histokimyasal Yontemler (Anneksin V, Kaspaz-3 yontemi, TUNEL, M30).
-Immiinolojik Yéntemler (ELISA, Flourimetrik yontem).

-Molekiiler Biyoloji Yontemleri (Real time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

apoptotik genlerin ifadesi, DNA mikroarrayler).



43

DAPI, PI ve DiOC¢ Boyama

DAPI, floresan boyama ile hiicre DNA’sinda meydana gelen degisimi
gozlemlemekte kullanilan bir boyadir. Ayni anda canli ve 6lii hiicreleri boyamak igin
kullanilabilen mavi renkli floresan 6zellikli bir proteindir [Kemp ve Brouwer, 2004].
DNA’ya 6zgiin bir prob olup DNA’nin kiigiik olugundaki A-T bazlarinca zengin
dizilere baglanarak floresan bir kompleks olusturur [Mi ve ark., 2005]. DNA’ya
baglandiginda, floresans1 20 kat artar ve biitiin hiicrelerin ¢ekirdekleri boyanir [Kemp
ve Brouwer; 2004]. Bu reaktif, DNA fragmentlesmesini goézlemlemek igin
kullanilmaktadir. DNA fragmentlesmesi apoptoz i¢in tanimlayict olan bir islemdir.
DAPI akim sitometri, kromozom boyamasi, histokimya ve biyokimyadaki DNA
goriintiilenmesi ve miktarinin tespiti icin DNA-6zgiin prob olarak basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [Mi ve ark., 2005]. Propidyum iyodiir (PI) ise ge¢ apoptoz boyunca
ve membran biitlinliigli bozuldugu i¢in hiicre 6liimii sirasinda hiicrelerden iceri daha
hizli giren, normal hiicrelerin membranindan gegemeyen bir niikleik asit boyasidir

[Ozgen ve ark., 2000].

Apoptoz ayn1 zamanda membran yiizeyindeki fosfatidilserinin (PS) a¢iga ¢ikmasi ve
mitokondri membran potansiyeli (MMP) kaybinin olusumu ile bir arada gergeklesir.
Son ¢aligmalar mitokondrideki degisikliklerin apoptotik kaskadin kritik olaylarini
ortaya ¢ikardigimi gostermektedir. MMP’nin azalmasi1 apoptozun erken geri
dontistimli basamaklar1 boyunca karsilagilan degisiklikler arasindadir ve ¢esitli hiicre
tiplerinde sitokrom c salinimindan 6nce meydana gelir. MMP’nin ¢okiisii dogrudan
hiicre dliimiiniin isaretidir. MMP’deki degisiklikler 3°,3’-diheksiloksakarbosiyanin
iyodiir (DiOCg) alimi ile belirlenmektedir [Mi ve ark., 2005; Morselli ve ark., 2010].
DiOCs, mitokondriye dzgii voltaja bagl katyonik floresan bir boyadir [Ozgen ve
ark., 2000; Tessitore ve ark., 2009]. Apoptotik hiicrelerdeki MMP’nin azalmas1 akim
sitometri analizi ile gosterildigi gibi DiOCs aliminin azalmasi ile de iliskilidir ve
MMP analizi apoptoz caligmalari i¢in gilivenilir bir yontem olarak goriillmektedir

[Ozgen ve ark., 2000; Mi ve ark.,2005].
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Western Blotlama

Blotlama, protein ve niikleik asitlerin belirlenmesi amaciyla hibridizasyon veya prob
teknolojileri ile paralel olarak kullanilan bir yontemdir [Hodinka, 1998; Kricka,
1999]. Western blotlama ise elektroforez islemiyle poliakrilamit jelde yiiriitiilen
proteinlerin, destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik
metotlarla gosterilmesidir [Burnette, 1981]. Blotlamadan 6nce, ¢alisilan numunedeki
proteinler elektriksel ortamda sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel (SDS-PAGE)
tizerinde yiritiiliir. SDS-PAGE, proteinlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasinda

kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden birisidir [Harlow, 1988].

Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 adimda gergeklestirilir.
Bunlar; jeldeki proteinlerin membrana aktarimi (blotlama), 6zgiin olmayan
reaksiyonlart engellemek icin membranda protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz
proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son adimda ise
proteinlerin goriintiilenmesi asamalaridir. Destek tabakaya (membran) transfer
sirasinda jel ile destek tabaka karsi karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlari
arasina yerlestirilmektedir. Jelin biiytikliigii ile orantili olarak belirli bir siire elektrik
akimi uygulanip proteinlerin transferi saglanmaktadir [Burnette, 1981; Harlow, 1988;

Harper ve Coles, 1996].

Proteinlerin destek tabakaya transferinde kullanilan yontemlerden biri 1slak kapillar
yontemidir. Bu yontemde transfer islemi jel elekroforezine benzer bir sekilde tampon
cozeltisi icinde gergceklesmektedir (Sekil 2.4.). Destek tabakanin 6zgiil olmayan
proteinle bloklanmasinda ucuz, temini kolay ve etkin olmasi nedeniyle, yagsiz
siittozu tercih edilmektedir [Burnette, 1981]. Ozgiin antikorlar olarak poliklonal ya
da monoklonal antikorlar (Mak) kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin kullaniminin
avantaji, bunlarin yalnizca tek bir epitopa (antijenik determinant) 6zgiil olmalar1 ve
cok giiclii immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan kaynaklanmaktadir [Fowler,

1995].
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Sekil 2.4. Islak kapillar blotlama [http://www. leinco.com / general _wb].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki

Calismada 15.06.2009 ve 28.06.2011 tarihlerinde toplanan Achillea teretifolia Willd.
tiird bitki materyali olarak kullanilmistir. A. teretifolia bitkisi Ankara: Hiiseyin Gazi
Dagindan 1200 m ytikseklikteki bozkir ve kayalik yamaglardan toplanmistir. Bitkinin
toplanmasi1 Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Mecit Vural, Prof. Dr. Leyla ACIK, doktora 6grencisi E. Burcu Bali ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilmistir. Bitki tiirinlin teshisi ve sistematigi Prof. Dr. Mecit

Vural tarafindan yapilmistir. Bitkisel materyale ait herbaryum Ornekleri Gazi

Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumunda saklanmaktadir.

Resim 3.1. A. teretifolia Willd.”1n arazide ¢ekilen fotografi (Foto: E. Burcu Bali)
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3.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada yer alan antimikrobiyal aktivite deneylerinde 8 adet bakteri ile 2 adet
maya kullanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite calismasinda kullanilan Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter faecalis
ATCC 292112 ve Proteus vulgaris ATCC 8427, Bacillus subtilis ATCC 6633
bakterileri ve Candida albicans ATCC 10231 mayasi Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi’nden, Escherichia coli ATCC 35218 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923 bakterileri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden, Bacillus cereus
NRRL-B-3711 bakterisi Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden Candida
tropicalis ATCC 13803 mayas1 Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nden temin

edilmistir.

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

Mueller hinton agar (Merck), Nutrient broth (Merck), Saboroud dekstroz broth
(Merck), Sabouroud dekstroz agar (Merck), NaCl (Merck), Dimetil stilfoksit
(DMSO) (Sigma), 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma), gallik asit (Sigma),
a-tokoferol (Sigma), askorbik asit (Sigma), biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
(Sigma), Folin reaktifi (Merck), etanol (Merck), metanol (Sigma), Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma), RPMI-1640 besiyeri (Igerigi L-
glutamine, 2.0 g/LL NaHCO3) (Pan Biotech GmbH), fetal bovine serum (GIBCO),
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (Ca™ ve Mg+ igermeyen) (Hyclone), penisilin-
streptomisin  (Sigma), tripsin-edta ¢ozeltisi (10X) (Sigma), MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir), tripan mavisi  (Merck),
izopropanol (Merck). Calismada kullanilan biitiin besiyerleri 121°C’de 1,5 atm/Hg
basin¢ta 20 dk otoklavda steril edilmistir.
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3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

12 kuyucuklu hiicre petrileri TPP (Zellkultur Testplatte) (Isvigre), 6 kuyucuklu hiicre
petrileri TPP (Zellkultur Testplatte (isvigre), 75cm” hiicre biiyiitme kaplari (hiicre
kiiltiirii icin) TPP (Zellkultur Testplatte) (Isvicre), 96 kuyucuklu hiicre petrileri TPP
(Zellkultur Testplatte) (Isvicre), Etiiv Heraus Thermo Electron Company Model:
Hera cell 150, Hemostometr Hausser. (Bright-Line, Neubauer Model, 0.Imm
derinlikli), Laminar flow HeraSafe Model: 12469 2000. 2. dereceden giivenlik kabin,
pipetler Ratiolab (Accupetta), pipet uglart CAPP, Petri kaplar1 (100x20 mm) TPP
(Zellkultur Schalen) (Isvigre), Serolojik pipetler (Sml) TPP, serolojik pipetler (10ml),
siringa filtreleri (0,22 um) TPP, 5-10-25 cc siringalar, Set Inject, santrifiij Model
5417R Ependorf, tripsin-edta Biological Industries (Kibbutz Beit Haemek Israel),
blender (Siemens), kuru hava sterilizatorii (Niive), otoklav, derin dondurucu (Beko),
terazi (Scaltech), hassas terazi (Sartorius), mikrodalga firmi (Vestel), DNA
goriintiileme sistemi (Biometra), rotaevaporotor (Buchi), manyetik karistirici, kar
makinesi (Hoshizaki), dikey elektroforez, gii¢ kaynagi (Consort EV 233), sivi azot
kaplari, kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza cihaz1 (ELx808-
IU) (Bio-Tek), inverted mikroskop (Olympus), isitmali karistirici, mikrosantrifiij
(Beckman Counter), vorteks, calkalayici, membran filtreleri, beher, baget, balon joje,
cam sise gibi c¢esitli cam malzemeler, steril cerrahi eldiven, buzdolab1 (+4°C) ve

dondurucular (-20°C ve -80°C).

3.1.5. Calismada kullanmilan cozeltilerin hazirlanmasi

Akrilamid (%30): Akrilamid (29,2g) ve bis-akrilamid (0,8g) 100 ml distile suda
¢oziildi. Cozelti 4°C’de saklandi.

Amonyum Per Siilfat (APS) (%10): 0,1g APS 0,9 ml distile suda ¢oziildii. 4°C’de en
fazla 1 hafta saklandi.

Tris (1 Molar): 12,1 g Tris tartilarak pH 6,8’e ayarlanacak sekilde 100 ml distile suda
¢oOziildii. Cozelti 4°C’de saklandi.
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Tris (1,5 Molar): 18,2 g Tris tartilarak pH 8,8’e ayarlanacak sekilde 100 ml distile
suda ¢oziildi. Cozelti 4°C’de saklandi.

Sodyum Dodesil siilfat (SDS) (%10): 1 g SDS 10 ml distile suda ¢oziildi. Cozelti

oda sicakliginda saklandi.

Askorbik Asit (AA): 0,01 gram AA 10 ml metanol i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

BHT: 0,01 gram BHT 10 ml metanol i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

DPPH: 0,004 gram DPPH tartildi ve 100 ml metanol i¢inde ¢oziildii. Karanlikta
muhafaza edilerek +4°C’de en fazla bir hafta saklandi. Bir hafta sonunda ¢ozelti

tekrar hazirlanda.

Gallik Asit Cozeltisi: 0,001 gram gallik asit 1 ml metanol iginde ¢oziilerek

hazirlandi.
MTT: 100 mg MTT, 20 ml PBS igerisinde ¢oziildii. Cozelti 0,20 um’lik filtreden
gegirilerek steril edildi ve deneyde kullanilmak iizere ependorflara boliindii. Bu

haliyle -20°C’ de karanlik ortamda saklandi.

TBS (Tris buffered saline) (10X): 87,66 g NaCl, 12,11g Tris %37’lik HCI ile

pH:8.8’e ayarlanip 1000 ml distile suyla tamamlandi.

TBST (Tris buffered saline ve Tween 20) (1X): 100 ml (10X) TBS iizerine 2ml

Tween 20 ilave edildi ve 900 ml distile suyla tamamlandi.

Transfer Tamponu: 50 ml 10x yiiriitme tamponu, 150 ml metanol ile 500 ml’ye

distile su ile tamamlandi.
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Yiiriitme Tamponu: 30,3g Tris-base, 144g Glisin, 10g SDS 1000 ml’ye distile su ile

tamamlandi.

a-Tokoferol: 0,01 gram a-tokoferol 10 ml metanol i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

3.1.6. Hiicre kiltiiriinde kullanilan hiicre dizileri

Calismada androjen bagimli androjen bagimsiz DU145 (ATCC HTBS81) ve PC-3
(ATCC CRL1435) prostat kanseri, meme kanseri MCF-7 (ATCC HTB-22), serviks
kanseri HeLa (ATCC CCL-2) hiicre dizileri kullanilmistir. Malign olmayan hiicre
dizisi olarak da saglikli goniilliilerin dislerinden elde edilen insan gingival fibroblast

hiicre dizisi (HGF) kullanilmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitkinin kurutulmasi

Ankara, Hiiseyin Gazi Dagindan toplanan A. feretifolia bitkisinin toprak distii
kisimlar1 oda sicakliginda golgeli bir ortama serilerek 1 hafta siireyle kurutulmustur.
Kurutulan bitkisel materyal kiiciik pargalara ayrildiktan sonra 100 gram bitki blender
yardimiyla toz haline getirilmis ve ilizerine 500 ml metanol ilave edilerek oda
sicakliginda ve karanlik bir ortamda 2 hafta boyunca iki giinde bir ¢oziicl
yenilenerek masere edilmistir. Elde edilen sivi metanol 6ziitii rotary evaparotorde
45°C’de ¢oziiciisiinden ayrilmis ve kat1 oziit elde edilmistir. Su 6zitii ise 50 gram
kurumus bitki 6rnegi tizerine 1000 ml distile su konularak gece boyunca oda
sicakliginda bekletilerek hazirlanmustir. Elde edilen siv1 6ziit -80°C” de dondurulmus
daha sonra liyofilizatérde kurutularak kati su 6ziitli elde edilmistir. Bitkinin su ve
metanol ekstraksiyonu sonrast kuru agirliklar1 da belirlenmis ve % verimleri

hesaplanmistir.
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3.2.2. Bitki oziitlerinin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in metanol oOziiti 25, 50 ve 100 mg/ml
konsantrasyonlarda olacak sekilde %50 dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
¢cozlilmiistlir. Su oziitleri ise yine ayni konsantrasyonlarda distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir.  Oziitler antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullamilmadan o6nce
0,45um ¢apindaki filtrelerden gegirilmistir. DMSO ve distile su negatif kontrol
olarak kullanilmistir. Gerek DMSO gerekse distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanan
oziitler koyu renkli ve kapakli siselerin icerisinde antimikrobiyal aktivite deneyleri

yapilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir.

Agar kuyucuk yontemi

Elde edilen bitki Oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri Perez ve arkadaslarinin
1990°da yayinladiklar1 agar kuyucuk difiizyon yontemi degistirilerek ¢alisilmistir. Bu
yonteme gore kullanilan bakteri kiiltiirlerini aktif hale getirebilmek icin Nutrient
Broth (NB), maya kiiltiirlerini aktiflestirebilmek i¢in ise Saboroud Dekstroz Broth
kullanilmustir. Stok kiiltlirlerden alinan bakteri kiiltiirleri ayr1 ayr1 4-5 ml sivi vasatta
siispanse edilerek, 2-5 saat arasinda etiivde inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire
sonunda izotonik sodyum kloriir (%0,9 NaCl) ¢ozeltisi kullanilarak kiiltiirlerin 0.5
Mc farland ayarina uygun siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
bakteri siispansiyonlart Mueller Hinton Agar besiyerine, maya siispansiyonu ise
Saboroud Dekstroz Agar besiyerine 100 pl drigarski 6zesi ile yayilmistir. Ardindan
steril delge¢ yardimiyla petride uygun araliklarla 8 mm c¢apinda kuyular agilmistir.
Kuyulara her bir ziitten 100 pl (25, 50 ve 100 mg/ml) aktarilmustir. Oziit eklenen
petriler bakteriler i¢in 37°C’de 24 saat, mayalar icin ise 30°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan olusan zon caplar1 (mm) &lgiilerek kaydedilmistir.
Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’da kuyucuklara konulmus ve DMSO’nun
mikroorganizmalar {izerinde etkisinin olup olmadig1 denenmistir. Caligmalar en az ii¢

tekrarli olacak sekilde yapilmigtir.
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) yontemi

Calismada kullanilan 6ziitlerin MIK degerleri Zgoda ve arkadaslarinim, 2001°de
yayinladiklar1 mikrodiliisyon yontemi degistirilerek ¢aligilmistir. Metanol ziitliniin
0,195-100 mg/ml’lik konsantrasyon serileri yar1 yariya seyreltme yapilarak
hazirlanmistir. 96’lik mikroplaklarin her bir kuyucuguna 95ul NB konulmustur ve
tizerlerine 100 pl hacimde 0,195-100 mg/ml konsantrasyon araligindaki oziitler ilave
edilmigtir. Son olarak, her kuyucuga 5 pl mikroorganizma silispansiyonu
konulmustur. Son kuyucuga pozitif kontrol olarak 195 pl besiyeri, 5 pl
mikroorganizma konulmustur. Kuyucuklardaki son hacim 200 pl olarak
ayarlanmistir. Etlive konmadan 6nce plaklarin iistii kapatilarak mikroplak okuyucuda
300 rpm’de 20 sn ¢alkalama yapilmig ve 600 nm’de etiive konmadan 6nce okumasi
yapilmistir. Daha sonra plateler Gistii kapatilarak 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe
edilmigtir. Siire sonunda tekrar 600 nm’de platelerin okumasi yapilmig ve etiiv 6ncesi
ve sonrasi sonuglar kiyaslanmistir. MIK degeri biiyiimenin olmadigi en diisiik

numune konsantrasyonu olarak tanimlanmustir. Testler en az iki tekrar ¢alisilmustir.

3.2.3. Bitki oziitlerinin antioksidan etkilerinin belirlenmesi

Bitki oziitlerinin hazirlanmasi

Bitki oOziitleri 2,2°-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yonteminde kullanilmak iizere 50-
250 pg/ml konsantrasyonlar1 arasi ¢alisilmistir. Fenolik igerik tayini i¢in oziitler 1
mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Bitki 6ziitleri antioksidan aktivite deneyleri
icin kendi ¢oziiciilerinde hazirlanmistir. Oziitler koyu renkli siselerde +4°C’de

calisma yapilana kadar saklanmustir.

DPPH vyontemi

Oziitlerin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri Blois (1958) ydntemine gore
belirlenmistir. Bu yontem kararli serbest radikal DPPH’nin elektron veya hidrojen

atomlar1 veren bir antioksidan varliginda bu kimyasal tarafindan siipiiriilmesi ile
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karakteristik mor rengin acgilmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. Dolayisiyla antioksidan madde ne kadar giiclii etki gosterirse,
DPPH’nin mor renginin o derece acilmasi beklenir. Deneyde farkli konsantrasyon-
larda hazirlanan 6ziitlerden 1ml alinarak, 1ml %0,004’liik metanolik DPPH ¢ozeltisi
ile kanstinllmistir. Daha sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan orneklerin absorbansi 517 nm’de &lgiilerek bos
kontrole (1ml metanol+I1ml DPPH) kars1 degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak
biitillenmis hidroksi toluen (BHT), askorbik asit (AA) ve a-tokoferol kullanilmistir.
Oziitlerin bos kontrol testleri ve pozitif kontrollerin absorbans degerleri kullanilarak
DPPH’nin % inhibisyonu asagidaki formiile gére degerlendirilerek sonuglar grafige

alimmustir.

% Inhibisyon = ( AKontrol' AOmek ) / AKontrol X 100

Toplam fenolik icerik miktar tayini

Oziitlerin toplam fenolik igerik miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik
asite esdeger olarak Singleton ve Rossi (1965) tarafindan modifiye edilen Folin
Ciocaltaeu metoduna gore belirlenmistir. Calismanin bu boéliimiinde, gallik asit, su ve
metanol oziitlerinin ¢ozeltileri 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. 100 pl 6ziit
tizerine 200 pl Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edildikten 3 dakika sonra 1 ml %2’lik
Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Bu siire
sonunda  numunelerin  absorbanslart 760 nm’de = Shimadzu-1700 UV
spektrofotometresinde 6lgiilmiistiir. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar
standart gallik asit grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak pg gallik

asite esdeger mg 0ziit olacak bicimde belirlenmistir.

A=0,0085 gallik asit (ug) -0,0209 (R%: 0,9858)
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3.2.4. Bitki oziitlerinin sitotoksik etKilerinin belirlenmesi

Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasi

Mevcut Oziitlerin hiicre dizileri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin belirlenmesi
amact ile 10 mg/ml’lik stok 6ziit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Metanol 6ziitiinii ¢6zmek
icin gerekli miktarda tartilan 6ziit iizerine dimetil siilfoksit (DMSO) ilave (mevcut en
yiiksek 06ziit konsantrasyonundaki orant %1’1 ge¢cmeyecek sekilde) edilmistir.
Cozdiiriilen 6ziit lizerine azar azar besiyeri ilave edilerek ¢ozdiirme islemine devam
edilmis ve stok ¢ozelti gerekli hacme tamamlanmistir. Su 6ziitiinde ise stok ¢ozeltiler
besiyeri i¢inde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan stok ¢ozelti 0,22 pm por c¢apli, siringali
filtreden gegirilerek, steril edilmis kapakli tliplere alinmig ve denemelerde

kullanilincaya kadar +4 °C” de saklanmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre dizilerini en dogru saklama yontemi -86°C veya -
150°C sicaklikta bekletmektir. Bu sicaklik degerlerinde hiicrenin organellerinin
korunmas: i¢in DMSO ya da gliserol gibi kryoprotektan ajanlar kullanilmaktadir.
Calismada hemen kullanilmayacak hiicreler RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
besiyeri ile santrifiij edilmis ve siipernatan uzaklastirilarak pelet %10 DMSO ve %90
fetal sigir serumu (FBS) igceren ¢ozelti ile karistirilarak dondurulmustur. Dondurma
islemi buz {lizerinde gercgeklestirilmistir. Belirli hacimde cryotiiplere paylastirilan

hiicreler dondurulup s1vi azot tankinda saklanmistir.

Hiicre kiltirlerinin hazirlanmasi

Calismada belirtilen donmus hiicre dizileri 37°C’de su banyosunda ¢ozdiiriilmiis ve
ortamdaki DMSO’nun uzaklastirilmas: igin Ca®" ve Mg®" igermeyen fosfat tamponu
(PBS) ile 2 kez yikanmustir. Hiicreler besiyeri i¢inde siispanse edildikten sonra % 10
FBS, 100 U/ml streptomisin ve 100 pg/ml penisilin igceren RPMI-1640 vasatlarinda
gereksinime gore 25 ve 75 cm®lik flasklarda %5 CO, varhginda 37°C’de
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tretilmistir. Hiicrelerin besiyerleri iki ili¢ giin araliklarla degistirilmistir. Calisma
boyunca pH i¢in 6zellikle 6nemli oldugundan her giin besiyerinin rengi, hiicrelerin

morfolojik gériiniimleri ve ¢ogalma hizlar 151k mikroskobu ile kontrol edilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinin pasajlanmasi

Hiicre kiiltiirlerini pasajlamak amaciyla, hiicrelerin besiyeri steril cam pastor
pipetleriyle uzaklastirllmistir. Kalan serum ve ortamin da uzaklastirilip tripsin
muamelesinin etkisini arttirmak icin Ca>" ve Mg®" icermeyen steril PBS ile hiicreler
iki kez yikanmistir. PBS uzaklagtirildiktan sonra flask i¢ine 3 ml tripsin/EDTA
konulmugtur. Farkli hiicrelere ve farkli pasajlara gore degisen 2-5 dakika 37 °C’de %
5 CO’li etiivde bekletilmis ve hiicrelerin flasktan kaldirilmasi saglanmistir. Tripsin
tizerine yaklasik 6-7 ml besiyeri ilave edilerek tripsin aktivitesi sonlandirilmistir.
Flask i¢indeki hiicreler 15 ml falkon tiip i¢ine alinip 20°C” de, 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiijden sonra siipernatan atilmistir. Pelet iizerine 1 ml besiyeri eklenmistir.

Pipetaj ile hiicreler siispansiyon haline getirilerek hiicre sayimi yapilmistir.

Hiicre sayimi

Hiicreler pasajlanirken yeni kiiltiire istenen miktarda alinmak amaciyla
hemositometrede sayilmistir. Hiicre sayimi thoma lami adi verilen 6zel sayim
laminda yapilmistir. Sayimm i¢in hiicre siispansiyonundan 50 pl alinip tripan
mavisiyle 100 pl’ye tamamlanmistir. Karisim pipetle homojenize edilmis ve lam
tizerine 10 pl verilerek yayilmistir. Hiicreler thoma laminda goriilen 4 biiyiik karede
sayillmig ve hiicrelerin aritmetik ortalamalart alinmistir. Tripan blue 6lii hiicrelerin
icine girme Ozelliginde oldugundan sayim yaparken koyu mavi goziiken hiicreler 6lii,
acik renkteki parlak hiicreler canli olarak sayilmistir. Hiicre sayimindan sonra

asagida verilen formiile gore toplam hiicre sayisi elde edilmistir.
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Toplam canli hiicre sayisi = A x B x C x 10*
A = Hiicre igeren besiyerinin hacmi (ml)
B = Seyreltme faktorii

C = Canl hiicrelerin ortalama say1s1

Hiicre proliferasyon testi

Calismada kullanilan 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2, 5-difeniltetrazolium bromid
(MTT) testi Ferrari ve ark. (1990) ve Ural ve ark. (2006) yontemine gore yapilmistir.
Uygun vasat i¢indeki DU145 ve PC-3 hiicrelerinden 100 pL alinarak kuyucuk basina
400/mm’ olacak sekilde 96°lik mikroplatelere dagitilmistir. Sonra her kuyucuga 100
uL vasat ve 20 pL MTT ¢6zeltisi eklenmistir. Plateler % 5 CO, varliginda 37°C’de 4
saat inkiibe edilmistir. Sonra hiicrelerin lizerindeki vasat uzaklastirilmistir. Her bir
kuyucuga 100 pL isopropil-HCI eklendikten sonra plateler 4 saat karanlikta, hava
almadan oda sicakliginda inkiibe edilmistir. A¢iga ¢ikan renk 570 nm dalga boyunda
okutulmus ve canli hiicrelerin yiizde orani ve yiizde sitotoksisitesi hesaplanmistir.
MCF-7 ve HeLa hiicreleri i¢in ise kuyucuk basina 10 000 hiicre ekilmis ve ayni

yontem kullanilmistir.
3.2.5. Hiicre sag kalim egrisinin belirlenmesi

Hiicre dizilerinin zamana bagl olarak hiicre canliligini %50 oraninda azaltan su veya
metanol Oziitlerine verdikleri cevabin belirlenebilmesi amaci ile herbir kuyucuga
5x10" hiicre olacak sekilde hiicreler 12 kuyucuklu kiiltiir petrilerine ekilmistir. Daha
sonra 0 ile 96 saat arasinda su ve metanol dziitleri hiicrelere uygulanmistir. Her 24
saatte bir tripsin ile kaldirilmis hiicreler %0,4 tripan mavisi ile 1:1 oraninda

karistirilarak hemositometre laminda mikroskopta sayilmistir.
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3.2.6. Hiicre oliimiiniin propidyum iyodiir (PI) boyama ile belirlenmesi

Hiicrelerin 6liim oranlar1 PI boyama yontemi ile belirlenmistir. Hiicreler kuyucuk
basmna 1x10° olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilerine ekilmis, su ve metanol dziitleri
ile 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra PBS ile yikanmistir. Besiyeri ¢ekilmeden
PI boyasi (1pg/ml) hiicreler iizerine eklenmistir. 15 dakika beklendikten sonra

floresan mikroskobu altinda goriintiileme yapilmustir.

3.2.7. Apoptotik hiicrelerin DAPI boyama ile belirlenmesi

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilmistir.
Bitki oziitleriyle 24 saat inkiibasyon sonrasi PBS ile yikama yapilmistir. Hiicrelerin
cekirdeklerini gorebilmek i¢in PBS icerisinde hazirlanan 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (Molekiiler Prob) ile 15 dakika boyunca hiicreler boyanmistir. Daha sonra
floresan mikroskobunda incelenerek her bir goriis alaninda 100 hiicre olacak sekilde

sayim yapilmistir.

3.2.8. Mitokondri membran potansiyelindeki degisimin belirlenmesi (Aym)

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilmistir.
Bitki oziitleri hiicreler tizerine 24 saat uygulanmistir. Sonrasinda PBS ile yikanmig
ve 4 nM 3, 3’-diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOCg) floresan prob ile 15 dakika
boyunca muamele edilmistir. Aym degisimi floresan mikroskopta (Olympus, Japan)

(Eksitasyon/emisyon = 488 nm /525 nm) gdzlenmistir.

3.2.9. Protein izolasyonu

Hiicrelerden protein izole edebilmek amaciyla 6 kuyucuklu petrilere 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Bitki oziitleri i¢in secilen dozlarin
hiicrelere uygulanmasindan sonra protein izole edilmistir. Hiicre ekstraksiyon
tamponu (%1 nonidet p40, %0,5 deoxycholate, % 0,1 SDS, ImM Sodyum florid
(NaF), ImM sodyum orthovanadate (Na3VO,), taze eklenmek lizere 1 mM
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fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF), 1 mM dithiothreitol (DTT) ve 40 pl proteaz
inhibitdr) igerisine alinmis ve 30 dakika buz lizerinde bekletilmistir. 30 dakika 13200
rpm’de 4°C’de santrifiijlenmistir. Orneklerin sivi kismi yeni bir tiipe almarak
80°C’de saklanmistir. Bradford yontemi ile BSA standartlar1 {izerinden ¢izilen
standart grafige gore miktarlar1 belirlenmistir (Biorad, Bradford c¢ozeltisi). Total

proteinler 595 nm absorbans degerinde Sl¢iilmiistiir.

3.2.10. Western blotlama

Western blotlama ydntemi i¢in protein miktar1 30 pg olacak sekilde Ornekler
secilmigtir. Laemmli tamponu 2x (Sigma) ve 30 pg protein ornekleri 1:1 oraninda
karistirilmis 95°C’de 5 dakika tutulmustur. %12 sodyum dodesil siilfat poliakrilamit
jel elektroforez (SDS-PAGE) icin hazirlanarak, ornekler protein belirtecler ile
birlikte 75 Volt’da 2.5 saat SDS igeren yiiriitme tamponunda yiiriitilmiistiir.
Ornekler daha sonra Polivinil difloriir (PVDF) membrana transfer edilmistir. Siit tozu
ile 2 saat oda sicakliginda 3D orbital rotatorda ¢evrilmistir. 5’er dakikalik 3 kez
TBST ile yikama sonrasinda 1:1000 oraninda seyreltilerek anti-PARP veya anti-
kaspaz-9 ile +4°C’de gece boyunca immiinoblotlamas1 yapilmistir. Ornekler oda
sicakliginda 1 saat siire ile uygun anti-tavsan ikincil antikor (Santa Cruz, 1:3000) ile
muamele edilmistir. Ardindan 15’er dakikalik TBST ile iki yikama ve 15 dakikalik
PBS ile yikama sonrasinda oda sicaklifina kemiluminisans madde (Lumilight,
Roche) ile 1 dakika boyunca etkilestirilmistir. Sonra stre¢ filme sarilan membranlar,
151k gegirmez kasetlerde karanlik odaya goétiiriilmiistiir. Gelistirici ve sabitleyici film
(Kodak X-OMAT) ile istenilen goriintii elde edilinceye kadar yikanmig ve kurumaya

birakilmistir.
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3.2.11. istatistiksel analiz

Calismada her bir deney en az 3 kez tekrarlanmistir. Sonuglar + standart sapma (SD)
larina gore ifade edilmistir. Istatistiksel analizde gruplar arasi karsilastirmalar icin
SPSS 15 programindaki ANOVA ve X-Plot v. 2.81 programi kullanilarak gerektigi
hallerde student’s ¢ test uygulanarak degerlendirmeler yapilmistir. Deney gruplari
arasinda pozitif veya negatif korelasyonu tespit etmek amaciyla SPSS 15
programindaki Pearson korelasyon testi kullanilmistir. Bulunan degerin p<0,05

olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



60

4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Oziitlerin % Verimleri

Calismada kullanilan Achillea teretifolia bitkisinden elde edilen metanol ve su
Oziitliniin ylizde verimleri asagidaki gibi hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.1.’de

gosterilmistir.

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen kuru 6zt < 100

Yiizde Verim (g/g) :
Baslangicta tartilan kuru bitki miktari

Cizelge 4.1. A. teretifolia Oziitlerinin % verimleri

Oziitler % Verim (g/g)
Metanol 16,29
Su 14,38

4.2. Oziitlerin Antimikrobiyal Etkileri

4.2.1. Agar kuyucuk yontemi

Metanol ve su Oziitiiniin antimikrobiyal etkisine agar kuyucuk yontemiyle
bakilmistir. Bunun i¢in her bir 6ziitten 25, 50 ve 100 mg/ml olacak sekilde 3 farkl
konsantrasyon hazirlanmistir. Calismada negatif kontrol olarak %50 DMSO
kullanilmigtir. Bakteriler icin pozitif kontrol olarak 10 pg/ml ampisilin ve 30 pg/ml
kloramfenikol, mayalar i¢in 50 pg/ml ketokonazol kullanilmistir. Su ve metanol
Oziitlerine kars1t mikroorganizmalarin olusturduklar1 zon c¢aplar Cizelge 4.2.-4.4.’te
verilmigtir. Buna gore, su 0ziitli bakteri ve mayalara karsi aktif bulunmamistir

(Cizelge 4.2.-4.4.).
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Cizelge 4.2.’ye bakildiginda 25 mg/ml metanol 6ziitiinilin sirasiyla S. aureus ATCC
25923 (15,6+0,4 mm), B. subtilis ATCC 6633 (12,6+0,8 mm) ve B.cereus NRRL-B-
3711 (10,6+£0,5 mm) bakterilerine kars1 aktif oldugu ve bakterilerin zon caplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05) oldugu gozlenmistir. Etkili olan
B. cereus bakterisinin pozitif kontrol ampisilin ile kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig (p>0,05), kloramfenikol ile anlaml1 bir
fark oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. Bu konsantrasyonda oziitin B. cereus
bakterisine karsi standart ampisilinle hemen hemen ayni zon capmi gosterdigi

saptanmistir.

Cizelge 4.3.’e bakildiginda 50 mg/ml metanol oziitiiniin sirasiyla S. aureus ATCC
25923 (16,6+0,5mm), B. subtilis ATCC 6633 (16,0+0,0 mm), B. cereus NRRL-B-
3711 (14,6+0,5 mm) ve P.vulgaris ATCC 8427 (11,3+0,5 mm) bakterilerine karsi
etkili oldugu goriilmiistir. 50 mg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal etkili
bakterilerin zon cap1 ile ampisilin ve kloramfenikol antibiyotiklerinin zon ¢aplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05) belirlenmistir. B. subtilis ve S.
aureus bakterilerinin bu konsantrasyonda aralarinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Oziitiin P. vulgaris bakterisine kars1 da antimikrobiyal etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Cizelge 4.4.°¢ bakildiginda ise 100 mg/ml metanol Oziitiiniin sirasiyla S. aureus
(18,3+0,5 mm), B. subtilis (17,5€1,5 mm), B. cereus (17,0£0,8 mm) ve P. vulgaris
(13,0+£0,5 mm) bakterilerine kars1 etkili oldugu goriilmektedir. Bu konsantrasyonda
bakterilerin zon ¢aplar1 arasindaki anlaml farkin azaldig1 S. aureus, B. subtilis ve B.

cereus zon ¢aplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0,05) tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak metanol oOziitiiniin bakterilere kars1 goOsterdigi antimikrobiyal
aktivitenin konsantrasyona bagli oldugu saptanmistir. Konsantrasyon arttikca
metanol Oziitliniin  aktivitesinin arttifi ve bu sonucun istatistiksel olarak
anlamliliginin azaldig1 gozlenmistir. Pozitif kontrollerle 25, 50 ve 100 mg/ml
konsantrasyonlu metanol oziitii ile kiyaslandiginda sonuclarin istatistiksel olarak

anlamli oldugu (p<0,05) tespit edilmistir. Oziitiin denenen mayalara kars1 antifungal
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bir aktivitesi mevcut degildir. Negatif kontrol olarak kullanilan %50 DMSO’nun
mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal bir etkisi goriilmemistir. Metanol
Oziitiniin ~ konsantrasyona bagli  antimikrobiyal etkisi Resim 4.1.-4.3.te
gosterilmigtir. Resim 4.1-4.3’te 25, 50 ve 100 mg/ml 6ziit konsantrasyonlarinda zon
caplarinin konsantrasyon artisiyla birlikte biliyiidiigli dolayisiyla 6ziitiin B.cereus
tizerindeki antimikrobiyal etkisinin konsantrasyona bagli artis gosterdigi

gOriilmiistiir.
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Resim 4.1. 25 mg/ml metanol 6ziitliniin Resim 4.2. 50 mg/ml metanol 6ziitiiniin
B. cereus bakterisi lizerine B. cereus bakterisi lizerine
antimikrobiyal etkisi antimikrobiyal etkisi

Resim 4.3. 100 mg/ml metanol 6ziitiinlin
B. cereus bakterisi lizerine
antimikrobiyal etkisi
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4.2.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) sonuclari

Calismada antimikrobiyal etkili bulunan metanol Oziitiiniin minimal inhibisyon

konsantrasyon degerleri Cizelge 4.5.’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Metanol ziitiiniin MiK degerleri

Mikroorganizmalar Metanol oziitii
MIK (mg/ml)
Bacillus cereus NRRL-B-3711 12,5
Bacillus subtilis ATCC 6633 25
Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25
Proteus vulgaris ATCC 8427 50

Cizelge 4.5.”¢ gore bitkinin metanol 6ziitiiniin en etkili oldugu bakterinin S. aureus
(6,25 mg/ml) oldugu sonra sirasiyla B. cereus (12,5 mg/ml), B. subtilis (25 mg/ml)
ve P. vulgaris (50 mg/ml) oldugu tespit edilmistir. MiK sonuglar1 agar kuyucuk
yontemiyle kiyaslandiginda 100 mg/ml konsantrasyonda zon ¢ap1 en kiigiik olan P.
vulgaris’in (13,0£0,5 mm) MiK degerinin en yiiksek (50 mg/ml), zon ¢api en biiyiik
olan S. aureus bakterisinin MIK degerinin en diisiik oldugu (6,25 mg/ml) tespit
edilmistir. Pearson korelasyon testine gére MiK ve agar kuyucuk yontemleri arasinda

%87,5 negatif korelasyon tespit edilmistir.
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4.3. Oziitlerin Antioksidan Etkileri

4.3.1. DPPH yontemi

Calismada 50-250 pug/ml konsantrasyonlari arasi hazirlanan bitkinin metanol ve su
Oziitliniin ve pozitif kontrol BHT nin %0.004’liik DPPH c¢6zeltisinin renk acilim
kapasitesi % inhibisyon olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontroller (AA ve a-
tokoferol) 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/ml konsantrasyonda ¢aligilmistir. Bitkinin metanol
ve su Oziitii ile pozitif kontrol BHT nin DPPH siipiiriicli aktivitesi Sekil 4.1.” de

verilmistir.
100 -
3
80 -
£ 60 -
z =S Oziitil
:
':'2 40 - === N etanol
= e
oziiti
-BHT
20 -
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0 50 100 150 200 250
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Sekil 4.1. Bitki oziitlerinin DPPH siipiiriicii aktivitesi

Sekil 4.1° e gore 250 pg/ml konsantrasyondaki su, metanol 6ziitii ve BHT nin radikal
stiptiriicli aktiviteleri sirastyla %91,10+0,48, %90,94+1,06 ve %93,13+0,40 olarak
bulunmustur. 50 pg/ml konsantrasyondaki AA ve a-tokoferol standartlarinin radikal
stipiirici  aktiviteleri ise sirasiyla %98,14+1,42 ve %94,12+2,59 olarak tespit
edilmistir. ICso degeri 6ziitin veya standardin serbest radikali siiplirdiigii %

inhibisyon degerinin yarisina karsilik gelen konsantrasyon degeri olarak
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belirlenmistir. Sekil 4.2.”de 6ziitlerin ICsy degerleri goriilmektedir. Sekil 4.2.’ye gore
oziitlerin standartlara gore 1Csy degerlerinin daha yiiksek oldugu dolayisiyla DPPH
siipiiriicii aktivitelerinin standartlara gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Oziitlerin ve
standartlarin DPPH siipiiriicii aktivitesi en yiiksekten en diisiige sirasiyla su
sekildedir: AA (ICsp: 4,3+0,3 pg/ml) > a-tokoferol (ICso: 10,2+0,8 pg/ml) > BHT
(ICso: 27,5+0,2 pg/ml) > Metanol 6ziitii (ICsp: 42,3+0,8 pg/ml) > Su oziitii (ICso:
62,5+0,5 pg/ml).

70 A

&#*

60 -

50 A

40 -

30 A

Konsantrasyon (ug/ml)

20 A

10 +

Metanol 6zt Su Bzt BHT AA a-tokoferol

Sekil 4.2. Oziitlerin ve standartlarin (BHT, AA ve o-tokoferol) DPPH siipiiriicii
aktivitelerinin ICsy degerleri. Sonuglar kontroliin yiizdesi +standart sapma
(SD) olarak ifade edilmistir. (n = 3, &: P<0,05 BHTye kars1 istatistiksel
fark, #: P< 0,05 AA’ya kars: istatistiksel fark,*: P<0,05 a-tokoferole kars1
istatistiksel fark).
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4.3.2. Toplam fenolik i¢erik tayini

Oziitlerin toplam fenolik icerik miktarlar1 pug gallik asite esdeger mg &ziit olacak

bicimde asagidaki formiilden hesaplanmistir (Sekil 4.3.).

A= 0,0085 gallik asit (ng) -0,0209 (R*: 0,9858)
04 -
y=0,0085x-0,0209
R?=0,9858
. 0.3 -
E
g
E 0,2 1
j::
2
< 0,1 1
'U' T T T T ]
0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.3. Gallik asit esdeger egrisi

Gallik asit egrisine gore hesaplanan metanol ve su 6ziitiiniin fenolik igerikleri Sekil

4.4.’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Bitki 6ziitlerinin fenolik igerik miktarlar

Sekil 4.4’te bitki oOziitlerinin fenolik icerik miktarlarina bakildiginda metanol
Oziitliniin (55,60+1,25 ng GAE/mg 6ziit) su 6ziitiine (34,45+1,74 png GAE/mg 06ziit)
gore daha fazla fenolik icerige sahip oldugu goriilmektedir. Sonuglar DPPH radikali
stiptiriicii aktivitesi daha yiiksek olan metanol oziitiiniin (ICs0:42,3+0,8 pg/ml)
toplam fenolik igeriginin de yiiksek oldugunu gostermektedir. Oziitlerin fenolik
icerigiyle ICsy degerleri arasinda Pearson korelasyon testine gore % 99,2 negatif

korelasyon tespit edilmistir.

4.4. Oziitlerin Sitotoksik Etkileri

4.4.1. Oziitlerin prostat kanserli hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi
Caligmada kullanilan bitkinin su ve metanol Oziitleri 0,01-25 pg/ml
konsantrasyonlari arasinda PC-3 ve DU145 prostat kanserli hiicre dizileri lizerine 24

saat uygulanmistir. Su ve metanol Oziitlinlin farkli konsantrasyonlardaki sitotoksik

etkileri Sekil 4.5.°te gosterilmistir.
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Ayrica, Oziitlerin androjen bagimsiz DU145 ve PC-3 hiicre dizileri i¢in slireye (24 ve
48 saat) ve daha yliksek doza bagl etkileri de incelenmistir. Bu hiicre dizileri {izerine
farkli konsantrasyonlardaki bitkinin su (0,6-1,4 mg/ml) ve metanol (50-450 pg/ml)
Oziitleri uygulanmistir. Sekil 4.6.-4.9.°da oziitlere maruz kalan kanserli hiicre

dizilerin nispi hiicre canliliklar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5. 0,01-25 pg/ml konsantrasyonlart arasinda bitkinin su ve metanol dziitlerine maruz kalan DU145 ve PC-3
hiicrelerinin nispi hiicre canlilig
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Sekil 4.6. 50-450 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol 6ziitiine maruz kalan
DU145 ve PC-3 hiicrelerinin nispi hiicre canlilig1.
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Sekil 4.7. 50-450 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol 6ziitiine maruz kalan
DU145 ve PC-3 hiicrelerinin nispi hiicre canliligi. Sonuglar kontroliin
yiizdesi = SD olarak ifade edilmistir. (n = 6, *: P<0,05 kontrole kars1
istatistiksel fark).
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Sekil 4.8. 0,6-1,4 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda su 6ziitiine maruz kalan
DU145 ve PC-3 hiicrelerinin nispi hiicre canlilig1.
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Sekil 4.9. 0,6-1,4 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda su 6ziitiine maruz kalan
DU145 ve PC-3 hiicrelerinin nispi hiicre canliligi. Sonuglar kontroliin
ylizdesi £ SD olarak ifade edilmistir. (n = 6, *: P<0,05 kontrole kars1
istatistiksel fark).
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Sekil 4.5.”e gore prostat kanseri hiicre dizileri lizerine su ve metanol 6ziitiintin 0,01-

25 pg/ml konsantrasyonlarda sitotoksik etkisi gozlenmemistir.

Sekil 4.6. ve 4.7.ye gore, DU145 hiicre dizisi metanol 6ziitii ile 24 ve 48 saat
muamele edildiginde 50 pg/ml’de sirasiyla %101,78+2,93 ve %63,95+4,92, 150
pg/ml’de sirastyla %84,436+9,42 ve %45,07+4,94, 250 pg/ml’de sirasiyla
%76,1249,75 ve %41,20+£5,53, 350 pg/ml’de sirasiyla %63,89+£10,60 ve
%24,85+11,86, 450 pg/ml’de sirasiyla  %30,03+£17,15 ve %22,48+7,55 hiicre
canlilik orami tespit edilmistir. 24 saat siirede 50 pg/ml konsantrasyondaki 6ziitiin
DU145 hiicre dizisi lizerine kontrole gore anlamli bir fark igeren sitotoksik bir etkisi
goriilmemistir (p>0,05). Buna ragmen 24 ve 48 saat siirede uygulanan diger

konsantrasyonlarda kontrole gére anlamli bir fark (p<0,05) tespit edilmistir.

Sekil 4.6.- 4.7.’ye gore, PC-3 hiicre dizisi metanol 6ziitii ile 24 ve 48 saat muamele
edildiginde 50 pg/ml’de sirasiyla %90,11£8,45 ve %75,1948,21, 150 pg/ml’de
strastyla % 67,07£11,73 ve % 54,7346,44, 250 ug/ml’de sirasiyla %60,58+4,27 ve %
31,3247,82, 350 ug/ml’de sirasiyla % 48,18+6,00 ve % 18,88+3,34, 450 pg/ml’de
strastyla %39,37+ 4,38 ve %11,88+1,35 hiicre canlilik orani tespit edilmistir. 24 saat
stirede 50 pg/ml konsantrasyondaki 6ziitiin PC-3 hiicre dizisi lizerine kontrole gore
anlamli bir fark iceren sitotoksik bir etkisi goriillmemistir (p>0,05). Buna ragmen 24
ve 48 saat siirede uygulanan diger konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli bir fark

(p<0,05) tespit edilmistir.

Sekil 4.8. ve 4.9.’a gore, DU145 hiicre dizisi su 6ziitii ile 24 ve 48 saat muamele
edildiginde 0,6 mg/ml’de sirasiyla 9%83,61+3,64 ve %46,46+8,2, 0,8 mg/ml’de
sirastyla %78,10£10,02 ve %44,43+4,13, 1 mg/ml’de sirasiyla %70,67£8,57 ve
%42,66+5,20, 1,2 mg/ml’de sirasiyla %65,71+4,21 ve %40,38+2,76, 1,4 mg/ml’de
%34,05+7,09 ve 9%30,10+3,45 hiicre canlilik orani tespit edilmistir. Oziitiin
sitotoksik etkisi uygulanan tiim siire ve konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir fark (p<0,05) icermektedir.
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Sekil 4.8. ve 4.9.’a gore, PC-3 hiicre dizisi su ozitii ile muamele edildiginde 0,6
mg/ml’de 24 ve 48 saatte sirasiyla %79,50£5,26 ve % 60,11+4,86, 0,8 mg/ml’de
strastyla %79,19£3,98 ve % 23,70+ 2,96, 1 mg/ml’de sirastyla % 59,77+1,73 ve %
25,99+1,76, 1,2 mg/ml’de sirasiyla %56,81+ 4,14 ve %24,39+ 2,34, 1,4 mg/ml’de %
44,46+ 2,28 ve % 27,25+1,68 hiicre canlilik orami tespit edilmistir. Oziitiin sitotoksik
etkisi uygulanan tiim siire ve konsantrasyonlarda kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli bir fark (p<0,05) icermektedir.

Calisma sonucunda metanol ve su Oziitiinlin konsantrasyona ve zamana bagl olarak
DU145 ve PC-3 hiicre dizileri lizerine sitotoksik etkili olduklar: tespit edilmistir. Her
iki Oziit i¢in her iki hiicre dizisi iizerindeki 24 saatlik etkinin 48 saatte daha da artis
gosterdigi goriilmistiir. Metanol oziitliniin 24 ve 48 saatte DU145 hiicre dizisi
tizerindeki ICsy degerleri sirasiyla 0,404+0,05 mg/ml ve 0,14+0,04 mg/ml olarak tespit
edilirken, PC-3 hiicre dizisi lizerine 24 ve 48 saatteki ICsy degerleri sirasiyla
0,35+0,06 mg/ml ve 0,17+0,07 mg/ml olarak belirlenmistir. Su 6ziitiiniin ise DU145
0,58+0,04 mg/ml iken PC-3 hiicre dizisi i¢in ICso degerleri sirasiyla 1,3040,03 mg/ml
ve 0,66+0,03 mg/ml olarak tespit edilmistir. PC-3 ve DU145 hiicre dizileri iizerinde
24 ve 48 saat siirede metanol 6ziitiinlin ICsy degerleri arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik (p>0,05) bulunamamistir. Dolayisiyla metanol 6ziitii PC-3 ve DU145 hiicre
dizilerine ayn1 oranda etkilidir. Su 6ziitliniin 1Csy degerleri 24 saatte PC-3 ve DU145
hiicre dizileri i¢in anlaml bir fark icermezken, 48 saat siirede anlamli bir fark tespit
edilmigtir. 48 saatte su Oziitliniin DU145 hiicre dizisi iizerine daha etkili oldugu

belirlenmistir.

Sonucglar metanol Oziitiiniin su’ya gore 24 ve 48 saatte daha etkili oldugunu
gostermektedir. Metanol oziitliniin PC-3 hiicre dizisi iizerine etkisi kontrol grubu, 50
pg/ml ve 450 pg/ml oziit ile 24 saat muamele edilen grup i¢in Resim 4.4.-4.6.’da

gosterilmektedir.



Resim 4.4. PC-3 hiicre dizisinin 24 saat
inkiibasyonu sonucu hiicre canlilig1.
Isik mikroskobunda hiicre morfolojileri
belirlenmistir.
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Resim 4.5. 50 pg/ml metanol oziiti Resim 4.6. 450 ng/ml metanol dziitii

varliginda PC-3 hiicre dizisinin
24 saat inkiibasyonu sonucu
hiicre canlilig1. Isik mikrosko-
bunda hiicre morfolojileri
belirlenmistir.

varliginda PC-3 hiicre dizisinin
24 saat inkiibasyonu sonucu
hiicre canlilig1. Isik mikros-
kobunda hiicre morfolojileri
belirlenmistir.
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4.4.2. Oziitlerin insan gingival fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Calismada kontrol grubu olarak saglikli goniilliillerin dislerinden elde edilen insan
gingival fibroblast hiicre dizisi (HGF) kullanilmigtir. HGF’nin deneyde kullanimi
i¢in Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'na basvurulmus ve etik kurul onay1
almmistir. Etik kurul belgesi Ek-1’de (sayfa 133) sunulmustur. DU145 ve PC-3
hiicre dizileri lizerine 24 ve 48 saat siire ile uygulanan metanol (50-450 pg/ml) ve su
(0,1-1,4 mg/ml) oziitii konsantrasyonlart HGF {iizerine de uygulanmistir. Su ve
metanol Oziitlerine maruz kalan HGF’nin 24 ve 48 saat siiredeki nispi hiicre canliligi

Sekil 4.10.- 4.11.”de gosterilmektedir.

Sekil 4.10.’a gore 24 saatte metanol Oziitiiniin gingival fibroblastlar lizerine 50 -350
ug/ml konsantrasyon araliginda sitotoksik etkisi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir fark (p>0,05) icermemektedir. Dolayisiyla bu konsantrasyonlar arasinda
metanol 6ziitiiniin HGF iizerine sitotoksik bir etkisi yoktur. Buna karsin 150-350
pg/ml oziit araliginda DU145 ve PC-3 hiicrelerine kars1 kontrole gore metanol ziitii
anlaml bir fark igermektedir (p<0,05) (Sekil 4.12.). 24 saat siire 450 pg/ml’de
metanol 6ziitli ile muamele edilen HGF hiicre canliliginin %75,38+8,13 oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Oziitiin 48 saat siirede ise 150-450 pg/ml konsantrasyonlari
arasinda HGF hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 (p<0,05) tespit edilmistir. Bu konsantrasyon araliginda oziitle
muamele edilen HGF hiicre canliliginin  %89,564+4,04-%68,67+7,22 arasinda
degistigi belirlenmistir. Sonug olarak metanol 6ziitliniin 24 saatte 450 ng/ml’de ve 48
saat siirede doz artistyla birlikte HGF hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi tespit
edilmigtir. Buna ragmen kanser hiicre dizileri metanol o6ziitine HGF kontrol

grubundan ¢ok daha fazla duyarhdir (Sekil 4.12.).

0,1-1,4 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda su 6ziitline maruz kalan HGF hiicrelerinin
nispi hiicre canliligi Sekil 4.11.’de gosterilmektedir. Buna gore su 6ziitiinin HGF
hiicreleri iizerine uygulanan konsantrasyonlar ve siirede nispi hiicre canliligimi
azaltmadigi, dolayisiyla HGF iizerine sitotoksik bir etki gostermedigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.12 ve 4.13’te ise 50-450 ug/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol 6ziitliine
maruz kalan HGF ve kanserli hiicre dizilerinin nispi hiicre canlilig1 goriilmektedir.
Oziitiin 24 saatte 50-450 pg/ml konsantrasyon arahiginda DU145, PC-3 ve HGF
hiicre canliligina etkisi sirasiyla %101,78+2,93 -%30,03£17,15, %90,11+£8,45 -
%39,37+4,38 ve %101,01+7,64 - %75,38+8,13 araliginda tespit edilmistir. Oziitiin
kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerine sitotoksik etkisi malign olmayan HGF
hiicrelerine gore her konsantrasyonda ve iki farkli siirede kendi iginde istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.13’te 50 pg/ml 6ziit ile 24 saat siire muamele
edilen DU145 hiicre dizisi hari¢ diger kanser hiicre dizileri ile HGF arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Diger tiim
konsantrasyonlarda HGF grubuna gore kanser hiicre dizilerinin sitotoksik etkisinin

istatatiksel olarak anlamli1 sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.10. 50-450 pg/ml konsantrasyonlari arasinda metanol 6ziitline maruz kalan HGF hiicrelerinin nispi hiicre canliligi. Sonuglar

kontroliin yiizdesi + SD olarak ifade edilmistir. (n = 6) , *: P<0,05 kontrole kars: istatistiksel fark).
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Sekil 4.11.0,1-1,4 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda su 6ziitiine maruz kalan HGF hiicrelerinin nispi hiicre canliligi. Sonuglar
kontroliin yilizdesi = SD olarak ifade edilmistir. (n = 6), *: P<0,05 kontrole kars1 istatistiksel fark).
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Sekil 4.12. 50-450 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol 6ziitiine maruz kalan
HGF, DU145 ve PC-3 hiicre dizilerinin nispi hiicre canlilig1. Sonuglar
kontroliin yiizdesi=SD olarak ifade edilmistir.
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Sekil 4.13. 50-450 pg/ml konsantrasyonlari arasinda metanol 6ziitiine maruz kalan HGF, DU145 ve PC-3 hiicre dizilerinin nispi
hiicre canliligi. Sonuglar kontroliin yiizdesi + SD olarak ifade edilmistir. (n = 6, *: P<0,05 kontrole karsi istatistiksel
fark, &: P<0,05 HGF ye karsi istatistiksel fark).
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4.4.3. Oziitlerin HeLa ve MCF-7 hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi

Su ve metanol Oziitiiniin HeLa ve MCF-7 hiicre dizilerine olan etkisi 0,001-100
pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda 24 saat siirede calisilmistir. Sekil 4.14. ve 4.15°te
0,001-100 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol ve su oziitlerine maruz kalan

HGF ve kanserli hiicre dizilerinin nispi hiicre canlilig1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.14. 0,001-100 pg/ml konsantrasyonlari arasinda metanol ve su oziitlerine
maruz kalan HGF, HeLa ve MCF-7 hiicre dizilerinin nispi hiicre
canliligi. Sonuglar kontroliin yilizdesi + SD olarak ifade edilmistir.

Sekil 4.14 ve 4.15’e gore HeLa hiicre dizisi su ve metanol oziitleri ile 24 saat
muamele edildiginde 0,001 pg/ml’de sirasiyla %61,26+5,63 ve %59,67+8,63, 0,01
ug/ml’de sirasiyla %53,60+4,45, %45,89+1,21, 0,1 pg/ml’de sirasiyla %49,38+6,73
ve %46,84+5,44, 1 pg/ml’de sirasiyla %53,26+4,27 ve %45,68+4,82, 10 pg/ml’de
strastyla %52,79+6,00 ve %47,5+£3,34, 100 pg/ml’de ise sirasiyla %38,41+4,38 ve
%20,5946,35 hiicre canlilik orani tespit edilmistir.

MCF-7 hiicre dizisi ise su ve metanol oziitii ile 24 saat muamele edildiginde 0,001

pg/ml’de swrasiyla %103,63+8,69 ve 9%100,81+4,63, 0,01 pg/ml’de sirasiyla
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%99,86 4,92 ve %93,19+2,93, 0,1 pg/ml’de swrasiyla %91,844+4,94 ve
%102,97+4,42, 1 pg/ml’de sirasiyla %93,56£5,76 ve %94,68+6,75, 10 pg/ml’de
strastyla %95,36+6,86 ve %98,25+7,60, 100 pg/ml’de ise sirastyla %63,46+7,55 ve
%064,9045,15 hiicre canlilik orani tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. 0,001-100 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda metanol ve su oziitlerine
maruz kalan HGF, HeLa ve MCF-7 hiicre dizilerinin nispi hiicre
canlilig1. Sonuglar kontroliin yiizdesi = SD olarak ifade edilmistir
(n=6, *: P<0,05, kontrole kars istatistiksel fark).

Calismada metanol ve su 0Oziitlinlin konsantrasyona bagli olarak HeLa ve MCF-7
hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkili olduklar1 belirlenmistir. Oziitlerin HeLa hiicre
dizisi lizerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Her iki oziitin MCF-7 hiicre
dizisine kars1 ICso degerleri >100 pg/ml olarak saptanmustir. HeLa hiicre dizisine
kars1 ise su ve metanol Oziitlerinin ICsy degerleri sirasiyla 0,10+0,05 pg/ml ve
0,0055+0,0040 pg/ml olarak tespit edilmistir. Sonug olarak HeLa hiicre dizisinde
metanol Oziitiiniin su Oziitiine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14-
4.15). Calisilan kanser hiicre dizileri i¢inde Oziitlere en duyarli olan hiicre dizisi

HelLa’dir.
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4.5. Oziitlerle Muamele Edilen HeLa ve MCF-7 Hiicre Dizilerinin Sag Kalim

Egrilerinin Belirlenmesi

Calismada MCF-7 ve HeLa hiicre dizilerinin hiicre canliligin1 %50 oraninda azaltan
su ve metanol oziitleri 0, 24, 48, 72 ve 96 saat siire ile hiicrelerle muamele edilerek
hiicrelerin sag kalimlar1 belirlenmistir. Sekil 4.16. ve 4.17.’de Oziitlerin varliginda

MCF-7 ve HeLa hiicre dizilerinin zamana bagli sag kalim grafikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Oziitlerin varliginda tripan mavisi uygulanan HeLa hiicrelerinin sag
kalim grafigi. Siire: 24-96 saat. Her nokta iki tekrarin sonucudur.

Sekil 4.16’ya gore oziitlerle muamele edilmeyen kontrol grubundaki hiicre sayisinin
24 saatten sonra diizenli olarak artis gosterdigi goriilmektedir. Metanol ve su
oOziitlerine bakildiginda ise 24 saatten sonra hiicre sayilarinda artig oldugu dolayisiyla
Oziitlerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin azaldig1 goriilmektedir. 24 saat
0ziit uygulamas1 diger siirelere gore etkilidir. Her iki 6ziitiin de 24 saatten sonra
hiicre sag kalimi artmaktadir. Grafikte metanol Gziitiiniin suya gore 24 saatte HelLa

hiicre sayisin1 daha fazla azalttigi goriilmektedir. Sonu¢ olarak HeLa hiicre
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dizilerinin sag kalimi iizerinde 24 saat siirede metanol 0ziitliniin suya gore daha etkili

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.17. Oziitlerin varliginda tripan mavisi uygulanan MCF-7 hiicrelerinin sag
kalim grafigi. Siire: 24-96 saat. Her nokta iki tekrarin sonucudur.

Sekil 4.17°ye gore oziitlerle muamele edilmeyen kontrol grubundaki hiicre sayisinin
24 saatten sonra artig gosterdigi goriilmektedir. Metanol ve su Oziitii ile muamele
edilen hiicrelerde ise 24 saatte hiicre sayilarinin azaldig1 bu siireden sonra zamana
bagl olarak hiicre sayilarinda artis oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla metanol ve su
Oziitlerinin HeLa hiicrelerinin sag kalimini azaltmada 24 saatte daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Grafikte su ve metanol 6ziitlerinin 24 saatteki hiicre sayisina etkisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Sonug

olarak iki Oziitte 24 saatte kontrole gore hiicre sag kalimini azaltmaktadir.
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4.6. Oziitlerle Muamele Edilen HeLa Hiicre Dizisinin Floresan Boyamalari

Caligmada HeLa hiicre dizileri 10 pg/ml konsantrasyondaki metanol ve su oziitleri ile
24 saat muamele edilmistir. Ardindan 6ziitlerin HeLa {izerine sitotoksik ve apoptotik
etkilerini belirlemek amaciyla propidium iyodiir (PI), 3°,3’- 6,4’-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) ve diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOCe) floresan boyamalari
yapilmistir. Goriintiilerin 4x ve 10x biiyiitmede hem 151k mikroskobunda hem de

floresan mikroskobunda fotograflar1 ¢ekilmistir.

4.6.1. Propidium iyodiir (PI) boyama

PI boyast membran biitiinliigli bozulmus 6lii hiicreleri boyamaktadir. 10 pg/ml
konsantrasyondaki su ve metanol 0ziitii ile muamele edilmemis ve edilmis HeLa
hiicre dizisindeki 6lii hiicreler PI boyama ile belirlenmistir. Resim 4.7.-4.18’de PI ile
boyanmis 10 pg/ml konsantrasyondaki 6ziitle muamele edilen ve edilmeyen HelLa
hiicrelerinin 4x ve 10x 151k ve floresan mikroskop goriintiileri goriilmektedir. PI ile
boyanan hiicreler 6lii ve kirmizi renkte boyanan hiicrelerdir. Resim 4.8. ve 4.10’a
bakildiginda oziitle muamele edilmeyen HeLa hiicrelerinin 4x ve 10x floresan
mikroskop goriintiilerinde 6lii hiicre bulunmadigindan fotograf karesi siyah olarak
gbzlenmistir. Buna karsin Resim 4.12 -4.18’de metanol ve su 6ziitii ile muamele
edilen HeLa hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiilerinde oOlii hiicrelerin PI
boyama ile kirmizi renk verdigi goriilmektedir. Resim 4.14’teki floresan
mikroskobunda 10x biiyiitmede metanol 6ziitiinde goriilen 6lii hiicre sayisinin, Resim
4.18’deki su 6ziitli ile muamele edilene gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Buna
gore 10 pg/ml konsantrasyondaki metanol Oziitliinlin su oziitiine gore HelLa hiicre

canliligini daha fazla etkiledigi sdylenebilir.



Resim 4.7. PI ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 4x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.9. PI ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 10x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.8. PI ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 4x floresan
mikroskop analizi. PI
ile boyanan 6lii hiicreler
floresan mikroskopta
kirmizi renkte goriliir.

Resim 4.10. PI ile boyanmig HeLa
hiicrelerinin 10x floresan
mikroskop analizi. PI
ile boyanan 6lii hiicreler
floresan mikroskopta
kirmizi renkte goriiliir.



Resim 4.11. Metanol 6ziti ile muamele

edilen PI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 4x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.13. Metanol 6ziti ile muamele

edilen PI ile boyanmis
HelLa hiicrelerinin 10x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.12.

Resim 4.14.

Metanol 6ziitii ile muamele
edilen PI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 4x
floresan mikroskop

analizi. PI ile boyanan

6lii hiicreler floresan
mikroskopta kirmizi renkte
gorilir.

Metanol 6ziitii ile muamele
edilen PI ile boyanmig
HeLa hiicrelerinin 10x
floresan mikroskop

analizi. PI ile boyanan

olii hiicreler floresan
mikroskopta kirmizi renkte
goriliir.



Resim 4.15. Su 6ziti ile muamele Resim 4.16.

edilen PI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 4x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.17. Su 6ziitli ile muamele Resim 4.18.
edilen PI ile boyanmus
HeLa hiicrelerinin 10x 1s1k
mikroskop analizi.

Su 6ziitii ile muamele
edilen PI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 4x
floresan mikroskop
analizi. PI ile boyanan
o0li hiicreler floresan
mikroskopta kirmizi
renkte goriiliir.

Su 6ziitii ile muamele
edilen PI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 10x
floresan mikroskop

analizi. PI ile boyanan

o0li hiicreler floresan
mikroskopta kirmizi renkte
goriiliir.
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4.6.2. DAPI boyama

Calismada 10 pg/ml konsantrasyondaki su ve metanol 6ziitii ile 24 saat muamele
edilmis ve edilmemis HeLa hiicreleri iizerindeki apoptotik etkiyi belirlemek igin
DAPI boyama yontemi kullanilmistir. DAPI uygulanan hiicreler, normal ve apoptotik
niikleus olarak belirlenmis ve apoptotik niikleuslu hiicreler floresan mikroskop
alaninda parlak mavi lekeli olarak goriilmiistiir. Resim 4.19-4.26’da DAPI ile
boyanmig su ve metanol 6ziitii ile muamele edilen ve edilmeyen HeLa’nin 10x ve

40x biiylitmede 151k ve floresan mikroskop goriintiileri goriilmektedir.

Resim 4.20. ve 4.26.°da DAPI ile boyanan mavi c¢ekirdekli HeLa hiicrelerinin
floresan mikroskop goriintiileri gosterilmistir. Resim 4.20 ve 4.22°deki HelLa
hiicrelerinde parlak mavi lekeli olmayan hiicreler normal niikleuslu olup kontrol
grubunda fazla miktarda bulunmaktadir. Resim 4.23. ve 4.24’e bakildiginda metanol
oziitii ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde parlak boyanmis hiicreler apoptotik
niikleuslu hiicrelerdir. Oziit uygulanmayan HeLa’ya gére dziit uygulanan hiicrelerde
mikroskop alaninda goriilen apoptotik niikleuslarin fazlaligi dikkat ¢ekmektedir.
Resim 4.25. ve 4.26.’da ise su 6ziitli ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde parlak
mavi renkli hiicreler apoptotik niikleuslu olup alanda metanol o6ziitii uygulanan

HeLa’ya gore sayica ¢ok daha az goriilmektedir.

Sonug olarak HelLa hiicre dizisinde DAPI boyamada 6ziit uygulanmayan kontrol
grubunda apoptotik niikleuslu hiicreler hemen hemen mevcut degilken, metanol ve su
oziitii ile muamele edilen HelLa’da apoptotik hiicreler goriilmiistiir. Bu yiizden
metanol ve su Oziiti HeLa hiicreleri lizerinde apoptotik etkiye sahiptir. Metanol
Oziitii grubundaki etkinin su Oziitline goére ¢ok daha fazla oldugu fotograflarda

goriilmektedir.
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Resim 4.19. DAPI ile boyanmis HeLa Resim 4.20. DAPI ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 10x 151k hiicrelerinin 10x floresan
mikroskop analizi. mikroskop analizi. DAPI

apoptotik hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.

Resim 4.21. DAPI ile boyanmis HeLa Resim 4.22. DAPI ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 40x 151k hiicrelerinin 40x floresan
mikroskop analizi. mikroskop analizi. DAPI

apoptotik hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.



Resim 4.23.

Resim 4.25.

Metanol 6ziitii ile muamele
edilen DAPI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 10x
floresan mikroskop

analizi. DAPI apoptotik
hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.

Su 6ziitli ile muamele
edilen DAPI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 10x
floresan mikroskop

analizi. DAPI apoptotik
hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.
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Resim 4.24. Metanol 6zuti ile muamele

edilen DAPI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 40x
floresan mikroskop

analizi. DAPI apoptotik
hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.

Resim 4.26. Su ozuti ile muamele

edilen DAPI ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 40x
floresan mikroskop

analizi. DAPI apoptotik
hiicrelerin niikleik
asitlerini parlak mavi renge
boyar.
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4.6.3. DiOCs boyama

Calismada 10 pg/ml konsantrasyondaki su ve metanol 0ziitii ile 24 saat muamele
edilmis ve edilmemis HeLa hiicre dizilerindeki mitokondriyal membran potansiteli
(MMP) ni belirlemek i¢in DiOCg¢ boyama yontemi kullanilmistir. DiOCg¢ canhi
hiicreleri boyayan yesil floresan veren mitokondriye 6zel voltaj bagimli bir boya
oldugundan erken apoptotik hiicrelerdeki mitokondriyal degisimleri gostermek
amaciyla ¢alismada kullanilmistir. Erken apoptotik hiicrelerde MMP azaldigindan
dolay1 hiicrelerin DiOCg boya alimi da azalmaktadir. Resim 4.27.- 4.38.’de DiOCg ile
boyanmis su ve metanol 6ziitii ile muamele edilen ve edilmeyen HeLa hiicrelerinin

4x ve 10x biiyiitmede 151k ve floresan mikroskop goriintiileri gosterilmistir.

Resim 4.28.-4.30’a bakildiginda 6ziitle muamele edilmemis HeLa hiicrelerinin yesil
floresan verdigi ve goriintiiniin 4x ve 10x floresan mikroskopta alani kapladig:
goriilmektedir. Alandaki c¢ogu hiicre apoptoza gitmediginden dolayr hiicrelerin
MMP’sinde azalma mevcut degildir. O yiizden alandaki hiicreler yesile boyanmustir.
Resim 4.32.- 4.34’teki 4x ve 10x floresan mikroskop goriintiilerine bakildiginda
metanol Oziitii ile muamele edilmis HeLa hiicrelerinin 6ziitle muamele edilmeyene
gore DiOCs ile boyanan hiicre sayismin daha az oldugu goriilmektedir. Oziitle
muamele edilen hiicrelerin DiOCg ile daha az boyandigi dolayisiyla MMP’sinde

azalma oldugu i¢in apoptoza gittigi diisiiniilmektedir.

Resim 4.36- 4.38’deki 4x ve 10x floresan mikroskop goriintiilerine bakildiginda su
oziitli ile muamele edilen HeLa hiicrelerinin muamele edilmeyene gore DiOCs ile
boyanan hiicre sayisinin daha az oldugu goriilmektedir. Resim 4.32. ve 4.36.’ya
bakildiginda ise su 0ziitii ile muamele edilen HeLa hiicrelerinin DiOCg ile boyanan
hiicre sayisinin metanol 06ziitli ile muamele edilene gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu durum da metanol 6ziitliniin HeLa hiicreleri ilizerinde su 0ziitiine

gore daha fazla apoptotik etkili olmasindan dolayidir.



hiicrelerinin 4x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.29. DiOCg ile boyanmisg HeLa
hiicrelerinin 10x 151k
mikroskop analizi.

Resim 4.28. DiOCg ile boyanmis Hela
hiicrelerinin 4x floresan
mikroskop analizi. DiOCg
canli hiicreleri yesile boyar.

Resim 4.30. DiOCg ile boyanmis HeLa
hiicrelerinin 10x floresan
mikroskop analizi. DiOCg
canli hiicreleri yesile boyar.



Resim 4.31. Metanol oziitii ile muamele ~ Resim 4.32. Metanol 6ziitii ile muamele
edilen DiOCg ile boyanmis edilen DiOCq ile boyanmig
HeLa hiicrelerinin 4x 151k HeLa hiicrelerinin 4x
mikroskop analizi.

floresan mikroskop analizi.
DiOCgcanli hiicreleri
yesile boyar.

/

AT o
"

Resim 4.33. Metanol 0ziitii ile Resim 4.34. Metanol 6ziitii ile muamele
muamele edilen edilen DiOCg ile boyanmis
DiOCg ile boyanmis HeLa hiicrelerinin 10x
HeLa hiicrelerinin 10x floresan mikroskop analizi.
151k mikroskop DiOCg canli hiicreleri

analizi. yesile boyar.



Resim 4.36. Su 6ziitii ile muamele
edilen DiOCg ile boyanmis
HelL a hiicrelerinin 4x
floresan mikroskop analizi.
DiOCg canli hiicreleri
yesile boyar.

Resim 4.35. Su 6ziitii ile muamele
edilen DiOCg ile boyanmis
HeLa hiicrelerinin 4x
151k mikroskop analizi.

Resim 4.38. Su 6ziitii ile muamele
edilen DiOCg ile boyanmis
HelL a hiicrelerinin 10x
floresan mikroskop analizi.
DiOCg canli hiicreleri
yesile boyar.

Resim 4.37. Su 6ziiti ile muamele
edilen DiOCg ile boyanmis
hiicrelerinin 10x 151k
mikroskop analizi.
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4.7. Western Blotlama

Calismada floresan boyamalarda metanol 6ziitlinlin su’ya gore apoptotik etkisinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Metanol 6ziitiiniin HeLLa ve MCF-7 hiicre
dizileri tizerindeki apoptotik etkisi Western Blotlama yontemiyle de arastirilmastir.
10 pg/ml konsantrasyondaki metanol 0ziitli ile muamele edilen ve edilmeyen
(kontrol) HeLa ve MCF-7 hiicrelerinin proteinleri izole edilmis ve Western
blotlamalar1 yapilmistir. Resim 4.39°da  Western blotlama yonteminde 6ziit
uygulanan ve uygulanmayan gruplarin Poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) ve

kaspaz-9 protein bantlar1 goriilmektedir.

PARP —> 116 kDa

PARP

89 kDa
(Pargalanmis) s

Kaspaz-9 -
(Parcalanmis) 37 kDa

Kaspaz-9
(Parcalanmis)

—> 35kDa

Resim 4. 39. PARP ve Kaspaz-9 protein bantlarinin Western Blotlama yontemi ile
gosterimi. 1: Kontrol HeLa, 2: Metanol 6ziitli ile muamele edilmis
HeLa, 3: Kontrol MCF-7, 4: Metanol 6ziitii ile muamele edilmis
MCEF-7

Bilindigi tlizere kaspazlarin ve PARP’1n aktivasyonu apoptoz uyarilmasinda énemli

bir biyomarkirdir. Resim 4.39.’a gbre 116 kDa biiytikliiglindeki PARP proteini hem

kontrol hem de 06ziit uygulanan grupta goriilmektedir. 10 pg/ml konsantrasyonlu

metanol 0Oziitii uygulanan HelLa hiicrelerinde K1 kontrol grubuna goére 89kDa
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blyiikliigiindeki pargalanmis PARP proteini ¢ok daha belirgin goriilmektedir.
Dolayisiyla 6ziit uygulanan grupta hiicreler apoptoza gitmektedir. K2 kontrol
grubunda ise hiicreler apoptoza gitmediginden parcalanmigs PARP olusumu cok
azdir. Metanol 6ziitli uygulanan grupta ise 89kDa biiytikliigiinde az miktarda protein
goriilmektedir. Oziit uygulanan HeLa ve MCF-7 grubundaki pargalanmis PARP
proteinine bakildiginda 6ziitin HeLa hiicrelerinde MCF-7’ye goére apoptotik

aktivitesinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

Resim 4.39.’da 35 ve 37 kDa’luk aktif kaspazlarin olusumu goriilmektedir. Resme
gbre K1 HeLa kontrol grubunda aktif kaspaz olusumu yoktur. Buna ragmen metanol
oziiti grubunda 35 kDa ve 37 kDa’luk proteinlerin olusumu goriilmektedir.
Dolayistyla metanol 6ziitli grubu uygulanan HeLa hiicreleri apoptoza gitmektedir.
MCEF-7 kontrol grubu (K2) ve metanol 6ziitii grubuna bakildiginda ise 37 kDa’luk
proteinler goriilmektedir. Iki grup arasinda kaspaz aktivasyonu acisindan bir farklilik
goriilmediginden 6ziitiin MCF-7 hiicreleri lizerinde apoptotik bir etkisinin olmadig1

sOylenebilir.

Sonu¢ olarak Western blotlama yonteminde HelLa {izerinde 10 pg/ml
konsantrasyondaki metanol Oziitiiniin apoptotik etkili oldugu tespit edilmistir.
Metanol o6ziitii kanser hiicre dizilerinden HeLa’da en etkili bulunmustur. Bu sonug

yapilan diger deneysel calismalari1 da desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Achillea teretifolia Willd. bitkisininin su ve metanol 6ziitiiniin farkli
konsantrasyonlardaki antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik etkileri arastirtlmistir.
Antimikrobiyal aktivite ile ilgili olarak Sokmen ve ark. (1999), Tiirkiye florasinda
iclerinde A. teretifolia Willd tiirlinlin de bulundugu 35 bitkiden elde edilen 76 6ziitiin
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, Escherichia coli,
Clostridium perfringens ve Candida albicans klinik izolatlar1 lizerine in vitro
antimikrobiyal aktiviteleri ¢alismislardir. Oziitler %50 DMSO’da ¢oziiliip 5 mg/ml
konsantrasyonda hazirlamiglardir. Sekiz bitki tiiriinden elde edilen 16 saf 6ziitliin en
az bir veya daha fazla mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu bulmuslardir. A. feretifolia bitkisinin metanol Oziitiiniin suda ¢dziinen ve
¢Oziinmeyen kisimlarinda denenen mikroorganizmalara karst 5 mg/ml konsantras-

yonda antimikrobiyal bir aktivite tespit etmemislerdir.

Sokmen ve ark. (2003), Achillea sintenisii Hub. Mor. bitkisinin ugucu yaginin
yanisira metanol Oziitlerinin suda ¢o6ziinen ve suda ¢Oziinmeyen kisimlarmin 12
bakteri ve iki mayaya karsi antimikrobiyal aktivitelerini calismis ve oziitlerin 10
mg/ml konsantrasyonda suda ¢Ozlinen metanol altfraksiyonlarinin antimikrobiyal
aktivite gostermezken suda ¢oziinmeyen altfraksiyonlarinin S. aureus ATCC 25923
(10 mm zon c¢ap1), Acinetobacter Iwoffii ATCC 19002 (13mm), Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 (1lmm) , E.coli ATCC 25922 (11mm), bakterileri
tizerinde orta derecede C. albicans ATCC 10239 (16mm) mayasi iizerinde ise giiglii

bir etkisi oldugunu bulmuslardir.

Karaalp ve ark. (2009), 13 Achillea tiiriiniin [A. multifida (DC.) Boiss., A teretifolia
Willd.,, A. schischkinii Sosn., A. setacea Waldst.&Kitt.,, A. crithmifolia
Waldst.&Kitt., A. falcata L., A. biebersteinii Afan, A. coarctata Poir., A. millefolium
L. subsp. pannonica (Scheele) Hayek., A. clypeolata Sm., A. kotschyi Boiss. subsp.
kotschyi, A. phyrigia Boiss.&Bal,. ve A. nobilis L. subsp. neilreichii (Kerner)

Formanek] ¢igek baslarindan elde edilen n-hekzan, metanol ve kloroform 6ziitlerinin
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antimikrobiyal aktiviteleri E. coli ATCC 29908, hemorajik E. coli (O157:H7) RSSK
232, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 43300 (methisilin/oksasilin-direncli), S.
aureus ATCC 6538/P, Streptococcus epidermidis ATCC 12228, Salmonella
typhimurium CCM 5445, B. cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212, ve C.
albicans ATCC 90028 mikroorganizmalarina karst MiK yontemiyle arastirmislardr.
25- 250pg/ml konsantrasyonlar arasinda denenen organizmalara karsi tiim 6ziitlerin
MIK degerleri arastirilmistir. Sonugta A. feretifolia’nin kloroform oziitii S. aureus
(MORSA), S. epidermidis ve S. typhimurium bakterilerine kars1 50 pg/ml, hemorajik
E. coli bakterisine karst ise 250 pg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Metanol Oziitii ise sadece S. aureus (125pg/ml) ve B. cereus
(187,5ug/ml) tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Hekzan oziitlerinde
antimikrobiyal aktivite belirlenememistir. Tiim o6ziitler C. albicans mayasina karsi
denenen konsantrasyonlarda etkisiz bulunmustur. Calismada A. coarctata, A.
setacea, A. multifida, A. teretifolia gibi aktif tiirlerin biyoaktivite ¢alismalart igin
patojen bakterilerin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilabilen saf metabolitleri elde etmek i¢in 1yi adaylar oldugu tespit edilmistir.

Dogan ve ark. (2010), Tiirkiye’den dordii endemik olan 10 bitki taksasinin 10 mg/ml
konsantrasyondaki kloroform Oziitlerinin antimikrobiyal etkilerini disk difiizyon
yontemiyle E. coli ATCC 25213, E. coli ATCC 35218, K. Pneumoniae ATCC
27736, Proteus vulgaris RSKK 96026, Yersinia enterocolitica RSKK 1501,
Salmonella enteritidis RSKK 171, P. aeruginosa NRLL B-23, Proteus vulgaris
RSKK 96026, L. monocytogenes Li6, S. aureus ATCC 25923, S. aureus Cowan I, B.
cereus RSKK 863, B. subtilis ATCC 6633, C. albicans ATCC 10231 ve Candida
tropicalis (klinik izolat) mikroorganizmalarina karsi arastirmislardir. Caligmada
Achillea cinsinden A. biebersteinii Afan., A. setacea Waldst.&Kit, A. teretifolia
Willd. (endemik/Iran-Turan), A. phrygia Boiss.&Ball (endemik/Iran-Turan) tiirlerini
kullanmiglardir. Bu tilirlerden A. teretifolia bitkisinin kloroform Oziitiiniin 4,5+0,5 —
25+0,0 mm arasinda degisen zon ¢aplariyla tiim bakterilere karsi antibakteriyel etkili,
en yiiksek inhibisyon zon degerinin L. monocytogenes Li6 bakterisine (25+0,0 mm)

en diisiik inhibisyon zonunun E. coli ATCC 25213 (4,5+0,5 mm) bakterisine kars1
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oldugunu tespit etmislerdir. Gram negatif bakterilerin pozitiflere gére daha direngli
oldugunu ve en direngli olan bakterinin P. aeruginosa oldugunu belirlenmislerdir. A.
teretifolia bitkisi ve diger Achillea tiirleri i¢in antifungal bir aktivite tespit

etmemiglerdir.

Amjad ve ark. (2011), Achillea wilhelmsii C. Koch bitkisinin yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin ve metanol 6ziitliinlin bakterilerin biiylimeleri iizerine etkilerini
calismislardir. Bitkinin yapraklarinin ugucu yaglarini hidrodistilasyon yontemiyle ve
metanol dziitlerini ise Sokselet aparatinda elde edilmislerdir. Oziitleri antimikrobiyal
aktivite icin 20 mg/ml, 30 mg/ml, 50 mg/ml ve 400 mg/ml konsantrasyonlarda
hazirlamiglardir.  Metanol Oziitlerinin antimikrobiyal etkilerine agar kuyucuk
diflizyon yontemiyle ve MIK testiyle calismislardir. Calismada, yaprak metanol
Oziitii B. cereus ATCC 1274 (400 mg/ml’de zon ¢ap1 21,75+0,5 mm) ve S. aureus
ATCC 25923 (400 mg/m’de 18+0,816 mm) bakterilerine kars1 daha yiiksek etki, E.
coli ATCC 25922 (400 mg/ml’de 9+ 0,816mm) bakterisine karst zayif etki, P.
aeruginosa ATCC 27853 (tiim konsantrasyonlarda 6 mm) bakterisine karsi ise
herhangi bir biliyiime inhibisyon etkisi gostermemistir. S. aureus, B. cereus ve E.coli
bakterilerinin MIK degerleri sirastyla 12,5, 6,25 ve 100 mg/ml bulunmustur. Sonug
olarak A. wilhemsii bitkisinin yaprak metanol 6ziitii ve ugucu yaginin antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu ve bu yilizden enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi icin etkili

bilesiklerinin arastirilabilecegi tespit edilmistir.

Calismamizda, endemik A. fteretifolia Willd tiriinin 25, 50 ve 100 mg/ml
konsantrasyondaki su ve metanol 6ziitlerinin antimikrobiyal etkisine agar kuyucuk ve
MIK yéntemiyle arastirilmistir. Bitkinin metanol &ziitiiniin mikroorganizmalara kars
antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde, agar kuyucuk yontemine gore 25
mg/ml’de bakterilerin zon ¢aplarinin 10,6+0,5-15,6+0,4 mm, 50 mg/ml’de 11,3+0,5-
16,6+0,5 mm, 100 mg/ml 13,0+0,5-18,3+0,5 mm arasinda degistigi belirlenmistir.
Bakterilerin MIiK degerlerinin 6,25-50 mg/ml konsantrasyonda degistigi tespit

edilmistir. MIK ydntemine gdre metanol &ziitiine en duyarli bakterinin S. aureus

(6,25 mg/ml) daha sonra sirasi ile B. cereus (12,5 mg/ml), B. subtilis (25 mg/ml) ve
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P. vulgaris (50 mg/ml) oldugu belirlenmistir. E.coli ATCC 25922, E. coli ATCC
35218, P. aeruginosa, E. faecalis bakterilerine kars1 6ziitlin antimikrobiyal aktivitesi
tespit edilememistir. Metanol Oziitliinliin S. aureus ve B.cereus bakterilerine karsi
yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip olmasi ve P aeruginosa bakterisine karsi
antimikrobiyal etki gdstermemesi literatiirdeki A. teretifolia tiiriiniin metanol
(Karaalp ve ark. 2009) ve klorofom (Dogan ve ark. 2010) 6ziitii, A. wilhelmsii ve A.
millefolium L. tirleriyle (Tajik ve ark., 2008; Amjad ve ark., 2011) uyumlu
bulunmustur. Calismada 25, 50 ve 100 mg/ml konsantrasyonlardaki su oziitlerinde
antimikrobiyal etki tespit edilememistir. Sulu 0Oziitin antimikrobiyal etki
gostermemesi SOkmen ve arkadaglariin 1999 ve 2003 yilinda yayinladiklar
caligsmalarla uyumluluk goéstermektedir. Su ve metanol Oziitlerinin mayalar iizerine
antifungal bir etkisi olmadig1 ve bu sonuglarin yine literatiirdeki bilgilerle (Sokmen
ve ark., 1999; Karaalp ve ark., 2009; Dogan ve ark., 2010) uyumlu oldugu

saptanmigtir.

Antioksidan aktivite ile ilgili olarak Konyalioglu ve ark. (2004), Tiirkiye’de yayilis
gosteren 15 Achillea L. (Asteraceae) tiiriinden [A.clypeolata Sm., A. schischkinii
Sosn., A. teretifolia Willd., A. coarctata Poir., A. phyrigia Boiss.&Bal., A.
crithmifolia Waldst. &Kit., A. nobilis L. ssp. Neilrechii (Kerner) Formanek,
A.millefolium L. ssp. Millefolium, A. biebersteinii Afan., A. kotschyi Boiss. ssp.
Kotschyi, A. nobilis L. ssp. Sipylea (O. Schwarz) Bassler, A. setacea Waldst. &Kit.,
A. falcata L., A. grandifolia Friv. Ve A. multifida (DC.) Boiss.] hazirlanan
infiizyonlarin antioksidan kapasitelerini arastirmiglardir. Bu tiirlerin antioksidan
kapasitelerini farkli yontemler (total antioksidan kapasite, DPPH ve OH radikal
stiptircii aktivite, H,O, azaltma giicli) kullanilarak incelenmislerdir. Total fenol
icerigi Folin-Ciocalteu belirteci kullanilan modifiye kolorimetrik bir yontemle
saptanmiglardir. 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan bitki infiizyonlarinin DPPH
stiptiriicti aktivitesinin % 23,88+1,30 -41,57+1,71 arasinda degistigini, A. teretifolia
Willd. tiirinlin infiizyonunun 1 mg/ml’deki inhibisyonunun %28,70+0,55 oldugunu

tespit etmislerdir. Antioksidan aktivitenin total fenolik ve flavonoid igerikle uyumlu
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oldugunu bulmusglardir. Sonugta Achillea tiirlerinin yiiksek aktiviteli antioksidan

maddelere sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Kundakovic” ve ark. (2005), Achillea alexandri-regis Bornm.& Rudski tiiriiniin
metanol Oziitiinlin DPPH yontemiyle antioksidan etkisine bakmuslardir. Metanol
oziitliniin  (ICso= 36,144+0,05 pg/ml) DPPH radikal siipiiriicii aktivitesinin
konsantrasyona bagl etkili oldugunu tespit etmislerdir. 0,1 mg/ml konsantrasyonda
en yiiksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite (%90) gozlemlemislerdir. Referans
bilesikler olan askorbik asit (ICsy=4,09+0,08 pg/ml) ve rutin (ICso= 2,5 £ 0,1 pg/ml)
ile kiyaslandiginda, metanol o6ziitiiniin daha diisiik antioksidan kapasiteye sahip

oldugunu tespit etmisglerdir.

Ardestani ve ark. (2007), Achillea santolina hidroalkolik &ziitii (ASO)’niin
antioksidan aktivitelerini linoleik asit emiilsiyon sistemi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), siiperoksit ve hidroksil radikallerini siipiiriicii etkisi, indirgeme giicli gibi
cesitli in vitro sistemler kullanilarak arastirmislardir. ASO’niin toplam fenolik ve
flavonoid igerigini kolorimetrik ydntemle belirlemislerdir. Sonuglar ASO’niin
lineloik asit emiilsiyon sisteminde siiperoksit radikalleri ve DPPH’in doza bagh
olusumunun engellenmesi ile peroksitler iizerinde dikkat ¢ekici bir inhibitor etkisi
oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar acik bir sekilde ASO’niin doza bagl olarak
stiperoksit radikallerini siipiiriicii bir potansiyele sahip oldugunu gdostermektedir.
Oziitiin DPPH siipiiriicii aktivitesine 100, 200, 300, 400 pg/ml’de bakmislar ve
ASO’niin etkili konsantrasyonunun (ECsp: %50 maksimum inhibisyon igin ihtiyag
duyulan test bilesiginin konsantrasyonu) 55 pg/ml oldugunu tespit etmislerdir.
Oziitiin fenolik icerigi 104,66+4,39 mg/g, toplam flavonoid igeriginin ise 49,04+1,98
mg/g olarak belirlemisleridir. Sonuglar acik bir sekilde ASO’niin belirgin bir

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Giorgi ve ark. (2009), Achillea collina Becker ex Rchb. tiirliniin yapraklarindan elde
edilen inflizyonlarini ve antioksidan kapasitesini ve oksidatif strese karsi sitoprotektif

aktivitesini kimyasal (DPPH ile serbest radikal siipiiriicii aktivite ve Folin Ciocalteu
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yontemi) ve biyolojik oOlgiimlerle (sitotoksisitenin in vitro modeli ve PC12 hiicre
dizisinde lipit peroksidasyonu) arastirmislardir. Yaprak infiizyonlarinin en yiiksek
antioksidan ve sitoprotektif etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Antioksidan
kapasitenin sitoprotektif etkiyle korelasyon gostermedigi fakat toplam fenolik igerik
ile arasinda 6nemli bir sekilde korelasyon oldugu belirlemislerdir. Bu tiiriin 1yi bir

antioksidan ve sitoprotektif profile sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Asgarirad ve ark. (2010), Achillea tenuifolia (AT) bitkisinin farkli oziitlerinin
antioksidan aktivitesi ve oOziitlerdeki toplam flavonoid ve fenol seviyelerini
arastirmiglardir. Bitki Oziitleri etil asetat, metanol ve metanol-su (1:1) kullanilarak
maserasyon yontemiyle hazirlamislardir. Oziitlerin toplam fenolik igerigini gallik asit
es degeri olarak Folin Ciocalteu reaktifi ile belirlemislerdir. Bitki 6ziitlerinin
flavonoid icerigini Kuersetin esdegerine gore tespit etmislerdir. Buna gore, etil
asetat, metanol ve metanol-su 6ziitlerinin fenolik igeriklerini sirasiyla 43,97 + 0,034,
74,16 + 0,55 ve 106 + 0,693 mg/g olarak flavonoid miktarlarini ise sirasiyla 10,6 +
1,85, 23,1 £ 0,5 ve 190 £+ 1,3 mg/g tespit edilmislerdir. Metanol-su 6ziitiini DPPH
radikalini siiplirme aktivitesi acisindan 1 mg/ml konsantrasyonda % 92 inhibisyonla
en aktif 6ziit olarak bulmuslardir. Metanol-su 6ziitiiniin ve standart antioksidan olan
BHT’nin ICsy degerlerini sirastyla 0,015 ve 0,053 mg/ml olarak tespit etmislerdir.
Oziitlerin fenol ve flavonoid igerikleri bitkide daha fazla polar hidroksil kimyasal
yapist oldugunu dogrulamistir. Metanol-su Oziitiiniin  radikal siiplirticii  etki
potansiyelini sentetik antioksidan BHT den 3,5 kat daha fazla bulmuslardir. Sonug
olarak calismada bitki Oziitlerinin fenol ve flavonoid igerigi ve antioksidan
aktiviteleri arasinda bir iligki tespit etmislerdir. Bu ylizden ¢alismadaki A. fenuifolia
polar oziitiindeki gibi daha fazla fenolik bilesik daha yiiksek potansiyelli radikal

stipiirticii aktiviteye neden olmaktadir.

Turkoglu ve ark. (2010), Achillea schischkinii Sosn. ve Achillea teretifolia Willd.
tirlerinin in vitro antioksidan ve radikal siipiiriicii etkilerini incelemislerdir.
Bitkilerin metanol, su ve kloroform o6ziitlerini rotary evaporator aparati kullanilarak

hazirlamiglardir. Oziitlerin DPPH radikal siipiiriicii etkilerini, siiperoksit anyonu ve
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hidrojen peroksit siipiiriicii ve metal selatlayic1 aktivitelerini standart olarak
kullanilan a-tokoferol antioksidanmiyla kiyaslamislardir. A. schischkinii, A. teretifolia
bitkilerinin metanol, su ve kloroform o6ziitlerinin ve standardin DPPH siipiiriicii
aktivite sonuglarin1 su sekilde bulmuslardir : a-tokoferol> A. teretifolia metanol
Oziitlii > A. teretifolia su 0zUtii> A. schischkinii su 0ziiti> A. schischkinii metanol
Oziiti> A. teretifolia kloroform 0Oziti> A. schischkinii kloroform 0&ziiti. A.
schischkinii ve A. teretifolia bitkilerinin 100 pg/ml konsantrasyondaki metanol, su ve
kloroform &ziitlerinin DPPH siipiiriicii aktivitelerini sirastyla % 68, 69,2, 59,2, 75,9,
69,6 ve 60,1 olarak tespit etmislerdir. Ayn1 dozdaki a-tokoferol %95 DPPH siipiiriicii
kapasite gostermistir. Calismadan elde edilen sonuglar, bu tiirlerin 6ziitlerinin 6nemli

oranda serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Baris ve ark. (2011), ayni cins bitkinin farkl: tiirleri ve Achillea aleppica D.C. subsp.
aleppica (AA), Achillea aleppica D.C. subsp. Zederbaueri (Hayek) Hub.-Mor (AZ)
ve Achillea biebersteinii Afan. (AB) tiirlerinin etanol Oziitlerinin antimikrobiyal
etkilerinin yanisira antioksidan etkilerine serbest radikal siipiiriicii aktivite, indirgeme
giicii, metal gselatlama aktivitesi ve toplam fenolik bilesik miktar1 gibi farkh
antioksidan yontemleri kullanilarak bakmislardir. Calismada kullanilan tiim tiirlerin
yiiksek antioksidan ozellige sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bitki oziitlerinin
koruyucu etkilerini iyi bilinen antioksidan BHT ve a-tokoferol ile kiyaslanmislardir.
Bitkilerdeki toplam fenolik icerik miktarlar1 gallik asit esdegeri belirlenerek
arastirmiglardir. AA, AZ ve AB tiirlerinin fenolik miktarlar sirasiyla 118, 126 ve 134
pg gallik asit/mg 06ziit olarak belirlemislerdir. 250 pg/ml konsantrasyondaki BHT nin
%093 oraninda yiiksek radikal siipiiriicii aktivite gosterdigini ve ICsy degerinin 43
pg/ml olarak bulmuslardir. 250 pg/ml konsantrasyondaki AB, AA ve AZ bitkilerinin
etanol Oziitlerinin radikal siipiiriicii aktivitelerini ise sirasiyla %85, 81 ve 73 olarak
tespit etmiglerdir. DPPH radikal siipiiriicli aktivitedeki ICso degerlerini ise sirasiyla
33, 33 ve 32 pg/ml olarak bulmuslardir. Tiim bitkiler konsantrasyona bagl bir etki
sergilemistir. Calisilan bitkilerin ¢ogunlugu iyi antimikrobiyal ve antioksidan aktivite
gosterdikleri i¢in bunlarin antioksidan ve baharat olarak dogal gida takviyesi amagh

kullanilabilecegi saptanmislardir.
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Calismamizda A. teretifolia Willd.”1in metanol ve su 0ziitlinlin antioksidan etkisine
yukarida calismalarda kullanilmis olan yontemlerden DPPH radikal siipiiriicii
aktivite ve fenolik igerik tayini ile bakilmistir. Calismada DPPH siipiiriicii aktivite
deneyinde standart antioksidan olarak biitillenmis hidroksitoluen (BHT), askorbik
asit (AA) ve a-tokoferol kullanilmistir. Radikal siipiiriicii aktivite sonuclarinda AA
(ICsp: 4,3£0,3 pg/ml), a-tokoferol (ICso: 10,2+0,8 pg/ml) ve BHT (ICsp: 27,5+0,2
ug/ml) standartlarinin Oziitlere gore daha etkili oldugu, metanol 6ziitiintin (ICso:
42,3+0,8 pg/ml) ise su oziitiinden (ICso: 62,5+0,5 ng/ml) daha iyi aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar Kundakovic” ve ark. (2005) ve Tiirkoglu ve ark. (2010)
ile uyum gostermektedir. Oziitlerin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri literatiirde
elde edilen sonuclardaki gibi (Kundakovic” ve ark. 2005; Ardestani ve ark. 2007,
Baris ve ark. 2011) konsantrasyona bagl olarak etkili bulunmustur. Konyalioglu ve
ark. (2004)’1n ¢alismasinda A. feretifolia Willd. tiirliniin 1 mg/ml konsantrasyondaki
infiizyonunun (su ile kaynatilarak elde edilen 6ziit) DPPH radikalinin olusumunu
inhibe edici etkisi %28,70+0,55 iken bizim c¢alismamizda su Oziitiiniin 250 pg/ml
konsantrasyondaki inhibe edici etkisinin % 91,10+0,48 oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuca gore bitkinin sicaklik uygulamadan elde edilen su 6ziitiiniin ¢ok daha yiiksek
serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Calismamizda
metanol Oziitlinlin su Oziitine gore DPPH siipliriicti aktivitesi ve fenolik igerigi
(55,60+1,25 pg gallik asit/mg Oziit) daha yiiksek bulunmustur. DPPH aktivitesi ve
fenolik icerik arasinda literatiirde elde edilen sonuclardaki (Konyalioglu ve ark.,
2004, Giorgi ve ark. 2009, Asgarirad ve ark. 2010) gibi pozitif bir korelasyon tespit

edilmistir.

Achillea tiirleri farkli kanserlerin, timdrlerin ve sigillerin tedavisi i¢in halk ilaci
olarak genis capta uygulanmaktadir [Hartwell, 1968]. Kundakovic” ve ark.(2005), A.
alexandri-regis Bornm. & Rudski bitkisinin sitotoksik aktivitesini insan serviks
adenokarsinoma hiicreleri (HeLa), 16semi K562 hiicreleri ve kotli huylu olmayan
periferal kan mononiiklear hiicreleri (PBMC) tizerinde MTT-mikrokiiltiir tetrazolium
Ol¢timii ile ¢alismislardir. Kombine halde olan klorofom ve etilasetat 6ziitleri HelLa

hiicre dizisi tlizerinde belirgin bir sitotoksik etki (ICsp: 25,92+4,96 ng/ml) gosterirken,
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K562 16semi hiicreleri {lizerinde ise daha diisiik sitotoksik etki (ICso: 48.59+18.31
pg/ml) gostermistir. Metanol 6ziitlerini HeLa (ICsp: 158,50 +£15,50 pg/ml) ve K562
(ICs50>122,2 pg/ml) hiicreleri iizerine orta seviyede etkili bulmuglardir. PBMC
hiicreleri lizerinde Oziitlerin baskilayici bir aktivitesini belirlememislerdir. Calismada
koti huylu ve saghkli hiicrelere karsi toksisitede belirgin bir segicilik

gbzlemlemislerdir.

Abu-Dahab ve ark. (2007), Urdiin florasindan 67 tiir ve 34 familyaya ait 76 etanolik
tibbi bitki Oziitliniin meme kanseri hiicre dizisi MCF-7 {izerine antiproliferatif
aktivitesini  degerlendirmislerdir.  Baslangicta  hiicreleri 50 pg/ml 06zt
konsantrasyonuyla 72 saat silire ile muamele etmislerdir. MCF-7 hiicre dizisinin
%350’sinde sitotoksik etkili olan oziitleri 0,1, 0,5, 1,5, 10, 25, 50, 100 pg/ml
konsantrasyonlarda hiicreler iizerine uygulamislardir. Her bir oziiti DMSO’da
¢ozmiisler ve en yiiksek konsantrasyondaki DMSO miktar1 %1°1 gegmeyecek sekilde
hiicreler {izerine uygulamiglardir. Denenen oOziitlerden bazi tiirlerle birlikte A.
santolina (ICsp:  24,12+1.927 pg/ml) bitkisinin etanol Ozitlinlin potansiyel

antiproliferatif aktiviteye sahip oldugunu saptamiglardir.

Csupor-Loftler ve ark. (2009), Achillea millefolium agregatinin ¢esitli kisimlarinin n-
hekzan, kloroform, su-metanol ve sulu oziitlerinin antiproliferatif aktivitelerini ii¢
adet insan timor hiicre dizisinde MTT testi ile aragtirmislardir. Kloroformda
¢Oziinen Ozitiiniin HeLa ve MCF-7 hiicreleri lizerinde yliksek oranda tiimor hiicre
proliferasyonunu inhibe edici aktivitesi oldugunu ve A431 hiicreleri iizerinde orta
seviyede etkili oldugunu goérmiislerdir. Bu 06ziitlin biyolojik olarak aktif
fraksiyonlarim1  detayli  incelemislerdir.  Cok  basamakli  kromotografik
ptrifikasyonlarin (VLC, CPC, PLC, jel filtrasyonu) sonucunda, bes flavonoid
(apigenin, luteolin, centaureidin, casticin ve artemetin) ve bes seskiterpenoid
(paulitin, isopaulitin, psilostachyin C, desacetylmatricarin ve sintenin) izole ederek
spektrofotometrik  yontemlerle tanimlanmislardir.  Antiproliferatif Ol¢iimde
centaureidinin bitkinin ¢esitli kisimlarmin en etkili icerigi oldugunu ve ozellikle

HeLa (ICsp: 0,0819 uM) ve MCF-7 (ICsp: 0,1250 uM) hiicreleri iizerinde yiiksek
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oranda biiyiimeyi inhibe edici aktivitesi oldugunu gozlemlemislerdir. Apigenin,
luteolin ve isopaulitin orta seviyede aktif (ICso: 6,95-32,88 pM) iken, casticin ve
paulitin ii¢ tiimor hiicresine kars1 yiiksek oranda (ICsp: 1,286-4,76 uM) etkilidir.
Artemetin, psilostachyin C, desacetylmatricarin ve sintenin bu hiicre dizilerine karsi

antiproliferatif bir etki gostermemistir.

Maggi ve ark. (2009), A. ligustica All. bitkisinin ¢igek (FL) ve vejetatif (VP)
kisimlarindan elde edilen ugucu yagmin MTT o6l¢iimii ile sitotoksik aktivitelerini
incelemislerdir. Ug adet insan hiicre dizisi (glioblastoma multiform (T98G), skuaméz
karsinoma (A431), prostatik adenokarsinoma (PC-3) hiicre dizileri) ve bir adet
melanoma hiicre dizisi (B16-F1) FL ve VP ucucu yaglarinin farkli konsantrasyonu
(0,1 mg/ml’den 2 mg/ml’ye kadar) ile muamele etmisler ve ugucu yaglarin 24, 48 ve
72 saat sonraki etkilerini belirlemislerdir. Buna gore, FL ve VP ucucu yaglarinin
tim timor hiicre dizilerine karsi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde farkl
oldugunu tespit etmislerdir (P<0,01). Daha yliksek antioksidan etkili FL ve VP ugucu
yaglarinin bu sonuglarla iyi bir korelasyon gosterdigini belirlemislerdir. En yiiksek
aktivitenin B16-F1 hiicre dizisi iizerine (FL ve VP ugucu yaglar icin sirastyla ICs:
0,220+0,022 mg/ml ve 0,459+0,067 mg/ml), en diisiikk aktivitenin ise A431 hiicre
dizisine kars1 (FL ve VP ugucu yaglarn i¢in sirasiyla 1Csp: 0,446+0,039 um/ml ve
0,847+0,037 mg/ml) tespit etmislerdir. PC-3 (FL ve VP ucucu yaglari i¢in sirasiyla
ICs0: 0,294+0,015 mg/ml ve 1Csp: 0,593+0,018 mg/ml) ve T98G (FL ve VP ugucu
yaglar1 i¢in sirasiyla ICsp: 0,376+£0,021 mg/ml ve 0,663+0,048 mg/ml) hiicre
dizilerine karsi da sitotoksisite belirlemislerdir. Sonug¢ olarak A. ligustica ugucu
yaglarinin tiimor hiicre dizilerine kars1 orta seviyede sitotoksik aktivite gosterdigini

saptamuglardir.

Turan ve ark. (2010), Sivas yoresine O6zgii ve halk arasinda da antineoplastik
ozellikleri olduguna inanilan i¢inde endemik A. teretifolia Willd. tiiriiniin de oldugu
metanol ile 6ziitlenmis ve daha sonra suda ¢ozlinen (polar) ve suda ¢éziinmeyen
(polar olmayan) fraksiyonlarinin antineoplastik 6zellikleri arastirmiglardir. In vitro

sitotoksisite c¢alismalarini MDA-MB-231, MDA-MB-468 hazir kanser hiicre
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serilerine kars1t tripan mavisi ekstraksiyon yontemi kullanmilarak yapmiglardir.
Calisma sonucunda bazi bitki tiirleriyle birlikte A. teretifolia tiiriinin MDA-MB-
231(ICsp: 10£3 pg/ml) ve MDA-MB-468 (ICso: 9+4 ng/ml) hiicre dizilerine karsi
sitotoksik etkili olduklarini tespit etmislerdir. Sonugcta ileri diizeydeki ¢alismalardan
sonra elde edilecek ajanlarin, kanser hastalarinin tedavilerinde ve/veya kansere karsi

koruyucu olabilecegini saptamislardir.

Ghavami ve ark. (2010), Dogu Azerbaycan’dan toplanan Achillea millefolium ve
Achillea biebersteinii’in etanol 6ziitlerinin normal fibroblast hiicre dizisi HFFF ve
alt1 adet kanserli hiicre dizisi (AGS: Kafkas Insan gastrik adenokarsinoma, MCF-7,
SW742: Insan kolorektal adenokarsinoma, SKLC6, insan akciger karsinoma, A375:
Insan melanoma kanser hiicresi ve PLC/PRF/5: Insan karaciger hepatoma) iizerine
sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Oziitlerin stok konsantrasyonlarint DMSO’da ve
%50 etanolde c¢ozerek hazirlamis ve iki farkli ¢oziiciideki sitotoksik etkilerine
bakmiglardir. Calismada 06ziit konsantrasyonlarindaki ¢dziicii oranlarinit (DMSO
orant %1’den %0,12’ye, %50 etanol oranmi ise %1’den %0,007’ye kadar) kanser
hiicreleri ve kontrol grubu olarak HFFF’ye uygulamislardir. Doksorubisin kanser
ilactm1 ise Oziitlerin kanser hiicrelerine kars1 etkinligini kiyaslamak icin
kullanmiglardir. DMSQO’da ¢oziilen iki 6ziitlin tiim kanser hiicre dizileri ve HFFF’ye
kars1 sitotoksik etkili oldugunu tespit etmislerdir. Oziitlerin kanser hiicre dizilerine
kars1 sitotoksik etkisinin DMSO’nun sitotoksik etkisinden bagimsiz oldugunu tespit
etmislerdir. Calismada iki farkli ¢oziiciiniin AGS ve HFFF hiicre dizilerine karsi
gosterdigi sitotoksik etki incelendiginde AGS’ye kars1 ¢oziiciiler arasi istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulamazken, HFFF’ye kars1 %50 etanol ve DMSO arasinda
anlamli bir fark tespit etmislerdir. DMSO’nun HFFF’ye karsit ¢cok daha sitotoksik
oldugunu belirlemislerdir. Iki &ziitiin kanser hiicre dizilerine etkisini DMSO’dan
bagimsizken HFFF’ye etkisini DMSO’ya bagimli bulmuslardir. Sonuglar iki
basamakli sitotoksik deneylerin 6ziitlerin kanser hiicre dizilerinde sitotoksisiteyi

uyarmada segici etkiler gosterebildigini ortaya koymustur.
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Calismamizda metanol ve su Oziitiiniin 24 saat siirede DU145, PC-3, MCF-7 ve
HeLa hiicre dizileri iizerine sitotoksik etkisi MTT testiyle ¢alistlmistir. Oziitlerin
DU145 ve PC-3 hiicre dizileri lizerindeki daha yiiksek konsantrasyon ve zamana
bagli (24 ve 48 saat) sitotoksik etkilerine de bakilmigtir. DU145, PC-3 hiicre
dizilerinin 24 saat metanol ve su 6ziitii ile muamelesi sonucu Oziitlerin hiicreler
lizerine sitotoksik bir etkisi bulunmamistir. Oziitler MCF-7 hiicre dizilerine kars1 24
saatte HeLa hiicre dizilerine gore daha diisiik sitotoksik aktivite (ICso: >100pg/ml)
gostermistir. Calismada Oziitlere en duyarl hiicre dizisinin HeLa (metanol 6ziitii
ICsp: 0,0055 pg/ml, su ozitii ICsp: 0,1 pg/ml) oldugu tespit edilmistir. Kundakovic’
ve ark., 2005; Abu-Dahab ve ark. 2007; Csupor-Loffler ve ark. 2009°da
yaymladiklar1 diger Achillea tiirlerinin farkli Oziitleriyle yapilan sitotoksik etki
calismalarinda da oziitlerin HeLa ve MCF-7 hiicre dizilerine karsi sitotoksik etkili
olduklar1 bulunmustur. Turan ve ark. 2010°da yayinladiklar1 ¢alismada da A.
teretifolia Willd. tiiriinlin meme kanseri hiicre dizileri (MDA-MB-231, MDA-MB-
468) lizerinde antineoplastik etkili oldugu tespit edilmistir.

Calismada oziitlere en duyarli hiicre dizisi olan HeLa’nin 06ziit uygulanan ve
uygulanmayan hiicre grubuna kars1 zamana bagl (0, 24, 48, 72, 96 saat) sag kalim
egrisi elde edilmistir. Metanol ve su Oziitlinlin kanser hiicrelerinin canliliklarini 24
saatte azalttig tespit edilmis ve MTT sonucundaki gibi metanol 6ziitiiniin suya gore

daha etkili oldugu bulunmustur.

Oziitlerin DU145 ve PC-3 hiicre dizileri iizerindeki sitotoksik etkilerine metanol
(50-450 pg/ml) ve su (0,6-1,4 mg/ml) oziitli i¢in daha yiiksek dozlarda ve zamana
bagl olarak (24 ve 48 saat) da bakilmistir. Metanol 6ziitii konsantrasyonlarit Abu-
Dahab ve ark. (2007) ve Ghavami ve ark. (2010) caligmalarindaki gibi en yiiksek
oziit konsantrasyonundaki DMSO orant %]1°1 gegmeyecek sekilde hazirlanmistir.
Hiicre dizileri iizerine uygulanan konsantrasyonlarin insan gingival fibroblast (HGF)

hiicreleri iizerindeki etkileri de incelenmistir.



114

Calismada su (0,6-1,4 mg/ml) ve metanol (50-450 pg/ml) 6ziitlerinin DU145 ve PC-
3 hiicre dizileri ilizerine zamana ve doza bagli olarak sitotoksik etki gdsterdigi
bulunmustur. Metanol 6ziitiiniin sitotoksik etkisinde hiicre dizileri arasinda 24 ve 48
saatte istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, su 6ziitiiniin 48 saatte DU145
hiicre dizisine kars1 24 saatten daha etkili oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Maggi ve
ark., 2009°da PC-3 hiicre dizisi ile yaptig1 ¢alismadaki gibi metanol dziitiiniin kanser
hiicre dizileri iizerinde orta seviyede etkili oldugunu gostermektedir. Calismada
kontrol grubu olarak kullanilan HGF hiicreleri iizerine de metanol oziitiiniin yiiksek
konsantrasyon (450 pg/ml) ve 48 saat siirede sitotoksik etkili oldugu tespit edilmistir.
HGF hiicreleri tlizerindeki mevcut etkinin 6ziitlerdeki DMSO konsantrasyonunun
artisindan da kaynaklandig1r ve siire artttkga da DMSO’nun hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisinin de arttif1 diisiinilmektedir. Ghavami ve ark. (2010)’mn
calismasinda %0,12- %1 DMSO’nun etkisine HFFF (Normal fibroblast hiicre
dizisi)’de ve AGS kanser hiicre dizisinde bakmislardir. Bulduklar1 sonu¢larda HFFF
hiicrelerinde kanser hiicrelerine gore DMSO’nun ICsy degerlerinin daha diisiik
oldugunu gormiislerdir. Dolayisiyla HFFF’nin DMSO’nun etkisine kanser
hiicrelerinden daha duyarli oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismadaki sonuca gore
bizim yaptigimiz ¢alisgmada da metanol Oziitiinii ¢oézerken kullanilan DMSO
konsantrasyonu HGF hiicreleri ilizerine kanser hiicrelerinden daha fazla sitotoksik
etki gOstermis olabilir. Ciinkii metanol Oziitiiniin prostat kanseri hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisi HGF hiicreleri iizerindeki etkiden istatistiksel olarak anlamli bir fark

(p<0,05) gostermis ve kanser hiicre dizileri lizerinde ¢ok daha etkili bulunmustur.

Su ozitiinde (0,6-1,4 mg/ml) ise 24 ve 48 saat siirede HGF hiicreleri iizerine
sitotoksik bir etki belirlenmemistir. Su Oziitiinin DU145 ve PC-3 hiicre dizileri
lizerinde metanol 6ziitline gore daha diisiik oranda sitotoksik etkili oldugu tespit
edilmistir. Bu yiizden 6ziitlerin DU145 ve PC-3 hiicre dizileri iizerindeki mevcut
sitotoksik etkisinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmas1 daha ileride
planlanmaktadir. Literatiirde A. teretifolia tiriiniin kanser hiicreleri lizerine sitotok-

sik etkisiyle ilgili caligmalar simnirlidir. Bu sebepten ¢alismada elde edilen sonuglar
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onem tasimaktadir. Oziitlerin sitotoksik etkisinin apoptotik yonde olup olmadigi,

sadece Oziitlere en duyarli hiicre dizisi olan HeLa’da arastirilmistir.

Belirli konsantrasyonda metanol ve su 0ziitii ile muamele edilen HeLa hiicrelerinin
sitotoksik ve apoptotik 6zelliklerinin anlasilmasi amaciyla PI, DAPI ve DiOCg
boyamalar1 yapilmistir. PI boyamada metanol 6ziitiiniin su Oziitiine gore kanser
hiicrelerinin 6liimiinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. DAPI boyamada da
metanol Oziitii ile muamele edilen hiicrelerdeki apoptotik niikleus goriintiisiiniin su
Oziitiiyle muamele edilen hiicrelere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. DiOCg
boyamada ise metanol 06ziitli ile muamele edilen hiicrelerin su 0&ziitiine gore
mitokondriyal membran potansiyelinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak tiim floresan boyamalarda metanol Gziitliniin suya gore etkili oldugu tespit

edilmistir.

Son olarak, Western blotlama yontemiyle sitotoksik ve apoptotik etkisi daha yiiksek
olan metanol 6ziitii ile muamele edilen HeLa hiicrelerindeki apoptotik yolagi uyaran
aktif kaspaz-9 ve aktif PARP proteinlerinin varligi arastirilmistir. Aragtirmanin bu
kisminda HeLa hiicrelerine ilaveten MCF-7 hiicreleri de calisilmistir. 10 pg/ml
konsantrasyondaki metanol o6ziitii ile muamele edilen HeLa hiicrelerinde bu
proteinlerin varlig1 saptanmistir. Dolayisiyla 6ziitiin hiicreleri apoptoza gotiirdiigii
tespit edilmistir. Metanol 6ziti ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin Western
blotlama sonucunda ise aktif kaspaz-9 ve aktif PARP proteinleri tespit edilememistir.
Literatiirde A. teretifolia Willd. ve diger Achillea tiirlerinin HeLa ve MCF-7 hiicreleri
lizerine apoptotik mekanizmasi ile ilgili bir ¢alisma mevcut olmadigindan bulunan

sonug bu tiirle ilgili yeni bir veri olarak 6nem tagimaktadir.

Metanol ve su Oziitii ile yapilan antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktivite
calismalart  sonucunda metanol Oziitiinlin  bazt mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkili oldugu ve 6ziitlin mevcut antimikrobiyal etkisinin daha yiiksek
fenolik igerige sahip olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Metanol 6ziitiiniin

suya gore DPPH siipiiriicii aktivitesinin ve fenolik iceriginin daha yiiksek olmasi,
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bazi kanser hiicre dizilerine (PC-3, DU145, HeLa ve MCF-7) kars1 su 0ziitiinden
daha etkili olmas1 ve HeLa hiicreleri iizerinde apoptotik etkili olmasindan dolay1
metanol 6ziitli biyolojik bir 6énem tasimaktadir. Metanol 6ziitlinlin HeLa hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin incelenmesinde PI, DAPI ve DiOCg floresan boyama
sonuglart birbirini desteklemektedir. Western blotlama deney sonuglart da metanol

Oziitiiniin HeLa hiicreleri lizerinde apoptotik etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu calismada sonug¢ olarak A. teretifolia bitkisinin metanolde ¢oziinen 6ziitliniin
antimikrobiyal, antioksidan, sitotoksik ve HeLa hiicrelerinde belirli konsantrasyonda
apoptotik etkili oldugu bulunmustur. Bu bitkiyle yapilacak olan daha sonraki
calismalarda bu 0Oziitiin icerigindeki maddeler arastirilarak, etken maddenin tespit
edilmesi ve biyolojik etkilerinin arastirilmasi tavsiye edilmektedir. Ayrica Achillea
tiirliyle ilgili prostat kanserli hiicre dizileriyle yapilmis olan ¢aligmalar literatiirde ¢ok
sinirlidir. Bu yiizden bu tiiriin ve baska Achillea tiirlerinin farkl 6ziitlerinin ve bu tez
de calisilmis olan metanol ve su 6ziitiiniin DU145 ve PC-3 hiicre dizileri lizerinde
apoptotik etkili olup olmadigi ve etkili ise bu etkinin molekiiler mekanizmasinin

aydinlatilmasi tavsiye edilmektedir.
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