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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC ACTIVITIES OF NATURAL DYE
OBTAINED FROM (Isatis tinctoria L.) INDIGO PLANT

ARSLAN, Nurcan
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
July, 2019
55 pages
There are a lot of ‘dye plants’ which contais painting materials that allow us to paint

in Turkey. The blue color is derived from two major sources: Dyer’s woad
Indigofera tinctoria and indigo plant Isatis tinctoria L. Blue almondsare widely
produced in Mardin region, a remarkable source of income and it attracts the
attention of local and foreign tourists. Manufacturers use roots of Lahore tree to color
these almond candies which are called ghots, sugarless. In our research we detected
this is indigo dye, synthetically produced and imported from abroad on the contrary
of manufacturer’s iddaa. This dye is generally used in the textiles but has only seen
in produced blue almond candies as food dye. Therefore, the aim of this study is to
show coloring almond candies can be used to natural 1. tinctoria that whether it has a
cytotoxic effect instead of using synthetic Dyer’s woad which used in food
colouring. For this purpose, cytotoxicity was investigated by Ltinctoria cell celture
method. MTT vitality test was applied. While 1. tinctoria leaf extract H1299 cells did
not show cytotoxic effect on the viability ratio, in increased cell proliferation. On the
HUVEC cells it made fluctuations and showed a partial cytotoxic effect /. tinctoria

leaf extrach was found to be non-cytotoxic on the H1299 line and on HUVEC cells.

Key Words: Cytotoxicity, MTT, Isatis tinctoria



OZET

CIiVIT OTU (Isatis tinctoria L.) BITKiSINDEN ELDE EDILEN DOGAL
BOYANIN SITOTOKSIK AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

ARSLAN, Nurcan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Temmuz, 2019
55 Sayfa
Tiirkiye'de boya maddesi igeren ve boyama 6zelligine sahip ¢ok sayida boya bitkisi

bulunmaktadir. Mavi renk, ¢ivit otu (Isatis tinctoria L.) ve indigo bitkisi (Indigofera
indica Lam.) olmak iizere baslica iki temel kaynaktan elde edilmektedir. Mardin
yoresinde yaygin olarak iiretilen yore halki i¢in ciddi bir gelir kaynagi olan mavi
bademler yerli ve yabanci turistlerin ilgisini ¢ekmektedir. Ureticilerin  hayalet
sekersiz diye adlandirdiklar1 bu badem sekerlerini renklendirmek i¢in lahor agacinin
koklerinden elde edilerek yapildigi ifade edilmektedir. Yapilan arastirmamizda
tireticini iddiasinin aksina bunun ¢ivit boyasi oldugunu,sentetik olarak tiretildigini ve
yurtdisindan ithal edildigi saptanmistir. Bu boyanin genel olarak tekstil boyasi olarak
kullaniminin yaygin oldugu gida boyasi olarak sadece mavi badem sekeri tiretiminde
kullanildig1 goriilmiistiir. Bu nedenle gida boyas1 olarak kullanilan sentetik ¢ivit otu
yerine dogal olan I. tinctoria ’ nin badem sekerini renklendirmede kullanilabilecegini
gostermek icin sitotoksik bir etkiye sahip olup olmadig: arastirilmasi amaglanmistir.
Bu amagla 1. tinctoria hiicre kiiltiir yontemiyle sitotoksisitesi arastirilmistir. MTT
canlilik testi uygulanmistir. 1. tinctoria yaprak oziitiiniin H1299 hiicreleri canlilik
orani lizerinde sitotoksik etki gostermeyip hiicre sayisini arttirmistir. Ltinctoria
yaprak oziitiiniin H1299 hatti tizerine ve HUVEC hiicreleri iizerinde sitotoksik etki

gostermedigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sitotoksite, MTT, Isatis tinctoria
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 Civit Otu’nun Biyolojik Ozellikleri

1.1.1 Civit Otu Bitkisinin Ozellikleri

Isatis cinsine ait olan ¢ivit otu Brassicaceac familyasindandir. Brassicaceae
familyasina ait olan birgok bitki Tiirkiye’de boya bitkisi olup boya maddesi i¢eren ve
boyama ozelligine sahiptir. Iki veya ¢ok yillik bir tiirdiir. Govdesi yesil bazen
mordur, dip yapraklart koseli, ters muzraksi, yesil bazen mor renktedir. Govde
yapraklar1 tiiylii veya tiiysiiz, oblong veya oblong-lanseolat olup kulak¢iklidir. Cigek
durumu bilesik salkim, tiiysiiz, ¢cok nadir olarak tiiyliidiir. Meyve boyutlar1 12-
15x2,5-4 mm ug ve taban kismi ince ve yuvarlagimsidir ( Tezcan ve Suyunu, 1991).
Tiirkiye’de Giiney ve Dogu Anadolu bolgelerini tercih eden ¢ivit otu il olarak
incelendiginde ise Osmaniye, Hakkari, Bitlis, Antalya, Bingdl, Manisa ve Nigde
oldugunu gormekteyiz. Anadolu'da 25 tiir Isatis cinsi bulunmaktadir (Baytop, 1984).
Tiirkiye’de dogal olarak [Isatis tinctoria bulunmakta yol kenarlarinda bile
yetismektedir (Jones ve Davis, 1965). Subtropik bolgelerde daha kolay yetismekte,
kuzey iilkelerde ise kiiltiiri zor olmaktadir (Buchanan, 1987). Eskiden beri
Anadolu’da yetistirilen ve ihrag edilen bu bitkinin sentetik olarak iiretiminden sonra
kiiltiiriine son verilmig; ancak son yillarda bitkisel boyar maddelerin 6nem kazanmasi
nedeniyle, yeniden bu bitki arastirilmaya baslanmistir (Burns, 1995). Isatis tiiriiniin
tiim tiirleri sar1 renkteki cicekleri ile taninmakta ve boyamada kullanilmasinin sebebi
ise indican ad1 verilen maddeyi icermesinden kaynaklanmaktadir (Enez, 1987). Civit
otuna fermantasyon islemi uygulandiktan sonra mavi renginin ¢esitli tonlar1 elde
edilir. Elde edilen renk tonlarimin farkli farkli olmasi boyanan maddenin boya
banyosuna kac defa batirildigiyla alakalidir. Ilk boya banyosuna batirma isleminde
lacivert, ikinci ve liglincii boya banyosuna batirma isleminde ise mavi tonlar1 elde
edilir (Eyliboglu vd.,1983) Boya maddesi igeren ¢igek, yaprak, kabuk, kok gibi bitki
kisimlart  boyama yapmak i¢in kullanilmaktadir (Karadag, 2007). Gida
renklendirmede, eczacilikta, tekstil ve kozmetikte bu boya bitkilerinden
yararlanilmaktadir (Piccaglia ve Venturi, 1998). Mavi renkte bu dogal boyamacilikta

kullanilan ender renklerden biridir. Mavi renk iceren baslica iki temel kaynak c¢ivit



otu (Isatis tinctoria) ve indigo bitkisi (Indigofera tinctoria) dir (Piccaglia ve Venturi,

1998).

Isatis tinctoria Indigofera tinctoria

Sekil 1.1 Civit otu tiirleri

Civit otu tiirlerinin ¢igeklenme zamani farklilik gosterdiginden tiir teshisinin
aymrmmini yapmak oldukca giictiir. Mayis ve ekim aylar1 arasinda bitki ¢iceklenme
gostermektedir. Bitkinin yapraklar1 dip ve gévde yapraklari olarak iki kisma ayrilir.
Dip kisimda bulunan yapraklar genellikle uzun ve rozetsizdir. Bitki ¢icek agcmaya
basladig1r andan itibaren dipte bulunan yapraklar dokiiliirler. Yapraklardaki tiy
durumu karakteristik olmayip tiiylii veya tiiysiiz yapraklar olabilmektedir. Dallarin
uc kisimlarinda acan ¢igekler genellikle acik sar1 renklidir. Bitkinin govdesi tiire gore
15-40 cm ile 125-175 cm’ye kadar uzayabilmekte ve yesil renktedir. Civit otu bitkisi
otsu bitki olarak kayalik yamag, calilik ve bos araziyi tercih ettigini goriiriiz

(Anonim, 1991).



—

Sekil 1.2 Civit otu bitkisinin Tiirkiye’de yayilis alani

1.1.2 Civit Otu’ nun Siniflandirilmasi

Kingdom: Plantae
Subkingdom: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Class: Magnoliopsida
Subclass: Dilleniidae

Order: Capparales

Family: Brassicaceae
Genus: Isatis

Species: Isatis tinctoria L.



1.1.3 Civit Otunun Faydalar:

Civitotu ishale iyi gelmektedir. Kuvvetli bir antioksidandir ve kanseri Onleyici
niteliktedir. Viicuttan zehirli maddelerin atilmasina yardimci olmaktadir. Bogaz
agrilarina iyi geldigi bilinmektedi, Hepatit A’y1 ve menenjiti onlemektedir. Grip
olmaya karst bagisiklik sistemini kuvvetlendirmektedir. Kizamik ve kabakulak

olusumunu engellemektedir. Farenjite iyi geldigi bilinmektedir.

1.2 Dogal Boyar Maddeler

1.2.1 Dogal Boyar Maddeler ve Onemi

Dogal boyarmaddeler, dogada bazi bitkiler, hayvanlar tarafindan (Karadag, 1997),
likenler ve mantarlarin sentezleyebildigi maddelerdir (Cardon, 2007). Dogal
boyarmaddeler ve dogal boyamacilik tarihi de en az tekstil tarihi kadar eskiye
dayanmaktadir (Pawlak vd., 2006). Dogal boyamaciligin tekstilde kullanimina
basladig1 tarih Hindistan ve Mezopotamya’da MO. 4000’li yillarda oldugu
bilinmektedir (Karadag, 2007).

Anadolu da bitkisel boyamacilikta kullanilan bitkiler yiizlerce yillik ge¢mise sahiptir.
Tiirkiye’nin cografi yapisindan otiirii kullanilan birgok bitkisel boya bitkilerin
cesitlilik gostermesinden dolayr bu boyalar dogal olarak bitkilerden elde
edilebilmektedir (Oztiirk,1999).

Bitkisel ve hayvansal boyarmaddeler ¢ok uzun yillar kullanilmis olmasina ragmen
sentetik boyalarin ortaya ¢ikmasiyla kullanimlari giderek azalmis hatta yok olma
derecesine gelmistir. Sentetik boyalar toksik, kanserojen ve atiklarinin cevreye
verdigi zararlarin anlasilmasi ile tekrar dogal boyar maddeler giindeme gelmistir
(Karadag, 2007; Ali vd., 2007). Bir yillik veya iki yillik olan dogal boyarmadde
bitkileri ¢evre kirliligi olusturmayan, toksik ve kanserojen olmayan bitkilerdir (Nagar
vd., 2005). Cevreye verilen onemden ve teknolojisinin kolay olmasindan dolayi
bitkisel boyarmaddeler hayvansal kokenli olanlara gore daha ¢ok tercih edilmistir

(Karadag, 2007).

Dogal boyamacilikta kullanilan boyalar bitkisel, hayvansal ve madensel kokenli

boyarmaddeler olmak iizere i{ic baslik altinda incelenmektedir. Bitkisel kokenli



olanlar bitkilerinin ¢i¢eklerinden, yapraklarindan, koklerinden, meyvelerinden veya

testasindan elde edilmektedir (Arl, 1982) .

Boyacilikta faydanilan boya bitkilerinden bazilart Anadolu’nun hemen her tarafinda
dogal olarak bulunur. Alnus glutinosa (kizilagag), Punica granatum (nar), Juglans
regia (ceviz), Alkanna tinctoria (havaciva), Rhus ccoriaria (derici sumagi), Quercus
infectoria (maz1 mesesi), Continus coggygria (boyaci sumagi), Euphorbia tinctoria
(sttlegen), Quercus aegilops (palamut mesesi), Allium cepa (sogan) bunlardan bir
kacidir (Harmacioglu, 1955). Anadolu’da yetisen diger bitkileri kokboya, cehri,
ceviz, havaciva, nar, boyaci sumagi, sogan, aspir, muhabbet cicegi ve safran, ¢ivit

otu sayilabilir (Korur, 1937).



Tablo 1.1 Dogal Boya Eldesinde kullanilan baz1 bitkiler ve elde edilen renkler
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Tekstil boyamaciliginda ve duvar resimleri gibi sanat alanlarinda ¢ivit otundan elde

edilen boyarmadde kullanilmistir. Bu boya giiniimiizde resim ve kumas boyamada

kullanilir. (Delammare ve Guineau, 2007).

1.3 Kanser

Kanser hastalig1, viicudumuzda bir¢cok organi etkileyebilen, gilinlimiizde O6lim

nedenlerinin basinda gelen bir faktordiir. Kanserin ¢ok ¢esitinin olmasi, tedavisi ve

seyri, ilaglara kars1 olan direnci, hastaligin oldugu organ, hastaligin siiresi gibi pek

Kanserin ve molekiiler mekanizmasinin

cok degisken tarafindan etkilenir.

izlenmesinde 6nemli bir rol olan gen ve proteinler arasindaki agdir (Wu vd., 2012).



Kanser, ¢ok etmenli bir hastalik olup; bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima,
cevresel faktorlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallar kanser olusumuna sebep
olan etkenler arasinda sayilabilir (Yokus ve Cakir, 2012). Cevresel faktorler kanserin
meydana gelmesinde kalitim yoluyla meydana gelmesinden daha yiiksek bir
orandadir. Birlikte aktarilan hasarli genlere kanserojenik c¢evresel faktorler de
eklenince kanserlesme riski artmaktadir. Viicutta bulunan serbest radikallere baglh
olusan DNA hasarlar1 da kanserlesme silirecinde 6nemli rol oynamakta. Timor
baskilayict genlerin, onkogen aktivasyonunu, serbest radikaller sinyal iletimini
inaktive ederek tiimor olusumu ve gelisimini hizlandirmaktadir. Cevresel faktorlerin
kanser i¢in hizlandirici bir rolii olsada kanserden korunmada beslenme aligkanliklari
ile birlikte ¢evresel faktorler olumlu yonde etki gosterebilmekte. Yapilan bazi
calismalarda sebze ve meyve tiiketimi ile diisiik oranda yag ve yiiksek oranda lif
iceren tam tahilli iirlinlerin tiikketilmesi meme, akciger, kolon ve prostat gibi bir¢ok
kanser tiirline yakalanma riskini azalttig1 goriilmiistiir (Beliveau ve Gingras 2007;

Guha, 2009).

Radyasyon, 1s1, giines 15181, mekanik darbeler kansere sebep olan fiziksel etkenler
arasinda sayilabilir (Heynick vd., 2003). Radyasyon gibi iyonize 1sinimlar, (niikleer
emisyonlar, x, Ultra viole 1sinlari, gama 1smlar1 vb.) biyolojik makro molekiillere

direkt etki edebilecek yeterli quantum enerjiye sahiptirler (Yokus ve Mete, 2012).

Bu ise baz yada sekerde; DNA’da ise tek ve ¢ift zincir kiriklar1 modifikasyonlarina
sebep olur. DNA iizerinde hasar olusturduguna dair ¢alismalarin bir digeri de son
yillarda elektrikli ev aletlerinden yayilan, diisiik ve yiiksek frekansli manyetik
alanlarin (noniyonize 1smimlar) 1smimlaridir (Yokus ve Mete, 2003). (JAJTE vd.,
2001).

Meyve ve sebze tiiketiminin bazi kanserleri (kalin bagirsak, girtlak, akciger, mide,
meme, pankreas, ve yemek borusu) onledigine dair pek ¢ok bilimsel bulgu vardir.
Meyve ve sebzelerin icermis oldugu antioksidanlar ve posalar1 sayesinde kansere

kars1 korunmada etkili oldugu saptanmistir (Devereux vd., 1999).

Saghk Bakanhg tarafindan 1992 yilinda “Kanser kayit ve Insidansi” projesi
baslatilmis olup bu projenin amaci kansere karsi kontrol programlarinin verilerinin

olusturulabilmesi ve Tiirkiye’de kanser istatistiklerinin giivenilir bir sekilde temin



edilmesidir. Bu amagla 14 ilde KKM (Kanser Kayit Merkezleri) kurulmus. Bu illerde
goriilen kanser vakalari da bu merkezlerce aktif sistemle kayit altina alinmaya

baslamistir (Condursa vd., 2006).

3 B

Sekil 1.3 Aktif kanser kayit merkezleri

Ulkemizde kanserin profilinin belirlenmesi i¢in 1983 yilinda Kanserle Savas Daire
Bagkanligi kurulmustur. Bu yillarda kanser hastaliginin bildirimi mecburi olup
kanserin ne siklikla ortaya ¢iktigi konusunda calismalar yapilmis. Bir diger ¢alisma
da kanserin hangi organlarda ve sayilar1 hakkinda bilgi edinilmistir (Kayaalp, 1998;
Yokus ve Cakir, 2012)



Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis
hizlari, (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013) (Diinya Standart Niifusu,
100.000 Kiside)

Trakea,Brons,Akciger 59.3
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide
Bobrek M Erkek
Larinks

Non-Hodgkin lenfoma
Pankreas

Beyin, sinir sistemi

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 1.4 Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore dagilimi
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Sekil 1.5 Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore dagilim

Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari,

(Anonim, 2013) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)

1.3.1 Kanser’in Nedenleri

Kanserlere neden olan ii¢ ana faktor; sigara, beslenme faktorleri ve mesleksel
etkilenmelerdir. Insanlardaki kanserlerin yaklasik iicte biri sigara nedeniyle, iicte biri
de besinlerin tiiketilmesi ve hazirlanmasi sirasinda yapilan hatalardan dolay1
meydana gelir. Yaklasik %35 kadarlik bir boliimiin nedeni de mesleksel faktorlerdir.
Kanserlerin ticte ikilik bir kisminda korunma saglamak icin bu {i¢ faktorii dikkate
almak gereklidir (Erefe, 1995). Bu sebeple, tiim bireylerin kanserden korunabilmesi

icin, erken tan1 ve tedavi konularinda bilgi edinmeleri saglanmalidir.

Gilinlimiizde kanser hastalar1 gelisen tedavi yontemleriyle daha uzun siire
yasayabilmektedir. Fakat kanser hastaliginin ismi, isminin verdigi korku, gelecek
endisesi, hastaligin tedavi siirecinde yasayabilecekleri stres hastayr olumsuz
etkileyen bazi unsurlar arasinda sayilabilir (Babaoglu, 2003). Kanser gibi yasami
tehdit eden bir hastaliga yakalanmis olmak bireylerde ciddi bir psikolojik rahatsizlik
yaratmakla birlikte yapilan aragtirmalar da kanser hastalarinin énemli bir kisminda
normal reaksiyonlarin oOtesinde psikiyatrik bozukluk olarak nitelendirilebilecek
bulgular oldugunu ortaya koymaktadir (Millan vd., 2006; Pitceathly ve Maguire,
2003).
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1.3.2 Akciger Kanseri

Akciger kanseri 20. ylizyilin baslarinda nadir goriilen bir hastalik iken giiniimiizde en
stk goriilen kanser vakalarindan biridir ve erkeklerde 6liim nedenlerinin basinda
gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2008 de ki raporuna gore kanser dliimlerinin
erkeklerde % 29.3' i, kadinlarda % 11' 1 akciger kanseri nedeniyle olmaktadir (Ferlay
vd., 2010).

Ulkemizde 1980°den bu yana sigara tiiketiminin kadinlarda artis gdstermesiyle
akciger kanseri oliimleri kadinlarda artarken erkeklerde bu oran ¢ok degiskenlik
gostermemektedir (Coskunpinar, 2013; Kiyohara ve Ohno, 2010; Kligerman ve
White, 2011; Koktiirk vd., 2004; Rayet ve Gelinas, 1999).

1.3.3 Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Kadinlarda akciger kanseri goriilme sikligi, 1960 yilinda 6/100000 iken, 1990 yilinda
bu oran 40/100000 olarak bildirilmistir (Rivera ve Stover, 2008). ABD’ de halen
kadinlarda en Onemli kanser Oliimi nedeni akciger kanseridir (Wu vd., 2012).
Oniimiizdeki yillarda akciger kanserinin iilkemizde de giderek artabilecegi
ongoriilmektedir (Celik, 2001). Akciger kanserine sebep olan en biiyiikk etken
sigaradir. Tiim akciger kanserlerinin %80-90’1 tek basina sigaraya baghdir (Oz,
2001; Itil, 2000; Spiro ve Porter, 2002). Ulkemizde resmi rakamlara gore her yil
20.000-25.000 yeni akciger kanseri hastasi ortaya ¢ikmakta ve bu rakamin artarak
30.000-40.000’e kadar ulasabilecegi diisiiniilmektedir (Spiro ve Porter, 2002).

ABD’de erkeklerde akciger kanseri ve sigara arasindaki kolerasyon grafik, 20 yillik
siire araliginda artan sigara igme oranlari ve artan akciger kanseri insidansini

gosteriyor.

11



Sigara kullamimmu ile akciger kanseri arasindaki 20 yillik bosluk

igilen Sigara Akciger
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Sekil 1.6 ABD’de erkeklerde akciger kanseri ve sigara arasindaki korelasyon

Akciger kanseri olan hastalarda hastalarinin yaklasik %90°1 sigara kullanmaktadir
(Metintag, 2010). Tiirkiye’deki akciger kanseri hastalarin %88,7’sinin sigara
kullanmis oldugu saptanmistir. Sigara i¢imi akciger kanseri ile direk iliskili olup
kadinlarda %90, erkeklerde %79 oraninda oldugu tespit edilmistir (Bilello vd.,
2002). Sigara igenlerde akciger kanserinin meydana gelisme riski sigara igmeyenlere
gore 24-36 kat daha fazladir (Miisellim, 2007). Pasif sigara i¢iminde ise bu risk
%3,5’dur (Halilgolar vd., 1999).

Ulkemizde her yil 8.750 kisinin pasif icicilikten yiiziinden 6ldiigii tespit edilmistir
(Smith vd., 2012).
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Sekil 1.7 Ulkelere gore bazi akciger kanserlerinin yasa gore 6liim oranlari (her
100.000 kisi bagina,),

Tablo 1.2 Ulkelere gore bazi akciger kanserlerinin yasa gore 6liim oranlar

] veri yok
<5 [30-35
[5-10 [ 40-45
[10-15 [ 45-50
[15-20 [ 50-55

112025

1]25-35

1.3.4 Etiyolojisi

Akciger kanseri hastaligina neden olan bir¢cok faktér vardir. Bunlardan en etkili

olanlari; sigara, mesleki karsinojenler ve c¢evresel faktorlerdir. Hava kirliligi,

13


http://www.wikiwand.com/tr/Akci%C4%9Fer_kanseri#citenote96

gecirilmis akciger hastaliklari, diyet, viral enfeksiyonlar, ve immiinolojik faktorler de
diger etkenler arasindadir (Tdamg, 2006). Akciger kanseri olgularinin %90’nindan
sorumlu olan en dnemli faktor sigaradir. Yiizyillardir tiitiin Girtinlerini kullanmamiza
ragmen sigaranin ticari olarak piyasaya siiriilmesinden sonra akciger kanseri bircok
iilkede ortaya cikmistir (Alberg ve Samet, 2003). Bazi inorganik ve organik
maddelerin etkilesimi ile akciger kanseri riskinin arttig1 bilinmektedir. Bu maddeler
arasinda, arsenik, nikel, kadmiyum, krom, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
klorometil ether ve klorometil metil eter, radyasyon, demir-¢gelik, asbest, formaldehid

gibi kimyasallar sayilabilir (Tdamg, 2006).

Sekil 1.8 Akciger kanserinden alinan siirlintli 6rnegi

E, A vitamini ve betakaroten yoniinden zengin beslenmek akciger kanseri riskini
azaltir (Alberg ve Samet, 2003). Akciger de skar gelisimine yol agan tiiberkiiloz,
akciger hastaligi, bronsektazi, pndmoni ve abse gibi hastaliklar da akciger kanserinin
gelisme riskini arttirirlar  (Osann, 1991). Kronik obstriiktif akciger hastaligi
varliginda da bu risk yiikselmektedir (Kreuzer vd., 2002).

1.3.5 Patolojik Simiflama
Akciger tiimorlerinin olustugu yerler %95 oraninda brons epitelidir. Tiimorlerin
%35’ lik kismini ise bronsiyal karsinoidler, mezenkimal tiimdrler, lenfomalar,

mezotelyomalar, bronsiyal bez neoplazmlar1 ve bazi benign lezyonlar

olusturmaktadir (Robbins, 1995).
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Histolojik tipte akciger kanseri dort sekilde bulunur: Skuaméz hiicreli kanser,
adenokanser, biiyiik hiicreli indiferensiye kanser ve kiigiik hiicreli akciger. ilk iig
tipteki akciger kanseri ¢ogunlukla Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)
olarak siiflandirilmaktadir. Bazi olgularda bu histolojik tipler ayr1 ayr1 veya birlikte
de bulanabilirler (Travis vd., 2011).

Akciger Kanseri Tirleri

Ktk hiicreli

m Adenokanser

- M Yassi hiicreli karsinom
m Biiytik hicreli karsinom
Adenokanserler

Diger
B Kiciik hiicreli akciger kanseri

Yass! hiicrelir

Sekil 1.9 Akciger kanseri tiirleri

1.3.5.1 Skuamoz Hiicreli Karsinom

Skuamoz Hiicreli Karsinom, erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goriilen ve daha
cok sigara ile iligkili olan kanser tiiridiir. Biiyilk bronglarin merkezinden
kaynaklanmakta olup boélgesel lenf nodlarina kolay yayilmaktadir. Gogiis kafesi
disina diger hiicre tiplerine gore daha gec yayilir. Bu tiimdrler dokularda keratin
inciler ve hiicre i¢i kopriiler olusturan iyi farklilasmamis tipten, minimal skuamoz
egilim 6zelligi olan farklilagsmis tipe kadar degisebilmektedir. Bu tiir hastaligin seyri
diger tiplerden daha iyidir (Robbins, 1995). Morfolojik olarak 4 varyanti vardir
(Parkin vd., 2001). Seffaf hiicreli, kiiciik hiicreli, papiller ve bazaloid varyantlar
(Perez vd., 2012).
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Sekil 1.10 Skuamoz hiicreli karsinom

1.3.5.2 Adenokarsinom

Skuamoz hiicreli karsinoma gore sigara i¢imi ile daha az iligkili olan akciger kanseri
tiriidiir. Cinsiyet ayirt etmeksizin yillar i¢inde sikligi her iki cinste de giderek artan
akciger kanseri tiiridiir. Pndmoni, tiiberkiiloz, interstisyel fibrozis, pndmokonyoz
gibi akciger hastaliklarimin skarlar1 tizerinde tiimoriin gelistigi diislintilmektedir.
Periferik hava kanallar1 ve alveollerden gelismeye baslayan terminal tiimorlerdir

(Robbins, 1995; Fidaner vd., 2001).
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Sekil 1.11 Adenokarsinom

1.3.5.3 Biiyiik Hiicreli Karsinom

Biiyiik hiicreli akciger kanseri, herhangi bir kategoriye giremeyecek kadar
farklilasma (sitolojik farklilik, morfolojik olarak skuam6z veya glandiiler
ayrimlagma) gostermeyen kanserlerin seklidir. Genellikle hiicrelerin periferine
yerlesir. Dev hiicrelerden olusan ve bazen hiicrelerin kendine has o6zelliklerini
kaybetmesiyle kendini gdsteren kanserdir. Erken donemde bile ¢ok hizli yayilabilen

akciger kanseri tiiriidiir (Robbins, 1995; Sholl, 2012; Travis ve Brambilla, 2004).
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Sekil 1.12 Biiyiik hiicreli akciger karsinomu

1.3.5.4 Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu

Akciger kanser tiirleri arasinda goriilme oran1 %14 kadardir. Sigara ile iligkili olup
erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore daha fazladir. Hastalarda hiicrelerin 6limii
ve kanama siklikla goriiliir. KHAK olan hastalarda hastalik hizli ilerleme gosterir
(Kaiser, 2002). Cogunlukla santral bir bronstan kaynaklandig1 diisiiniiliir. Akciger
kanseri tiirleri arasinda kokeni iizerinde en ¢ok tartisilan tiimor tipi kiigiik hiicreli

akciger karsinomlaridir (Churg, 1988; Warren vd.,1989).
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Sekil 1.13 Kiiciik hiicreli akciger kanserinin histopatolojik goriintiisii.

1.4 Hiicre Hatlan

Insan gobek kordonu damar endotel hiicreleri (Human Umbilical Vein Endothelial

Cell -HUVECS).

Insan gébek kordonu toplar damar1 endotel hiicreleri normal olarak insan gébek bagi
kordonundan ayrigtirilir. Endotel hiicrelerin, patolojisini ve fonksiyonlarini nasil
gosterdigini c¢alismak i¢in en wuygun hiicre hatti olarak HUVEC hiicreleri
kullanilmaktadir. Genetik faktorlerin incelenmesinde insan endotel hiicre modelinde
gergeklestirilen deneyler sonucunda daha ¢ok 6nem kazanmaya baslamis olup etken
maddelerin daha etkili kullanilmasi da miimkiin olabilecektir (Park vd, 2006).
Biyolojik alanda endotel hiicreleri bir¢ok alanda yararlanilabilen arastirma modeli
saglar. ik izolasyondan bu yana, Insan gobek kordonu damar endotel hiicreleri
(HUVECS), wuygun bir kiiltiir ortam1 saglayabildiginden ve calisilmast kolay
oldugundan ¢ok tercih edilenhiicre cesitidir (Kaji vd., 2017) Ancak, baz1 aragtirmalar
i¢in anjiyogenez, gecirgenlik gibi siirecler tizerinde odaklanan mikrovaskiiler Endotel
Hiicreleri (EC) ¢alismak i¢in ¢ok daha 6nemli fizyolojik modeldir (Song vd, 2012).
HUVEC hiicreleri iizerinde as1, antikor ve enzim liretimi, ila¢ arastirmalari, hiicreler

aras1 baglantilar gibi bir¢ok farkli alan i¢in deneysel ¢alisma olanag: saglar. En iyi
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endotel hiicre kaynagi 6zelligini tasimaktadirlar. Maliyeti diisiik olup temin edilmesi

kolaydir (Yazir ve Dalkilig, 2012).

Sekil 1.14 Hiicreler

1.4.1 Cahismada Kullamlan H1299 Hiicreleri

Timor virlisii olarak Peyton Rous tarafindan 1911°de ilk defa saptanmis. H1299
hiicre hatt1 glinlimiizde kanser ilaclarinin etkisinin saptanmasinda, kanser il¢lariin
gelistirilmesinde kullanilirken mikrobiyolojide viriislerin tanimlanmasi, tiretilmesi ve

viriis agilariin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir (Rous, 1911; Akgali, 2010).

’i e L‘_"

Sekil 1.15 H1299 Hiicrleffnin mikroskobig g:('t')riiniim" ‘
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Hiicresel yapilar1 dar sitoplazmali, organelden igerikleri yoniinden fakir hiicrelerdir.
Ince sitoplazmik uzantilara sahiptirler. Tiimér hiicrelerinin cekirdekleri belirgin,
eosinofilik sitoplazmali hiicrelerdir. Gergek liimen olusumu en onemli 6zelligidir.
Inter veya intraselliiler bosluklar, iyi gelismis desmosomal baglantilar mevcuttur
(Soyocak vd., 2009; Wang vd. 2013; Zhang vd., 2014; Lin vd., 2014; Yua vd.,
2014).

H1299 KHAK hiicre hatt1 iken, A549 kiictik hiicreli akciger hiicre hattidir. Akciger
kanserlerinin %80’1 kii¢ilik hiicreli ve kiiciik hiicreli olmayan hiicre hatlarina aittir
(Travis vd., 2011). Tiim akciger kanseri tipleri arasinda ise yaklasik olarak %85’ ini
kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri olustururken, yaklasik %15’ini de kiigiik hiicreli
akciger kanseri olusturmaktadir (Hann ve Rudin, 2008; Roy vd., 2008; Li vd., 2012;
Liu ve Giaccone, 2013). Kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri, kiiclik hiicreli akciger
kanserine gore daha sik goriilmekte ancak biiylimesi daha ge¢ olmaktadir. Kiiciik
hiicreli akciger kanseri daha hizli biiyiir, viicuttaki diger organlara ¢ok daha ¢abuk

yayllma yapar (Alberts vd., 2004; Bayram, 2013).
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durduran indirubin tiirevlerinden (indirubin-5 sulfonate ve indirubin-3 monoxime)
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konsantrasyonunda MFC hiicrelerine kars1 etki gosterdigi saptamislardir.
Danz vd. (2001), SARS viriisiine Isatis kokiiniin etki ettigini tesbit etmislerdir.

Geleneksel Cin Tibbinda Kronik Losemi’nin (CML) tedavisinde kullanilmakta olan
11 bitkisel karisimi arastirken tek bir etken maddenin indigo oldugunu saptayan Cin
Hematoloji Enstitiisii daha sonra yaptigi calismalarda anti l6semik aktivitenin
indigonun kirmizi renkli izomeri olan indirubinden kaynaklandigini tespit etmis.
Indirubinin molekiiler mekanizmasinin nasil calistig1 iizerine arastirmalar baslamis

ancak 90’11 yillarin sonuna kadar indirubinin etki mekanizmasi bulunamamistir

(Meijer vd. 2000).

Civit otunun geng yapraklari ezildiginde icerisindeki glukobrassin miktar1 brokoliden
65 kat daha fazladir. Prostat kanserine kars1 kullanilan 8 bitkiden (Reishi mantari,

krizantem, panax ginseng, meyan kokii gibi) biri de Isatis’tir (Galletti, 2006).

Indirubinin CML iizerine etkisinden sonra, hemofili hastalif1 {izerindeki etkileri
merak edilmis ve deneysel ¢aligmalar yapilmistir. Bu deneylerde olumlu yonde etkisi
kanitlanmistir. Indirubin tedavisi 16semi hastalarinin bir kismima uygulandiktan sonra
hastaligin belirtilerinde iyilesme goriildiigli, diger kisminda ise hastaliginin tamamen
tedavi edildigini goriilmiistiir. Kanser tedavisi olan hastalarda induribin, kanser
tedavisindeki bir ilagla kiyasladiginda, ilacin daha yiiksek bir oranda sonug
vermesine ragmen, bulgularin azaltilmasinda (kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinin
durmasi ve kan proteinlerinin {iretimi) benzer bir sonu¢ alindig1 tespit edilmistir.

(Meijer vd. 2006).

23



Indirubin tiimér hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesini durdurmak igin kullanilan bir
maddedir. Indirubin Cyclin Dependent Kinases (CDKS) olarak adlandirilan sénmiis
enzimlere tutunarak timor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasini engellemek icin
calisir. Hiicre boliinmesini bu enzimler diizenler. CDKS enzimleri kansersiz
hiicrelerde normal olarak uygun bir zamanda etkinligini kaybederken kanserli
hiicrelerde CDK ’lar aktif kalir ve hiicreler kontrolsiiz olarak boliinmeye devam eder.
Indirubin CDK’lara tutunur, aktivitelerini engeller ve hizli hiicre bdliinmesini

durdurur (Meijer vd. 2006; Liau vd. 2007).

Isatis cinsine ait tiirlerde indirubinin bitkideki varligr ve bitkideki miktar tayini
HPLC cihaz1 ile yapilmaktadir. Indirubin de bir indigo oOnciiliidiir. Indigo
onciilleriigin ~ kullanilan  metotlar biraz  degistirilerek  indirubin  i¢inde

kullanilabilmektedir (Liau vd. 2007).

Isatis’den elde edilen dogal mavi boyanin ve sentetik indigonun genotoksik etkisi
lizerine de caligmalar yapilmis olup, Dominici vd. (2010), Indigofera tinctoria’dan
elde edilen dogal indigonun suda ve Di Metil Siilfoksit (DMSO)’de ¢ozlinmesi ile
olusan iki soliisyonun sitotoksik etkisini arastirmislardir. Iki solusyonun da
genotoksik etkisinin %10 un altinda oldugunu tesbit etmislerdir. Calisma sonuglarina
gore indigonun hem sitotoksik hem de genotoksik etkisinin olmadigini

saptamiglardir.

Kim vd. (2007), ratlada olusturduklar1 timor modelinde indirubinin bir bileseni olan
indirubin-5-nitro-3-monoxime’in kolon, gdgiis, mide ve akciger gibi ¢esitli tiimdrleri
onleyici etkisinin oldugunu ratlarda olusturduklari tiimor modeli iizerinde

ispatlamislardir.

Kameswaran (2009), yaptig1 ¢alisma ile indirubinin ticari analogu olan indirubin-3

oxime’in antikanser etkisini insanda girtlak kanserini olusturan tiimorli hiicrelere
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kars1 denemis ve indirubin-3-oxim’in hiicre oliimiinii ve apoptosisi tesvik ettigini

saptamislardir.

Kannan vd. (2010), Wrightia tinctoria’nin dermotofik ve dermotofik olmayan
mantarlara karst umut verici bir aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Kloroform
yardimi ile elde edilen ekstraktin 0.5/ml olacak sekilde Trichophyton rubrum,
Epidermophyton floccosum, Aspergillus niger ve Scopulariopsis brevicaulis
suslarina kars1 aktivite gosterdiginin saptamislardir. Etken maddeler arasindaki en
onemli bilesik olarak indirubin oldugunu belirtmislerdir. Indirubin’in antifungal
aktivite gosterdigini ve dermotofit bakterilere karst kullanilabilecegini tespit

etmislerdir.

Husuan vd. (2009), yaptiklart diger bir ¢alismada in vitro’da lindigotica’nin insan
ilik hiicresi (HL-60) ve Swine pseudorabies viriisine (PrV) karst etkilerini
incelemiglerdir. Calisma sonucu indirubinin PrV viriisiine karsi inhibitor aktivitesi,
HL-60 hiicrelerine kars1 da ¢ok yiiksek bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu tespit

etmislerdir.

You vd. (2009), beyin ve boyun kanseri olan hastalara radyoterapi sonrasi
Lindigotica’nin  koklerinden elde ettikleri ekstrakti uygulamiglar ve c¢alisma
sonucunda Isatis kokiiniin kontrol grubuna gére tedavinin radyasyona bagli yan
etkilerini ciddi oranda azalttigini tespit etmislerdir. Hemoglobin diizeyi iizerinde ise

etkisinin olmadigini gozlemlemislerdir.

Kim vd. (2007), indirubin tiirevi olan glukobrassin ve neoglukobrassin’in insan
tiimor kitlesi iizerine etkilerini aragtirmislardir. Bu c¢alismada kanserli hiicrelerin

cogalmasini 6nlemede etkili oldugunu saptamislardir.

Williams vd. (2011), indirubini beyin tiimorii olan hastalara uygulamislar ve
indirubinin beyin tiimiir hiicrelerinde Glikojen (GSK-3) sentezini engelleyerek beyin

tiimorlerinin niine gectigini iv vivo ve in vitro olarak saptamislardir. Indirubin’ in
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sadece GSK-3 sentezini engellemekle kalmadigini ayni zaman da diger hiicreleri

sararak koruma altina aldiklarini gozlemlemislerdir.

Bacani vd. (2011), civit otunun mutajenik aktivitesinin fareler lizerinde yaptiklari
calismada doza ve uygulama siiresine bagli oldugunu saptamislardir. Hazirladiklar
isatin dozlarin1 (50, 100, 150 mg/kg) farelere besin yolu ile vermisler ve dozlarin
komet ve mikroniikleus testi yaparak mutajenik etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir.
Dozlar1 ikinci kez tekrar uyguladiklarinda yalniz en yiiksek doz olan 150 mg/kg dozu
DNA’nin yapisinda daha fazla hasar meydana getirip mikroniikleus olusumunu

tetiklemistir.

Calvo vd. (2011), Indogofera truxillensis ve Lsuffruticosa ekstraktlarini metanol ile
¢oOziip salmonella suslarinin TA100, TA98, TA102 ve TA97 wrklarina kars1 mutajenik
Ozelligini tesbit etmislerdir. Indogofera truxillensis’in metanolik ekstraktinin T98

susuna S9 (fare karacigeri) yok iken mutajenik aktivite gosterdigini saptamiglardir.

Gai vd. (2015), kok hiicre kiiltiirii ile yetistirilmis ti¢ haftalik Isatis tinctoria
fidelerinin koklerini %80° lik etanol ile ekstrakte ederek, bitkinin yapisindaki
flavonoid miktarin1 HPLC ile 6lgmiisler ve toplam flavonoid miktarini 438,10 ug/g

olarak tespit etmislerdir.

Galleti vd. (2015), Italya’ da farkli bolgelerde yetistirdikleri Isatis canescens tiiriiniin
glukobrassisin, toplam fenol ve flavonoid miktarlarini incelemislerdir. Kuru herbada
toplam fenol miktarmin ortalama 22-27 mg GAE/g arast oldugunu flavonoid
miktarinin ise 5-8 mg/g katesin esdegeri oldugunu, bolgeler arasinda fenol ve

flavonoid igerigi yoniinden 6nemli farklar kaydedildigini bildirmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar penisilin, streptomisin (Biological Industries, Israil), DMEM
(Sigma Aldrich, Amerika), etidyum bromiir (EtBr) (Merck, Amerika), FBS
(Biochrom, Berlin), immiinositokimya boyama kiti (Invitrogen, Amerika), 1xPBS
(PAN Biotech, Almanya), MTT kiti (Cyman Chemical, Amerika), Tripsin-EDTA
(Sigma Aldrich, Amerika), DMSO (Merck, Amerika), tripan blue (Roche, Amerika),
Nf-kB transkripsiyon faktorii (Cell Signalling, Amerika), Metanol (Merck,
Germany), Hekzan (Sigma Aldrich, USA) dir.

3.1.2 Caliymada Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE tamponu hazirlamsi: Borik asit 55 g (Scharlau, Ispanya), EDTA 9,37 g
(Merck, Almanya), Tris 108 g (Amresco, Amerika) 1000 ml distile suda bekletip
tamamen ¢oOzililerek pH 8,4’e ayarlanir. Bu karisim otoklavlanarak +4 °C’de

saklanmugtir.

Dondurucu medium hazirlanisi: FBS 5 ml (Biochrom, Berlin), DMEM 40 ml (Sigma
Aldrich, Amerika), DMSO 5 ml (Merck, Amerika) hazirlanarak -80 °C’de

saklanmustir.

DMEM besiyeri hazirlanisi: FBS %10 (Biochrom, Berlin), Penisilin-Streptomisin
%1 (Biological Industries, Israil), L-glutamin %1 (ThermoScientific,Amerika)

hazirlanarak +4 °C*de saklanmastir.
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3.1.3 Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

24 kuyucuklu plate (Sigma Aldrich, USA), 96 kuyucuklu plate (Sigma Aldrich,
USA), ependorf tiip (ISO Lab, Almanya), kroviyal tiip (ISO Lab, Almanya), falkon
tiip (ISO Lab, Almanya), pasteur cam pipet (ISO Lab, Almanya), yuvarlak lamel
(ISO Lab, Almanya) ,25’ lik flask (Greiner Bio-One, Almanya), Thoma lami1 (Optik
Labor, Almanya)

3.1.4 Calismada Kullanmilan Cihazlar

Spektrofotometre (Thermo Scientific, USA), invert mikroskop (Nicon Eclipse,
USA), yatay elektrofotez sistemi (Cleaver, Ingiltere), vorteks (Velp Scientifica,
ftalya), -80° saklama dolab1 (Thermo Scientific, USA) santrifiij (Hettich, Almanya), -
20° saklama dolab1 (Vestel, Tiirkiye), soxlet cihazi (Gerhartd EV14, Almanya),
pasteur pipet silah1 (Capp Aid, Danimarka), hassas terazi (Precissa, Isvicre), CO,
inkiibatorii (Heal Force, Avusturalya), rotary evaporatdr (Heidolph Herzbad HB
Digit, Almanya), UV cihazi (DNR-IS, Israil), otomatik pipet (Eppendorf, Almanya),
steril kabin (Thermo Scientific, USA)

3.2 Metod

3.2.1 Ltinctoria L.’nin Temini

Gaziantep, Islahiye, Huzurlu yaylasi, hamo tepesi etekleri 36° 58 52, 50 K-36° 28
45, 87 D enlem ve boylaminda 1551 rakimda bitki 14 Haziran 2016 tarihinde Flora
of Turkey and the East Aegean island v:1’e gore Gaziantep Universitesi Biyoloji
Bolimi Ars. Gor. Fatih Yayla tarafindan bitkinin teshisi yapilmistir. Bitki bir biitiin
olarak (kok, govde, yapraklar ve c¢icek) yas olarak toplanip goélgede giines
gormeyecek sekilde herbaryum tekniklerine gore kurutulmustur. Bu kurutulmus olan

bitkinin yesil renkli yapraklar kullanilmistir.

3.2.2 Ltinctoria L.’nin Oziitiiniin Elde Edilmesi

1. Kurutulmus olan I tinctoria’nin yesil yapraklarini alip elimizle oldukga kiigiik
pargalara ayirildi (Farusi, 2007).
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2. Bunzen beki iizerinde beherin 2/3 nii damitilmis su ile doldurup kaynamaya
birakildi. Kaynayan suyun i¢ine par¢alamis oldugumuz yapraklar ilave edildi. Bu

islem /.tinctoria’nin elimizdeki yapraklar bitene kadar devam edildi (Farusi, 2007).
3. Biitiin yapraklar eklendikten sonra 1 dk kadar daha kaynatildi (Farusi, 2007).

4. Yapraklar1 temiz bir behere aldiktan sonra siizme islemi yapildi. Karisimin oldugu
beheri sogumasi i¢in daha genis bir kabin i¢ine su konulup beher oturtuldu. Bu islem
esnasinda karistmin daha hizli sogumasi i¢in beherin i¢indeki karisim karistirildi.
Biitiin bu islemlerin sonucunda isatan b igeren bir ¢ozelti elde edilmis oldu. Aym

zamanda Isatan-b indoksilin kararsiz bir bilesiktir (Farusi, 2007).

5. Oziitiimiiz soguyunca hacmini &l¢iip hacminin %]1° kadar amonyak ilave edildi.
Amonyak eklendikten sonra ¢dzeltinin rengi dnce kahverengiden yesil kahveye daha
sonra da ¢Ozeltinin rengi yesile dondii. Amonyag ilave ettikten sonra indoksil igeren

bir ¢ozelti elde edildi (Farusi, 2007)

3.2.3 Hiicre Kiiltiiri

Calismamizda akciger kanser hiicre hatlar1 H1299 kullanilmistir. Hiicre soylari
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD &gretim iiyesi Prof. Dr.
Engin ULUKAYA’dan temin edilmistir. Temin edilen hiicre soylar1 kullanilacag:

zamana kadar kriyovial tiipler igerisinde -80°C dolapta saklanmustir.

3.2.4 Hiicre Kiiltiiriiniin Kullanim Alanlar

Ilag gelistirme, toksik ajanlarin belirlenmesi, antikanser ilaclarinin toksisitesini

belirlemek, farmakolojide, biyouyumlulukta, implantlar ve kozmetikte kullanilir.

3.2.5 Hiicre Soylarimin Stoktan Cikarilmasi

Kiroviyalleri -80°C’den alinan sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozerek
hiicreler ¢ogaltilmistir. Bu hiicreler kroviyallerde dibe ¢okmeden; %10 FBS (fetal

bovin serum) (Biochrom, Berlin), %1 Penisilin-Streptomisin (Biological Industries,
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Israil) ve %1 L-glutamin (Thermo Scientific, Amerika) iceren 5ml DMEM- Ham’s
F12 (1:1) 38 (Sigma Aldrich, Amerika) besileri icerisine alinmistir. Hiicrelerin
siispansiye hale gelmesi i¢in 800 rpm’de 5dk santrifiij edilip siipernatant kisim aspire
edilmis ve dipte kalan hiicre peleti lizerine 1ml besiyeri ilave edilmistir. Daha sonra
37°C’de, %5 CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilmasi icin falkon tiiplerin
tizerine 4 ml besiyeri ilave edilip ve 5 ml’lik hiicre siispansiyonu 25 cm’lik flasklar

(Thermo Scientific, Amerika) i¢erisine alinmistir (Cevatemre, 2012).

3.2.6 Hiicre Soylarinin Yetistirilmesi ve Pasajlanmasi

Cogaltilmis olan hiicre soylart yeterli seviyeye %60-70 ulastiklarinda flask
icerisindeki besiyeri aspire edilmistir. 25 cm’lik flask icerisine 2 ml 1XPBS (PAN
Biotech, Almanya) eklenerek hiicrelerin serumdan ayiristirilmas: icin hiicrelerin
yiizeylerinin hafif bir sekilde yikanmasi saglanmistir. Flask icerisine yapisan
hiicreleri PBS ile ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin ylizeyden ayrilmalari
icin 0.5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, Amerika) soliisyonu kullanilarak 5
dakika %5 CO; ’li ortamda ve 37°C’de, hiicrelerin inkiibasyonu saglanmistir. Bu
islemlerden sonra hiicrelerin flask ylizeyinden ayirilip ayrilmadigini kontrol etmek
icin mikroskop ile incelenir. Hiicreler ylizeyden ayrigmis ise tripsinin inhibe edilmesi
icin en az iki kat1 kadar besiyeri ilavesi yapilmis ve tamamen hiicrelerin ayrigmasi
saglanmistir. Boylece tripsinin ylizeyden ayirdiktan sonra hiicrelerin par¢alanmadan
hiicre zarlarmna zarar vermesi engellenmistir. Icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki
toplam hacim tripsinin 10 kati olmali) 15ml’lik falkon tiip igerisine alinan Flask
icerisindeki hiicre siispansiyonu 5dk 800 rpm’de santrifiij edildikten sonra
stipernatant kisim pipetle uzaklastirilmis ve elde edilen hiicre peleti 1 ml hiicre
besiyerinde ¢oziindiikten sonra ilizerine 9 ml besiyeri ilave edilmistir. Hiicre soylar1
37°C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakmak icin elde edilmis olan
10mI’lik hiicre silispansiyonu 75 cm’lik flasklara alinmistir. Hiicrelerin istenilen
rakamlara gelene kadar bu islemler tekrar edilerek ¢ogaltilmalar1 saglanmistir

(Cevatemre, 2012).
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3.2.7 Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Besiyerinin ortamdan uzaklastirmak ig¢in hiicrelerin flask ylizeyini tamamen
kaplamalar1 beklenmistir. Flask yiizeyine tutunmus olan hiicreler 1XPBS ile hafifce
yikandiktan sonra PBS ile aspire edilerek uzaklagtirilmistir. 0,5 ml %0,05 Tripsin-
EDTA (Sigma Aldrich, Amerika) soliisyonu eklenerek hiicrelerin flask yiizeyinden
kalkmalarin1 saglanmistir. Hiicreler 5 dakika boyunca 37°C’de, %5 CO, ’li ortamda
inkiibasyona birakilmistir. 5 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra flask yilizeyinden
ayrildig1 kabul edilen hiicrelere mikroskopla incelenmistir. Tripsinin inhibe edilmesi
icin flasklarin i¢ine en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edilmistir. 15 ml’lik falkon tiip
icerisine alinan flask igerisindeki hiicre besileri siispansiyonu S5dk buyunca 800
rpm’de santrifiij edilmistir. Santriflij edildikten sonra falkonlarin igerisindeki
siipernatant kisim aspire edilmis ve pelet iizerine her bir kriyovial i¢in 1,5 ml
dondurucu medium (5ml DMSO+5ml FBS+40ml DMEM) karanlik ortamda ilave
edilmistir. Hiicre silispansiyonu kriyovialler icerisine dagitilarak azot tankina

kaldirilmistir (Cevatemre, 2012).

3.2.8 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmas

H1299 akciger kanseri hiicre hatlar1 ve HUVEC hiicre hatti ¢alismamizda
kullanilmistir. %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin (Thermo
Scientific, Amerika) igeren 5Sml DMEM: Ham’s F12 (Sigma Aldrich, Amerika)

besiyeri igerisine hiicre siispansiyonlar1 alinmistir (Cevatemre, 2012).

3.2.9 Hemasitometre ile Hiicrelerin Sayimi

20 pl 0,5 mI’lik tiipe alinan ve iizerine esit miktarda %0,5°1ik tripan mavisi (Roche,
Amerika) konularak iyice homojen dagilmas1 saglanan silispansiyonu tripsinizasyon
isleminden sonra hemasitometre ile hiicre sayimi1 yapilmistir. Hematositometre distile
su ile 1yice temizlenmistir. Hiicre sayimi i¢in bu karisimdan thoma lamina tlizerine 12
ul alinarak mikroskopta bu lam iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapilmistir. 1ml
besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplamak i¢in bulunan sayr sulandirma

katsayisi ile ¢arpilmistir (Cevatemre, 2012).
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3.2.10 MTT (Metiltiyazoltetrazolium) Canlilik Metodu Amag:

Sitotoksitesiyi 6lgmek
Metabolik aktiviteyi gostermek
Sitostatik aktiveyi 6lgmek

3.2.11 MTT Yontemi

1983 yilinda ilk kez Mosmann vd., tarafindan MTT yontemi belirlenmis. MTT
yontemi hiicre kiiltliriinde blyitiiliip ¢ogaltilan hiicrelerdeki mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik ve kantitatif Ol¢lilmesi esasina

dayanmaktadir (Mossman, 1983).

MTT analizinde formazon boyalarmmin ve enzimatik aktivitenin kolorimetrik
Ol¢iimiine dayanan hiicre ¢ogalmasinin miktarmin tespit edildigi bir yontemdir.
terapotik ajanlarin hiicre tizerindeki sitotoksik etkisi ve ¢ogalmayi tetileyici etkileri
bu yontemle belirlenebilmektedir. Canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri bu metot
icin kullanilan temel parametridir. MTT nin tetrazolium halkasinin pargalanmasi
esasina dayanmaktadir. Bu metotta, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve
reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-
mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Sadece aktif mitokondrinin
icinde bulundugu canli hiicrelerde formazan olusumu, goriilmektedir. Formazan
olusumu hiicre canlifinin bir bulgusu olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik
olarak belirlenen absorbans degerleri kristallerin ¢oziinmesiyle olusan canli hiicre
sayist ile iligkilendirilir (Denizot ve Lang, 1986; McGahon vd. 1995; Horakova vd.
2001). Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok
aktivite gosterdigi i¢cin, bu metotla sadece hiicre canlilig1 ve sitotoksite degil hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu da belirlenir (Doyle ve Griffiths, 1998). MTT
yonteminin c¢aligmasi icin ticari olarak satin alinan mtt kitin kullanim sekli esas

alinmistir.

Bu enzimin aktivitesi canli hiicrelerde goriiliirken, ©6len hiicrelerde ise aktivite

gbozlenmemektedir. Enzim aktivitesinin azaldigim1 veya kayboldugunu anlamanin
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yolu hiicrelerin canli olup olmamasidir. Bu nedenle hiicreler mitokondriyal
dehidrogenaz enziminin degisime ugrattigit MTT kimyasalina (Tetrazolyum (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) maruz birakilirlar. MTT, sar1 renkli
suda ¢oziinebilen tetrazolium tuzu olup canli hiicreler tarafindan almir ve
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda ¢éziinmeyen koyu
mavi-mor renkli formazan kristallerine doniistiiriiliir. Formazan kristallerinin olugum
bolgesi ve indirgenme olaymin oldugu bolge mitokondri oldugu kabul edilmektedir

(Cevatemre, 2012).

Sitotoksik bilesiklerin hiicrelere zarar vermesi MTT tetrazoliumun formazana
indirgenmesini azaltmaktadir. Sonug olarak; canli ve mitokondri islevi bozulmamis
hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6lii veya mitokondri islevi bozulmus hiicreler
ise boyanmamaktadir. Daha sonra olusan bu formazan kristallerini 570’nin dalga
boyunda spektrofotometre ile 6l¢iim yapmak i¢in Kristal disolving ya da SDS gibi
deterjanlar kullanilarak suda ¢oziiniir hale getirilerek olusturduklar1 renk g6z 6niinde
bulundurukarak 6l¢iilmektedir. Sonug olarak; baslangicta ayni sayida ekilmis ve hig
0ziit uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki renk sertligi ile 6ziite maruz birakilmis
hiicrelerdeki renk sertligi oranlanarak o6ziite maruz birakilmis hiicrelerdeki canlilik

orani (ylizdesi) hesaplanmaktadir (Cevatemre, 2012).

Hiicre kiiltiir kaplarinin ortalama %80°ini kapladigi zaman ayni pasaj sayisina sahip
olan HUVEC ve H1299 hiicrelerinden besiyerleri uzaklastirilmigtir. Hiicrelerin
birbirinden ve tabandan ayrigsmast i¢in Tripsin-EDTA karisimi kullanilmistir. Daha
sonra HUVEC ve H1299 hiicreleri sayilarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip 24 saat 37 °C, %5 CO; ’li ortamda
inkiibasyona brrakilmistir. 5 (6,25-12,5-25-50-100) farkli dozda 100 pul
Ltinctoria.0ziiti Tlger tekrarli olarak uygulanan hiicreler 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kontrol amacl olarak kit igerigindeki kor, %2,5’luk metanol,
maksimum inhibisyon (MI) i¢in TritonX100 ve 0ziit uygulanmayan sadece hiicre
iceren kuyucuk seklinde kontrol kuyucuklar tiger tekrarli olarak olusturulmustur.
Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 10ul MTT soliisyonu ilave edilerek karanlikta
37 °C, %5 CO; ’li ortamda 4 saat inkiibe edilmistir. MTT soliisyonuna maruz
biraktigimiz hiicrelerde formazan kristalleri 43 goriintiisii meydana gelmis ve olusan

formazan kristalleri Cristal Disolving c¢ozeltisi yardimiyla ¢oziindiikten sonra
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olusturduklart renk siddeti spektrofotometre (Thermo Scientific, Amerika) ile
570’'nm dalga boyunda Olgiilmiistiir. Okunan absorbans degerleri kullanilarak

hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlenmistir.

3.2.12 istatistiksel Analiz % Canlhihk Hesabi

Oziit uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canlilif1 %100 olarak kabul edilerek, 6ziit
uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmuistir.
Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz {i¢ farkli kuyuda

tekrarlanmistir.

%Canlilik= [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi/ Oziit

uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canlilig1) (Cevatemre, 2012).
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1 Sitotoksik Aktivite Bulgular:

Huvec ve H1299 hiicre hatlarinda 1. tinctoria 6ziitiiniin uygulanmasiya sitotoksik
aktivitenin  belirlenmesinde  kullanilan MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolyum bromit) canlilik testinin formazan kristalleri goriintiisii Sekil 4.1

ve Sekil 4.2 verilmistir.

Sekil 4.1: HUVEC Hiicre Hattinda MTT Sonrast Formazan Kristalleri (100X)



Sekil 4.2: H1299 Hiicre Hattinda MTT Sonrasi: Formazan Kristalleri (40X)

Sadece aktif mitokondrinin i¢inde bulundugu canli hiicrelerde formazan olusumu,
goriilmektedir. Formazan olusumu hiicre canliginin bir bulgusu olarak kabul
edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen absorbans degerleri kristallerin
¢oziinmesiyle olusan canli hiicre sayisi ile iliskilendirilir. Formazan kristallerinin ¢ok
olmast hiicrelerin canliliginin ¢ok olmasiyla ilgilidir (Denizot ve Lang, 1986;

McGahon vd. 1995; Horakova vd. 2001).

%Canlilik= [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi/ Oziit

uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canlilig1) (Cevatemre, 2012).

Tablolardaki % canlilik ortalamalar1 yukaridaki hesaplama yontemi baz alinarak

hesaplanmustir.

HUVEC ve H1299 hiicre hatlar1 {lizerine uyguanan 1. tinctoria 6ziitiiniin sitotoksik
etkilerinin belirlenmesinde ii¢ kuyucugun istatiksel analizi yapilarak elde edilen

sonuglara gore % canlilik grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.3 ve 4.4).
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HUVEC HUCRE HATTI CANLILIK SONUCLARI
120,000
100,000 100,000 100,000 100,000
100,000 W O
4 80,000
-
=
=
% 60,000
@]
= 40,000
20,000
0.,000 T T T T T 1
KONTROL 6.25pg/ml  125pg/ml  25pg/ml S0pg/ml 100 pg/ml

Sekil 4.3: HUVEC Hiicre Hattinda 1. tinctoria L.” nin % Canlilik Grafigi

*Her Bir Veri Noktas1 3 Bagimsiz Kuyunun Ortalamasini1 Temsil Etmektedir.

H1299 HUCRE HATTI SONUCLARI
120
100 100 100 100 100 100
100 - & & L . & L 4 \ 4
80 -
=
=
—
% 60 -
o
=
40 A
20
0
KONTROIT 625 ue/ml 12 5 ue/ml 25 ne/ml S0 ue/ml 100 ne/ml

Sekil 4.4: H1299 Hiicre Hattinda . tinctoria L.” nin % Canlilik Grafigi
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L. tinctoria L. Oziitinin HUVEC hiicre hattindaki canlilik oranlarinin tim
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermedigi gozlemlenmistir. H1299 akciger
kanseri hiicre hattinda da bes farkli konsantrasyonda sitotoksik etki gostermedigi

gozlemlenmistir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Giliniimiliz diinyasinda diinyanin her yerinde insanlarin saglikli yasam konusunda
simdiye kadar goriilmeyen oranda ilgili ve bilingli oldugu ve bu ilginin her gecen giin
arttigr goriilmektedir. Son zamanlarda “Yesil Devrim” olarak kabul edilen dogaya
doniis hareketinin 6zlinde bitkiler dnemli bir alan olusturmaktadir. Bu doniisiimiin
sonucu olarak bitkisel kokenli preparatlarin kullanimi ve ticareti 6nemli paylar
almaya baslamistir. insanlar bitkisel kokenli gidalari, ilaglari, kozmetik {iriinleri gibi
tilkettigi ve kullandig1 iiriinlerin sentetiklerine oranla dogal kdkenli olmasini tercih
etmektedirler. Bunun sonucu olarak son zamanlarda bitkiler basta ila¢ sanayi olmak
lizere, parfiim, kozmetik, sabun, gida ve tekstilde boya maddesi gibi daha bir¢cok

sanayi kolunun 6nemli hammaddesini olusturmaya baslamistir (Yesilada, 2007).

Bitkinin ne amagla kullanilacagi; geleneksel kullanimi, yapilmis bilimsel
arastirmalar, tasidigi bilesiklere baghdir. Cevresel ve genetik faktorlerin etkisiyle
birlikte kanser son yillarda ¢ok fazla rastlanilan bir hastaliktir, glinlimiizde de 6lim
nedeni olarak ilk sirada yer almaktadir. Bundan dolay1 arastirmacilar tarafindan
kanser hastalig1 i¢in pek cok caligma yapilmakta ve 6zellikle kanser hiicreleri igin
sitotoksik aktivitesi olan terapdtik ajanlar iizerinde durulmaktadir. Arastirmacilar
dogal tedavi edici ajanlara yonelmesinin nedeni kemoterapdtik ilaglarin toksisitesinin
fazla olmasi. Bu durum goz oniine bulundurularak ¢alismamizda, tarihte uzun yillar
boyunca geleneksel tedavi yontemlerinde siklikla kullanilan ve literatiirde farkl
farmakolojik etkileri ¢alisilmis (Takeda vd., 1999; Mansoor vd., 2000; Deliorman
vd., 2002; Kiipeli vd., 2004, Sezik vd., 2004; Aslan vd., 2011; Singh vd., 2012; Senol
vd., 2012; Yalgin vd., 2012) olan I tinctoria L.tercih edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda 1. tinctoria bitkisinden alinan dogal 6ziitiin sitotoksik
aktivitesinin degerlendirildigi ¢calismalardan bazilarinda farkli kanser hatlar1 tizerinde
etkileri incelenmistir. Dogal indigonun sitotoksik olup antikansorojenik etkisini
gosteren calismalar arasinda (Marko vd., (2001); (Meijer vd., 2006); Kim vd.,
(2007); Kameswaran (2009); Husuan vd., (2009); You vd., (2009); Williams vd.,
(2011) gosterilebilir. Bunun disinda calismamiz 1. tinctoria L. 6ziitiinlin sitotoksik

aktivitesiyle ilgili yeni veriler sunmaktadir.



Civit boyas! elde edilen /. tinctoria yapraklar kullanilarak solunum yolu enfeksiyonu
ve gastroenterie karsi tedavi amagh kullanildigini ayni ¢alismada koklerinden elde
edilen ekstraklarin ise antiviral, antibakteriyel ve antiparaziter etkilerinin oldugu
rapor edilmistir (Benske, 1986). Bir diger arastirmada antikanser ve antiinflamasyon
etkilerinin oldugu, 1,000mg/kg dozun ise burun akintisi, ishal ve trombositopeni gibi
yan etkilerinin ortaya c¢iktig1r rapor edilmistir. (Mingzhu, 1983). 1980°’li yillarda
medikal anlamda yukarida belirtilen yonde sonuglar bildirilmesi ile birlikte 2000°’1i
yillarda karacigerde antioksidan aktiviteyi artirmasi, antiproliferatif etki, antioksidan
potansiyelleri, antifungal etki epilepsiye iyi gelmesi, antihelmintik aktivitesi, oral
hastaliklara ve deri hastaliklarina karsi indigo boya kaynagi bitkilerinin etkili
olduguna yonelik bir¢ok arastirma yapilmistir (Thiruvanmiyoo vd., 2008, Asuntha,
2010, Hadissa 2006, Nagajaran 2013).

Daha 6nce yapilanbir takim ¢aligmalarda sitotoksite ¢caligmalarinin olumlu olmasi bu
bitkinin antikanser aktivite bakimindan olumlu veriler alinabilecegi diigiincesini
dogurmustur. Bundan hareketle bitkinin 6ziitii elde edilerek bu 06ziitiin biyolojik
aktivitesini ortaya cikaran ¢alismalar gerceklestirilmistir. Calismamizin sonucunda
da yapilan baz1 diger ¢alismalarla parelellik gostermektedir Dominici vd. (2010);
Hesbert vd. (1984).

Gaziantep ilinin Islahiye ilgesinde Huzurlu Yaylasinin Hamo tepesi eteklerinden
topladigimiz 1. tinctoria L. bitkisinin &ziitinden dogal bir boya elde ederek
calismamizda HUVEC ve H1299 akciger kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin
degerlendirildigi bir c¢aligmadir. Dolayisiyla dogal olarak elde edilen boyanin
antikansorojenik etkisinin incelendigi diger hiicre hatlarindan farkli olarak H1299
akciger kanseri hiicre hatti kullanilmistir. Yaptigimiz c¢alismalar sonucunda
Ltinctoria yaprak oziitiniin HUVEC ve H1299 hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi
olmadig1 gozlemlenmistir. Dogal olarak elde edilen 6ziitiin gida maddesi olarak

kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Sentetik olarak kullanilan ¢ivitin yaygin olarak tekstil sektdriinde kullanimi goéze
carparken gida boyasi olarak kullanimina pek rastlanilmamistir. Ancak hayalet seker
olarak adlandirilan Mardin mavi bademin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu sekerin
tikketimi iilkemizde yaygindir. Badem sekerine renk veren maddenin sentetik c¢ivit

oldugu diistiniilmektedir. Mardin’deki esnafla yapilan goriismelerde Mardin mavi
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madem sekerine renk veren maddenin kok boya oldugu iddia edilmekte veya
zannedilmektedir. Mavi badem sekeri hem yerel halk tarafindan hem de tilkemize
gelen yabanci turistler tarafindan oldukca ilgi gormektedir. Dolayisiyla sentetik
civitin sitotoksik etkisi nedeniyle gida boyasi olarak kullanimi riskli olup bunun
yerine c¢ivit otundan elde edilen bitkisel kokenli olanlarin kullaniminin saglik
acisindan daha iyi olabilecegi diislincesidir. Sonug olarak sentetik olarak kullanilan
¢ivitin yerine dogal olan bitki Oziitiinlin kullanilmas1 yaptigimiz arastirmaya gore
daha uygun olacag: kanatindeyiz. Ciinkii sentetik olan ¢ivitin ¢ok kiiciik dozlarin bile
gida boyasi olarak kullanim durumunun insan sagligi acisindan olasi risklerin
aragtirtlmasi gerektigi ortadadir. Dolayisiyla kontrolsiiz ve rastgele gida iireticilerinin
ozellikle Mardin badem sekeri iireticilerinin kullanmasinin saglik acisindan riskler

tasidigini diistinmekteyiz.

Sentetik c¢ivit boyasinin insan sagligi iizerine olasi zararli etkileri daha ileri
analizlerle saptanmalidir. Bizim arastirmamiz bu konuda ileriki ¢aligmalar igin temel
veriler sunmasi agisindan Onem tagimaktadir. Mutlaka gida boyasi olarak
kullanilmas: gerekiyor ise kullanilan miktarin insan sagligina zarar vermeyecek

diizeylere indirgenmesi gerekmektedir. Aksi taktir de kullanilmamalidir.
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