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OZET

Bu ¢alismada, Tiirkiye endemigi olan Dorystoechas hastata, Stachys aleurites
ve Anthemis ammophila tiirlerinden elde edilen ekstreler A549 kiiciik hiicre disi
akciger kanseri, Hela serviks kanseri ve insan fibroblast hiicreleri {izerinde test
edilmistir.

Dogal ortamlardan toplanan bitkilerin toprak {istii kisimlarindan ¢oziici
olarak metanol kullanilarak maserasyon yontemi ile ekstreler hazirlanmistir. Elde
edilen ekstrelerin antitiimoral etkileri incelenmistir. Biiylime baskilanmasina MTT

testi yontemi ile bakilmistir. Tiim deneyler ti¢ tekrarli yapilmistir. Uygulanan tim
bitki ekstrelerinin incelenen biitiin hiicrelerde sitotoksik etki gozlenmistir. Anthemis
ammophila ekstrenin sitotoksik aktivitesi diger tiirlerden daha aktif bulunmustur.

Bu calisma ile Dorystoechas hastata, Stachys aleurites ve Anthemis
ammophila tiirlerinin antitiimoral aktivite sonuglari ilk kez ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Dorystoechas hastata, Stachys aleurites, Anthemis
ammophila, MTT, Sitotoksisite.



ABSTRACT

In this study, effects of Turkey plants, which is endemic of Dorystoechas
hastata, Stachys aleurites and Anthemis ammophila were tested on A549 non-small
cell lung cancer, Hela cervix cancer, and human fibroblast cells.

Extracts were prepared via maceration of plant aerial parts, collected from its
natural habitat, using methanol as solvent. The antitumoral activity of the extracts
were investigated. Growth inhibition was tested by the MTT assay. All the
experiments were repeated three times. Cytotoxic effects of all plant extracts were
observed in all cells examined. Cytotoxic activitiy of the Anthemis ammophila extract
was found to be higher than that other plants.

Antitumoral activity of Dorystoechas hastata, Stachys aleurites and Anthemis
ammophila aerial parts are shown for the first time.

Key Words: Dorystoechas hastata, Stachys aleurites, Anthemis ammophila, MTT,
Cytotoxicity.
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GIRIS VE AMAC

Kanser, gliniimiiz diinyasinda insan yasamini, kalp ve damar hastaliklarindan
sonra, tehdit eden unsurlarin basinda gelmektedir ve bilim diinyasi, bilimsel
teknolojilerle son yillarda yapilan atilimlar ile kanserin meydana getirdigi olumsuz
etkileri ortadan kaldirmak igin c¢esitli arastirmalara yonelmektedir. Bu nedenle,
kanser caligmalart multidisipliner boyutlarda, bircok farkli arastirmacinin
birliktelikleri ile olusturulan genis katilimli aragtirma gruplar1 tarafindan
yirltilmektedir.  Biyoaktif bitkiler iizerinde gilinlimiizde gergeklestirilen
arastirmalarin biiylik boliimii esas olarak kansere karsi ilag gelistirme cabalaridir.
Bitkisel kaynakli bilesenlerin anti-tiimor ajan olarak kullanilmasina iliskin bilimsel
aragtirmalar 1950’11 yillarin sonuna dogru Amerika Bilesik Devletleri’'nde Ulusal
Kanser Enstitlisii (NCI) bilinyesinde bulunan Kanser Kemoterapi Ulusal Servisi
(CCNSC) ¢atist altinda baglamigtir. Bu proje kapsaminda Taxus baccata isimli
bitkiden ¢ikarilan ekstraktlar kullanilarak ilk bitkisel kokenli kemoterapétik ilag elde
edilmistir. Glinlimiizde meme, rahim ve akciger kanseri tedavisinde kullanilan ilag
bu alanda yapilan c¢alismalarin hizli bir sekilde artmasinda Onemli bir katki
saglamistir (1). Paclitaxel olarak isimlendirilen ilag, hizl1 bdliinen ve ¢ogalan tiimor
hiicrelerinin hiicre iskeletini, 6zellikle tubulin proteinini, hasara ugratarak anti-
mitotik etki ve hiicrenin 6limiinii saglamaktadir. Kanserin olusumunda etkin olan
mekanizmalar dort grupta toplanabilir. Bunlar; proto-onkogenlerin Kontrolsiiz
aktivasyonu, tiimor baskilayicilarin = fonksiyonlarini  yapamamasi, apoptoz
mekanizmalarinin ¢alismamast ve hiicre yaslanmasiin baskilanmasidir. Bu dort
etken birlikte ya da tek basina kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina sebep olur (2).
Gilintimiizde modern kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin yaklasik %30’u bitkisel
kaynaklidir. Diinyada ki bitkisel kaynaklarin ancak %10°u gibi bir kism1 anti-tiimoral
etkisi bakimindan taranabilmistir (3). Ozellikle endemik bitkilere dair veriler gok
daha smirhdir.

Tiirkiye florasinda 11.000°1 agskin damarl bitki kayithdir, Orta Dogu ve
Avrupa iilkeleri iginde hem tiir sayisi hem de endemik tiir bakimindan en zengin
iilkelerden biridir (4). Iklimsel cesitlilikler, topografik cesitlilikler, Jeolojik ve
jeomorfolojik c¢esitlilikle deniz, g6l ve akarsu gibi farkli sucul ortam ¢esitlilikleri, 0-
5000 m’ler arasinda degisen yiikseklik farkliliklari, ti¢ farkli bitki cografyasi
bolgesinin birlestigi yerde olmasi gibi 6nemli 6zellikler iilkemizde bulunan endemik
tiir sayisinin fazla olmasinda énemli rol oynar. Ulkemizde altmis {i¢ familya'ya ait
2651 endemik takson bulunmaktadir. Bazi tiirlerin alttiir veya varyeteleri de
endemiktir. Bu sebepten bu sayr alttiir ve varyete diizeyinde 3090’a ulasir.
Endemizm orani ise % 33,5’tur (5).

Bu projenin amaci, daha Once anti-timoral aktiviteleri bakimindan
calisitilmamis, Antalya iline 6zgii Tiirkiye endemigi olan Dorystoechas hastata ve



Anthemis ammophila ile Tirkiye endemigi olan Stachys aleurites’in, anti-tiimoral
aktivite bakimindan in-vitro sitotoksisite testi ile tez kapsaminda belirtilen A549
kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hiicre hattina ek olarak, HelLa serviks kanseri ve
insan fibroblast hiicre hattinda taranmasidir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Ozellikler

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae, Ballibabagiller) Familyasi

Otsu bitkiler veya galilar, genellikle salgi tiiyleri tasir ve aromatik bitkilerdir.
Govdeler dort koseli veya degildir. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pennat, daima
karsiliklidir. Cigek durumu {ist yapraklar veya braktelerin koltuklarinda ortaya ¢ikan
simoz durumunda ve genellikle vertisillastrumdur. Vertisillastrumlar spika, bas,
rasemoz veya simoz olusturabilir. Ginodioik bitkilerde c¢icekler erdisi veya erkek
kisirdir. Brakteler belirgin sekilde yapraklardan farklidir veya yapraklara
benzemektedir. Brakteoller bulunabilir veya yoktur. Kaliks genellikle iistte 3 disli
veya altta 2 disli olmak iizere 5-lobludur ya da kaliks aktinomorftur. Damarlar 5-20
tanedir. Korolla gamopetal, zigomorftur; genellikle iist dudak 2-loblu falkat, diiz
veya az ¢ok konkavdir; alt dudak 3 lobludur. Nadiren iist dudak indirgenmis ve alt
dudak 5-lobludur veya bir ist ve 4 alt loblu veya korolla aktinomorftur. Stamenler
korollayla adnattir, 4 ve didinamdir veya 2’dir ve staminotlar genellikle
bulunmaktadir, anter tekalar1 2 veya 1 hiicrelidir, paralel veya birbirinden uzaklagan
sekildedir; nadiren (Salvia’daki gibi) uzamis konnektifler ile ayrilir. Ovaryum iist
durumlu, 2-karpelli ve 4 oviilli, 4 lobludur. Stilus ginobazik; nadiren degildir,
yukarida kisa bifiddir. Meyva 4 (nadiren daha az) kuru (¢cok nadir taze) findik¢iktan
olusur. Isitildiginda miisilajli veya degildir (6).

) Kozmopolit olan familya yaklasik 200 cins ve 3000 kadar tiir igerir.
Ulkemizde 45 cins ve 546’dan fazla tiirti vardir (7).

2.1.2. Dorystoechas Boiss.&Heldr. ex Bentham corr. Bentham Cinsi

Odunsu ¢alilardir. Yapraklar basit ve hastat seklindedir. Ci¢cek durumu ince,
uzun, dik, silindirik, bir spika ve vertisillat durumludur. Cigekler biseksiiel. Kaliks
bilabiat, dudak bazen esit biiyiikliikte, tiipler kampanulat, 8-11 damarli, agz1 kapali,
birbirine yaklasan dudaklar meyva ile birlesmistir. Korolla bilabiat, dudaklar agiktir.
Stamenler 2, nadiren 3 tane, biraz disaridadir. Anterler egik ve ugta, teka ile ortiili,
staminotlar genellikle yoktur. Disk kirmizi. Stilus 2 loblu. Nutletler tiiysiiz, ti¢ koseli,
diiz ve linear-oblong seklindedir (8).

2.1.3. Dorystoechas hastata Boiss.&Heldr. ex Bentham Tiirii

Tim kisimlar1  kuvvetli aromatik, 40-100 cm boyunda ¢alilardur.
Yapraklar2.8-7.5x1.5-3 cm, basit, sapli, grimsi yesil, lanseolat, krenulat, lamina
hastat, ana damar ve sapin bulundugu bolge rugoz. Petiol 1-3.6 cm, yay seklindedir.
Cigek durumu sik terminal spika, 6-17 cm, dik, ¢ok ¢igekli (10-25 tane), bir sonraki
mevsime kadar dayanir, meyvada ise vertisillat dizilisli. Cicek yapraklar ise



lanseolattir ve ¢abuk olgunlasir. Kaliks, uzun tiipsii, 3-4.5 mm, meyvada 6-10 mm
kadar eksene yapisiktir. Ust dudagi az gelismis, 3 loblu, alt dudak ise tiipsii, cok kisa
(2mm), 2 loblu, bogazi kapalidir. Korolla, 4-6 mm, tiipii hemen hemen kalikse esit ve
diktir. Stamenler 2-3 tane ve kismen disaridadir. Anterler egik, 2 tekali, tekalar
genigtir. Genelliklestaminot yoktur. Oviiller portakal kirmizisi, disk {izerinde
belirgindir. Nutletler genis ve uzunca 3x1 mm, kahverengi, tliysiiz, iist kismi1 gaga
seklinde, dikensiz, tatli fakat 1slandiginda miisilajimsi degildir (8).

2.1.3.1. Yayihsi

Yurdumuzda yalnizca Antalya ilinde yetisen endemik bir bitkidir. Giiney-bat1
Anadolu,C3: Antalya; Tahtali dagi, Cukuryayla yakini, 1525m, Termesos Milli
Parki, 1000 m, Kemer, Yerin deresi, 650 m yiiksekliginde, kaya aralarinda, kizil ¢gam
ve servi ormanlarinda, mese c¢aliliklarinda yetismektedir. Cigeklenme zamani;
Mayis-Haziran aylaridir (8, 9). Sekil 2.1’ de tiiriin ¢igeklenme zamaninda bitkinin
fotografi yer almaktadir.

Antalya cevresinde genis yayilimi olan bitkiye koyliiler tarafindan “Calba”
denmektedir ve adagay1 gibi aromatik ¢ay hazirlanmasinda kullanilmaktadir (10).

Sekil.2.1. Dorystoechas hastata Boiss.&Heldr. ex Bentham Tiiriiniin Cigeklenme zamanindaki
gorinimii

2.1.4. Stachys L. Cinsi

Bir veya ¢ok yillik otsular, nadiren ¢alimsilardir. Yapraklar basit, kenarlar
dislidir. Kaliks tiipsii veya ¢an seklinde, 5-10 damarli, korolla genellikle kirmizi
pembe, sar1 veya beyaz renkte, 2 dudaklidir. Stamenler 4. Kozmopolit olan cins
yaklasik 200 tiir igerir. Ulkemizde 76 tiirii vardir (7).



2.1.5. Stachys aleurites Boiss. & Heldr. apud Bentham in DC Tiirii

50-60 cm boyunda otsu calilardir. Cicek saplari basit, dalsiz, ince tiiylii,
olgunlukta bazen tiiysiizdiir. Sapin alt yapraklari, ovat, ovat-lanseolat, 1.5 x 1-2.5 cm
biiyiikliigiinde, kademeli olarak kisalir. Ureme déneminde 8-12 ¢igeklidir, 1-2 ¢igek
iistiinde de olabilir. Brakteoller lanseolat, 9-12 x 1.5-2 mm biiyiikliigiindedir. Kaliks
tip seklinde ve 11- 13.5 mm biiyiikligiinde ve dikenlidir. Korolla, = mor-pembe
renkte 13-15 mm biyiikligindedir. Nutletler obovoit seklinde, 2-2.5 mm
biytikligiindedir (20).

2.15.1. Yayihsi

Genellikle kiy1 kenarlarindaki kalkerli kayaliklarda, 10-600 m yiikseklikte
yayilis gostermektedir. Ulkemizde C3 bolgesinde Antalya bolgesinde, Konyaalti
bolgesinde 10 m’de, Kopriilii Kanyon Milli Parki 600 m’de ve Sogiit Yaylas: 300
m’de yetismektedir (20).

Sekil 2.2. Stachys aleurites Boiss. & Heldr. apud Bentham in DC Tiiriiniin ¢iceklenme zamanin
gorunusi

2.1.6. Asteraceae (Compositae / Papatyagiller) Familyasi

Bazilar siit igeren otsular, c¢alilar veya nadiren aga¢ veya tirmanicilar
seklindedir. Yapraklar genellikle alternat veya karsilikli, nadiren dairesel, basit veya
birlesik, tam kenarli, loblu veya degisik sekilde parcalanmis olabilir. Cigekler
kapitilum durumunda, kapitilumun g¢evresi 1- ¢ok serili involukrum brakteleri ile
ortiilmiis, erdisi veya tek eseyli, 1s1nsal veya zigomorf simetrilidir. Kaliks genellikle
papus halini almis veya hemen hemen yoktur. Petaller 4-5 birlesiktir. Korolla 2
sekilde, tiipsii ve dilsi; tiipsii korolla ugta belirgin 5 disli, dilsi korolla 3-5 disli veya
disler belirgin degildir. Satamenler 5, petallere bagli, flamentler serbest, anterler
birlesiktir. Pistil 1, ovaryum alt durumlu, tek lokuluslu, 2 karpelli, oviil tek, anatrop,



plesentasyon bazaldir. Meyve aken ve ucunda genellikle bir papus veya kaliks
kalintis1 tasir (7).

Kozmolpolit olan familya yaklasik 1100 cins ve 2500 kadar tiir igerir.
Ulkemizde 133 cins ve 1156 kadar tiirii bulunmaktadir (7).

2.1.7. Anthemis L. Cinsi

Bir, iki veya ¢ok yillik otsular veya nadiren odunsu veya algak calilardir.
Yapraklar genellikle 1-3 pinnat, nadiren basittir. Kapitula tek, radiat, veya diskoiddir.
Involukrum brakteleri genellikle 3 serili ve imbrikat, ¢icek tabani palealidir. Dilsi
cicekler genellikle beyaz ve saridir. Avrupa ve Akdeniz bolgesinde yayilis gosterir
ve yaklasik 130 tiir iceriri. Ulkemizde 50 tiirii bulunur (7).

2.1.8. Anthemis ammophila Boiss. & Heldr. Tiirii

Kiiciik, egilmis yada bazen dik konumlu, tiiyli ve tek yilliktir. Gévde 4-10
cm uzunlugunda, genellikle dallar tabandan yayilan sekildedir. Yapraklar 0.5-1.5 cm
buytikliigiinde, ana hat icinde dardir. Kapitula radiat, pedinkiiller kalinlasmistir.
Isinsal simetrili ¢igekler 12 mm boyundadir. Disk korollalar 3mm boyundadir (21).

2.1.8.1. Yayihsi

Tirkiye C3 Antalya bolgesinde yayilis gortermektedir. Giliney Bati
Anadolu’da C3 Antalya: Kemer, Lara,ve C3/4 Antalya: Alanya, 5 m’de
yetismektedir (21).

Sekil 2.3. Anthemis ammophila Boiss. & Heldr. Tiiriinlin ¢igeklenme zamanindaki goriiniisii



2.2.  Tiirlerde Yapilan Fitokimyasal ve Biyoaktivite Calismalari

2.2.1. Dorystoechas hastata Boiss.&Heldr. ex Bentham ile yapilan ¢alismalar

Yapilan literatiir arastirmalarinda Dorystoechas hastata ile ¢alismalara
rastlanmistir. Calismalardan ilki 1986 yilinda yapilmistir. Termasos 1000 m’den
toplanan bitkinin ugucu yaglarini analiz edilmis ve icerigindeki ana bilesenler, o-
terpineol, kafur ve terpinen-4-ol olarak belirlenmistir (11). Baska bir ¢alismada
ucucu yagi distilasyon yontemi ile elde ettikten sonra igerigini GC (gaz
kromotografisi) ve GC-MS (gaz kromotografisi —kiitle spektrometrisi) yoluyla analiz
etmisler ve major bilesenleri 1-8 sineol, a- pinen, borneol, guaiol, kamfen ve kafur
olarak bulmuslardir (12). Fitokimyasal ilk ¢alismalardan bir digerinde, bitki sirasiyla
petrol eteri ve etanol ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Petrol eteri
ekstresinde karnosol ve rosmanol adi verilen diterpenoidler, etanol ekstresinde ise
falavonoidlerden, luteolin, luteolin 7- glukozit, 6-metoksiluteolin 7-glukozit, fenolik
asitlerden olan kafeik asit ve klorogenic asit tespit edilmistir (13). Dorystoechas
hastata yapraklarindan elde edilen su, etanol ve dietil eter ekstrelerinin, DPPH (1,1,-
difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkisine, indirgeme giiciine, toplam fenol
miktarlarina  bakilmigtir. Yapilan deneylerin sonucunda ekstrelerin  kuvvetli
antioksidan oOzellikleri saptanmistir ve in vivo olarak arastirllmasi gerektigi
belirtilmistir (14). Bir diger ¢alismada bitkiden, metanol, petrol eteri ve su ekstreleri
elde edilmis, ekstrelerin aktivitesine, DPPH radikalini siipiiriici etki, toplam fenol
miktari, ABTSe+ radikalini siipiiriicii etki ve TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) deneyleri ile bakilmigtir. Metanol ekstresi calisilan diger ekstrelerden
daha kuvvetli antioksidan ozelligi bulunmustur (15). Dorystoechas hastata ile
yapilan sitotoksik ¢aligma bulunmamaktadir.

2.2.2. Stachys aleurites BOiSS. ET HELDR. APUD BENTHAM ile yapilan
calismalar

Tiirkiye endemigi olan Stachys aleurites ile yapilan ¢alismada bitkininin
toprak iistii kisimlarindan, su distilasyonu yontemi ile ugucu yagini elde etmislerdir.
Elde edilen yagin GC/MS yontemiyle igerigine bakmuslar ve igeriginde sirasiyla, -
karyofilen (%33,7), bisiklogermakren, germakren ve a-pinen oldugunu tespit
etmislerdir (16).

Stachys’ in farkl tiirleriyle yapilan arastirmada, ugucu yaglarinin antioksidan
aktiviteleri kuvvetli bulunmustur. Ayrica ugucu yaglarm, cesitli insan kanser
hatlarinda sitotoksik 6zelliklerine bakilmistir ve sirasiyla, S. germanica, S. palustris
and S. spinosa, 100 ng/ml dozda %81, %77 ve % 73 inhibisyonda kuvvetli
antiproliferatif etki gostermistir (17). Farkli Stachys tiirlerinin %80’lik MeOH
ekstresi ile yapilan ¢alismada ekstreler degisik insan tiimor hiicre hatlarinda in vitro
MTT testine tabi tutulmuslardir ve hiicreleri % 25-%50 civarinda inhibe ettikleri
ortaya konmustur (18) . Stachys aleurites ile yapilan sitotoksik bir calisma
bulunmamaktadir.



2.2.3. Anthemis ammophila Boiss. & Heldr. ile yapilan ¢calismalar

Yapilan literatiir arastirmalarinda Anthemis ammophila ile yapilan bir ¢alisma
bulunmamistir. Buna karsilik farkli  Anthemis tiirleri ile yapilan ¢alismalar
bulunmaktadir. Anthemis maritima ile yapilan bir calismada, bitkinin etil asetat
ekstresinden Antheminone A, Antheminone B ve Antheminone C adi verilen
siklohekzanlari izole etmislerdir. Daha sonra izole ettikleri bilesiklerin insan kanser
hiicrelerinde sitotoksik aktivitelerine bakmuglardir. Antheminone A ve C bilesigi,
B’den daha aktif bulunmustur (19).

2.3.  Akciger Kanseri

2.3.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Akciger kanseri, 20. ylizyilin baslangicinda nadir goriilen bir hastalik iken,
1950 yilindan itibaren siklig1 belirgin olarak artmistir. Giiniimiizde, kadinlarda ve
erkeklerde en sik goriilen ve en fazla 6lime yol agan kanserlerin basinda yer
almaktadir. Erkeklerde kansere bagli 6liimlerin % 31’1 akciger kanserine baglidir.
Kadinlarda kansere bagl dlimlerin % 25’inden akciger kanseri sorumludur (22).
Akciger kanserine bagli 6liimlerin oran1 kolon, meme ve prostat kanserine bagl
Oliimlerin toplamindan daha fazladir (23). 2010 yili igerisinde akciger kanseri
nedeniyle gergeklesen, toplamda 1.4 milyon 6liim vakasi kayit edilmistir (24). Diinya
Saglik Orgiitiiniin raporuna gore kanser dliimlerinin taniya gore dagilim Sekil 2.4 te
gosterilmistir (25).

OVer pykreas  DIEr Akciger
19,4%

% / 8.0%
Non-Hodgkin lenfoma 3.8% 3,7% e

2,1%

Losemi
3.6%

Meme
12,5%

Mesane
20% .
Ozafagus

5.8%

Kolerekatal

8.2%

Prostat Mide
1.5% 10,3%

Sekil 2.4. Diinya Saglik Orgiitii 2008 y1li kanser nedenli 6liim oranlari (25)



Akciger kanseri i¢in genel bes yillik sagkalim orani esas olarak sadece
%15°dir, ¢linkii hastalik genellikle ortaya ¢iktiginda ilerlemistir. Eger erken evrede
bulunursa bes yillik sag kalim orani1 %60 ile %70’e yaklasmaktadir(26).

Akciger kanserinde, sigara, hava kirliligi gibi cevresel faktdrler, mesleki
karsinojenler, diyet, viral enfeksiyonlar, gecirilmis akciger hastaliklari, genetik ve
immiinolojik faktorler baslica etiyolojik faktorlerdir (27).

Bu faktorler icerisinden Sigara icilmesi, akciger kanserlerinin %80’inden
fazlasinda primer etiyolojidir (26). Sigara kanser iliskisi ilk kez 1761’de yapilan bir
calismada buruna g¢ekilen tiitiin tozunun burunda polip olusumuna neden oldugunun
saptanmasina dayanmaktadir (28). Sigara dumaninda 4000°den fazla kimyasal madde
bulunur ve 60’dan fazlasinin kanitlanmis karsinojen 6zelligi vardir. Bunlardan radon,
kursun, bizmut ve polonyum radyoaktif 6zellikte iken polisiklik hidrokarbonlar ve N-
nitrozamin prokarsinojenik olarak tanimlanmistir. Sigara dumaninin kimyasal bir
bileseni olan benzo(a)pirenin p53 tiimor baskilayict geninin 3 spesifik lokusuna zarar
verdigi ve primer akciger kanseri olan hastalarin %60’inda bu gen anormalliginin
tespit edildigi saptanmigtir (29). Tiitiin dumaninda bulunan diger polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin ise akciger kanserine yol acabilecek diger mutasyonel bdolgeleri
etkileyebilme kapasitesine sahip olduklar1 saptanmistir(30). Sigara i¢enlerde yapilan
iki ayr1 ¢alismanin sonuglarina gore ise akciger kanseri goriilme sikligi Olak ve
ark.’larma gore %20, Kopper ve Timar’a gore ise %10-15’dir(31,32). Akciger
kanseri tiim diinyada, sigara aliskanlig1 erkeklerde daha fazla oldugu i¢in erkeklerde
daha sik goriilmektedir, ancak kadinlarda sigara icme oraninin artmasiyla insidans
erkeklere gore daha hizli artmaktadir (33).

Parsons ve arkadaglarmin yaptiklart meta analiz g¢alismasinda, sigarayi
birakmanin erken evrede tespit edilen akciger kanserli hastalarda olumlu etkileri
oldugunu, buna karsilik erken evrede tan1 konan ancak, sigara igmeye devam eden
akciger kanserli hastalarda mortalite oranlarinda ve ikinci bir primer tiimoriin olusma
oraninda artig oldugunu belirlemislerdir (34).

Akciger kanseri riskini artiran ¢ok sayida mesleki ve c¢evresel karsinojen
vardir. Bunlar arasinda en iyi bilinenler asbest, radon, arsenik maruziyeti,
diklorometil eter, krom, formaldehit, iyonize radyasyon, nikel, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, agir metal tozlari ve vinil kloriddir (35).

Beslenme diyetindeki eksiklikler akciger kanseri gelisiminde etkili olabilir.
Vitamin A ve beta karotenden fakir beslenmenin hayvan modellerinde akciger
kanseri riskini artirdigi gosterilmistir. Insanlardaki calismalarda da diyetinde
betakaroten/retinol miktar1 yliksek olanlarda akciger kanseri riskinin %40 azaldigim
tespit etmistir. Beta karoten, A vitamininin Onciiliidiir ve turunggiller, yesil sebzeler
ile balikta bulunur. Ayrica yiiksek yaglh diyetle beslenen sigara igicilerde kanser riski
daha yiiksektir. Sari-yesil sebze ve meyvelerin yeterli alimi riski azaltir. Caymn
(6zellikle yesil ¢ay) koruyucu olduguna dair de bazi1 bulgular mevcuttur(36).



Bununla birlikte sebze ve meyve yoniinden zengin beslenmenin akciger
kanserine kars1 koruyucu bir etkisi olduguna iliskin sinirli bulgular bulunmaktadir.
Ozellikle krusifer grubu sebzelerin tiiketilmesinin, muhtemelen icerdikleri
izotiyosiyanatlar nedeniyle koruyucu etkisi oldugu One siiriilmiistiir. Tahuillar,
baklagiller, et, yumurta, siit ve siit iirlinleri gibi baska gidalarin tiiketilmesiyle ilgili
birgok ¢aligma yapilmis olmasmna karsin, kanserojen veya koruyucu bir etki
bulunduguna dair bulgular bir degerlendirme yapmaya izin verecek Olclide yeterli
degildir (26).

2.3.2. Patolojisi

Akciger kanseri i¢in ilk standart siniflandirmadan 1967 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen toplantida bahsedilmistir. Bu simiflandirma
zamanla revize edilmistir. En son olarak, WHO tarafindan, 2004 yilinda akciger
kanseri ile ilgili molekiiler verileri igeren siiriim yayinlanmistir (38). Hiicre tipi ve
goriilme sikliklar1 Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Akciger kanseri hiicre tipi ve goriilme sikliklar

Hiicre Tipi Gorililme Siklig1 (%)
Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

Adenokarsinom 32

Bronkoalveoler 3

Skuamdz hiicreli karsinom 29

Biiyiik hiicreli karsinom 9

Biiyiik hiicreli néroendokrin 2

Digerleri 12

Kiiciik hiicreli akciger kanseri 20

2.4. Serviks Kanseri

2.4.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Gegmiste jinekolojik kanserlere bagli 6liimlerin 6nde gelen sebeplerinden biri
olan serviks kanserinin goriilme sikligi hastaligin erken evrede saptanmasini
saglayan pap smear tarama yOnteminin yaygin kullanimi sayesinde belirgin olarak
azalmistir (39). Giinlimiizde serviks kanseri meme kanserinden sonra kadinlarda
kansere bagli 6liimiin en sik ikinci sebebidir. Her yil besyiizbin yeni vakanin tam
aldig1 tahmin edilmektedir. Cevresel faktorlerin etkisi ve tarama yontemleriyle
lezyonlarin saptanma sikliginin degismesi nedeni ile serviks kanserinin insidansi
toplumlar arasinda belirgin farklilik gostermektedir (40,41). Serviks kanserinin
epidemiyolojisi ve molekiiler biyolojisi iyi bilinmektedir. Human papilloma
viriisi(HPV) ile yakin iligkisi serviks kanserinin 6nlenebilir bir hastalik olarak kabul
edilmesine yol agmustir. Serviks kanserli vakalarin %95’inde yiiksek riskli HPV
tipleri(6rnegin; Tip16) pozitiftir. HPV hastaligin dogal seyrinin ve immiin sistem ile
iligkisinin anlasilmasini saglamistir. Hastaligin gelisim siirecinin ve immiin sistem ile
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iligkisinin iyi biliniyor olmasi serviks kanserinin standart tedavilerin yani sira
immiinoterapiler i¢in de iyi bir aday oldugunu ortaya koymaktadir (42).

2.4.2. Patolojisi

Serviks kanserlerinin %85-90’1 yass1 epitel hiicreli karsinomlardir. Biiyiik
hiicreli nonkeratinize, biiyiik hiicreli keratinize ve kiigiik hiicreli olarak alt gruplarina
ayrilir. En sik biiyiik hiicreli nonkeratinize olan tip goriiliir. Serviks kanserlerinin
%10-15’1ini ise adenokarsinomlar olusturmaktadir (43).
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1.  Kullamlan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve Aletler

3.1.1. Bitkisel materyal

Tezde incelenen bitkilerden Dorystoechas hastata Termesos Milli Parki, 1000
m’den, Stachys aleurites bitkisi ililkemizde C3 bolgesinde Antalya bdlgesinin,
Konyaalt1 bolgesinde 10 m’den ve Anthemis ammophila bitkisi Tiirkiye C3 Antalya,
Lara bolgesindeki deniz kenari kumsallarindan toplanarak kurutulmustur ve
ekstraksiyon islemi i¢in hazirlanmistir. Bitkiler herhangi bir insektisit ya da pestisit
bulasigt olmamasi i¢in dogal ortamlarindan toplanarak uygun ortamlarda
kurutulmuslardir.

Bitkilerin tiir tayinleri Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

tarafindan yapilmistir.

3.1.2. Kimyasal maddeler
Deneysel c¢aligsmalarda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitede,
kullanilan su ultra saf bidistile sudur.

3.1.2.1. Ekstraksiyon Islemi
Ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan metanol analitik saflikta olup ve Merck
firmasindan temin edilmistir.

3.1.2.2. Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksiste deneyleri

e Dimetilsiilfoksit-d®((CD3)2SO): MTT testinde kullanildi. Analitik saflikta,
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

e MTT(3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue): Sigma firmasindan temin edilmistir.

e Non-essential Tyrpsin-EDTA (%0.25)
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e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): %10 fetal dana serumu ve %1
penisilin/streptomisin igeren besiyeridir. Gentamisin

e FBS (Fetal Bovine Serum): Sigma firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan aletler
Santrifiij(Beckmann)

Mikro santrifiij(Beckmann)

Biyogiivenlik kabini Class Il LaminAir(Hera)
Isik mikroskobu (Nikon)

CO; inkiibatorii-%5 CO,(Thermo)

Buzdolab1 (+4, Siemens)

Laboratuar tipi derin dondurucu(-86 Revco)
Vortex(Memmert)

Su banyosu(Memmert)

Otoklav(Hera)

Derin dondurucu (-20, Siemens)

SpektrofotometreThermo
Flow sitometre(Beckmann)

Rotavapor (Heidolph)

3.2. Deneysel Calisma

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkisel materyalin ekstraksiyonu kat1 bir ortamdan kat1 bilesiklerin ayrilmasi
esasma dayanir. “Kati-sivi ekstraksiyonu” olarak bilinen bu tip ekstraksiyonda kati
bir siv1 ile ekstre edilir. Bu asamada ytiksek ekstre verimini saglamak i¢in secilen
¢cozlici ¢ok Onemlidir (44). Bitkilerin toprak iisti kisimlari tartilarak, ayr1 ayri
metanol ile literatiirde tanimlandigi sekilde (agirhik/agirlik; 15 gr bitki/ 60 gr Solvent)
kati- s1vi ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyon islemine tabi tutulmuslardir. Elde
edilen ekstreler vakum altinda rotavaporda (Sekil 3.1) (< 65 °C) kurutulup,
yogunlagtirtlmistir.  Tim ekstreler analiz anina kadar -20 °C’de karanlikta
saklanmistir (45).
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Sekil 3.1. Yogunlastirma isleminin yapildigi rotavapor aleti(46)

3.2.2. Kullamilan Hiicreler

3.2.2.1. AS549 Hiicreleri

A549 hiicresi (Adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hiicresi) ilk
olarak 58 yasindaki erkek bir akciger kanseri hastasinin tiimor dokusundan Dr. D. J.
Giard tarafindan alinarak kiiltiire edilmistir. Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinin
(KHDAK) {i¢ ana tipinden biri olan ve erkeklerde en sik goriilen squamoz hiicreli
tipe girmektedir. A549 hiicresi su ve elektrolitlerin akciger alveollerinden gegisine
izin vermektedir. A549 hiicreleri in vitro kosullarda yiizeye yapisarak cogalirlar.
Hiicrenin bir diger karakteristigi, yiiksek seviyede lesitin ve doymus yag asidi
sentezlediginden dolayr, membran fosfolipidlerinin korunmasimi saglamaktadir.
Boylece hiicre direngli bir hal kazanmaktadir. Tlag metabolizmasi modeli olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir(47). Hiicreler Akdeniz Universitesi Fizyoloji
Anabilimdali’ndan elde edilmistir.

3.2.2.2. HeLA Hiicreleri

Izole edilen ilk insan kaynakli epitel kanseridir. Serviks epitel adenokarsinom
hiicreleridir. Scherer tarafindan 1952 yilinda 31 yasinda Henrietta Lacks adinda bir
kadindan alinmigtir (48). Bu hiicreler oksidatif stresin hiicresel etkilerinin
incelenmesi agisindan uygun bir modeldir (49). Sitozolik bir enzim olan agilfosfataz
HelLa hiicreleri igin gii¢lii bir apoptoz indiikleyicidir (50). HeLa hiicrelerinde
mitokondride kalsiyum birikimi diger epitel hiicrelerine gore daha hizlhidir.
Mitokondri, niikleer tiibiiliin hem i¢ine hemde disina hareket edebilmektedir (51,52).
Hiicreler Akdeniz Universitesi Fizyoloji Anabilimdali’ndan elde edilmistir.
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3.2.2.3. Human Fibroblast Hiicreleri

Human fibroblast hiicrelerinde fosfotidilinositol transfer proteinlerinin o ve 3
(PI-TPa ve PI-TPP) olmak iizere iki formu da bulunmaktadir. Bu proteinler niikleusa
yerlesmis, sitoplazmada golgi sistemi ile baglantilidirlar. PI-TPa hiicreyi apoptozise
karst korurken, PI-TPP ise hiicreyi apoptozise karst duyarli hale getirmektedir
(53,54). Hiicreler Akdeniz Universitesi Fizyoloji Anabilimdali’ndan elde edilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Testler icin Hazirlanmasi

Hiicreler, deneyler i¢in yeterli sayiya eristiklerinde tripsinlenerek toplanmis
ve toma lami ile sayilarak ml’de 250 000 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlanmigtir. MTT yontemi i¢in 96 kuyucuklu plakalara 0,1 ml hiicre siispansiyonu
(25 000 hiicre) ekilip, hiicrelerin plaka kuyucuklarinin tabanina yapismalari i¢in 24
saat bekletilmistir. Stire sonunda hiicrelerin tizerlerindeki besiyerleri plakalarin ters
cevrilmesi  suretiyle uzaklastirilip, T{zerlerine test maddelerinin istenen
konsantrasyonlarini i¢eren taze besiyerleri ilave edilmistir.

Dorystoechas hastata'nin toprak {istii bolgesinden elde edilen metanol
ekstresi igin 10-100ng/ml,1pg/ml, Anthemis ammophila'nin toprak istii bolgesinden
elde edilen metanol ekstresi igin 10-100ng/ml,1pg/ml, Stachys aleurites'in toprak
st bolgesinden elde edilen metanol ekstresi igin 10-100ng/ml,1pg/ml dozlar
hazirlanmistir. Tim maddelerde ¢O6ziicii olarak Dimetilstilfoksit (DMSO)
kullanilmastir.

Bu konsantrasyonlarda  besiyerinde  hazirlanan test maddelerinin
konsantrasyonlari, kontrol grubu (bos besiyeri) ve %0.1 DMSO igeren c¢oziicii
kontrol grubu da teste eklenmistir. Test maddeleri igeren besiyerleri 96 kuyucuklu
plakalarin kuyucuklarina 72 saat sayimlari i¢in 0.3 ml, koyularak gerekli siirelerde
inkiibasyona birakilip, bu siireler sonunda hiicrelere gerekli boyama ydntemleri
uygulanmistir. Uygulanan tedavi gruplari Cizelge 3.1.'de gosterilmistir. Referansa
uygun olarak tedavi gruplari ¢aligilmistir (55).

Cizelge 3.1. Hucrelere uygulanan tedavi gruplar

1 2 3 4 5

Eksrakt Eksrakt Eksrakt Kontrol | DMSO (%0,1)
10ng/mL | 100ng/mL 1 pg/mL
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3.2.4. MTT Sitotoksisite Deneyi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl-)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu yontem saglam mitokondrianin MTT boyasinin tetrazolium
halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmakladir(56, 57). MTT testi hiicre kiiltiirii
esasimna dayanan indirekt olarak hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre Oliimiini
degerlendirmeyi amaglayan bir ilag duyarliligi testidir(58). En yaygin kullanilan
kolorimetrik substrat olan MTT, suda ¢dziinen birtetrazolium tuzu olup fenol
kirmizisi igcermeyen medium veya tuz ¢ozeltilerinde hazirlandiginda sarimtirak bir
¢ozelti olusturur. Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi
sonucu MTT mor renkli ¢6ziinmez formda formazana doniistir(Sekil 3.2, 3.3). Bu
doniistim canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olur. Tetrazolium tuzunun
sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara
indirgenmesinden dolayr bu yontem sadece canli hiicreleri saptar. Olusan bu
formazan kristalleri, izopropanol veya baska bir ¢oziicii yardimi ile ¢oziiniir hale
getirilir ve olusan rengin klasik mikroplate okuyucusunda (maximum absorbans) 570
nm’de miktar: belirlenebilir (59).

o) '
Mitokondral
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Sekil 3.2. MTT'nin formazan kristallerine doniisiim tepkimesinin semasi(60)

Sekil 3.3. MTT testi sonucunda olusan mavi formazan kristallerinin mikroskobik goriintiisii(61)

Hiicre kiiltiirlerinin inkiibasyonu sonunda 96 well iginde bulunan hiicrelere
her bir kuyucuga 20 pL of 5 g/mL MTT(Sigma, St. Louis, MO, USA) eklenmistir ve
4 saat 37 °C’de %5 COz2igeren ortamda inkiibe edilmistir. Dort saatin sonunda MTT
ile olusan formazon kristallerini ¢6zmek i¢in kuyucuklara 150pL. DMSO eklenerek
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10 dakika 37 °C’de COz2 inkiibatoriinde bekletilip her bir kuyucuk 570 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okutulmus ve okunan absorbans degerine gore
sitotoksite diizeyi belirlenmistir. Sitotoksite diizeyleri asagidaki formiil ile
hesaplanmistir;

LD50 (%Hiicre Oliimii)=[1-(Test kuyucugunun absorbans: / Kontrol kuyucugunun absorbansz) x100]

Yasayan hiicreler koyu mavi formazan {iiriinii olustururken, 6lii hiicrelerde
boya gozlenmez. Kontrol (ilagsiz) hiicreleriyle karsilastirarak, hiicrelerin yiizde 6liim
oranlar1 belirlenir.

3.2.5. Apoptoz Tayini

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden
biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢
ylizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. Bu
yer degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre dliimiiniin
erken donemlerinde meydana gelir. 1990 yilinda Andree ve arkadaslar1 tarafindan
Vaskiiler Antikoagiilant alfa proteini kesfedilmistir. Kesfedilen bu protein daha sonra
Annexin V olarak yeniden isimlendirilmistir (62). Anneksin- V, hiicrenin dis
yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan
bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilir (63,
64, 65). FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma
orani flow sitometri ile 6l¢iilebilmektedir (66, 67, 68).

Apoptoz tayini ¢alismamizdaki teknik problemler sebebiyle yapilamamustir.

3.2.6. Istatistiksel Analizler

Deney gruplari, uygulamalara ve zamana bagl olarak kontrole ve birbirlerine
gore degerlendirilmistir. Bu amacla elde edilen degerlere tek yonlii ANOVA testi
uygulandi. Gruplarin  kontrol grubuna goére anlamliliklar1 student t-testi ile
degerlendirildi. Anlamlilik degeri olarak p<0,05 seviyesi temel alindi. Istatistiksel
analiz i¢in SPSS 18.0 programi kullanilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Islemi

Bitkilerin toprak tstii kisimlar1 tartilarak, ayri ayr1 metanol ile literatiirde
tanimlandigr sekilde (agirlik/agirlik; 15 gr bitki/ 60 gr Solvent) kati- s1v1 ekstraksiyon
yontemiyle ekstraksiyon islemine tabi tutulmuslardir. Yapilan ekstraksiyon islemi
sonucunda en yiiksek ekstre verimi Dorystoechas hastata bitkisinden elde edilirken,
en diisiik ekstre verimi Stachys aleurites bitkisinden elde edilmistir. Toplam elde
edilen ekstre verimleri Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Elde edilen ekstre verimleri

Ekstre Elde Edilen Bitki Elde Edilen Ekstre Verimi (%)
Dorystoechas hastata % 9,2
Anthemis ammophila % 2,9
Stachys aleurites % 0,6

4.2. MTT Testi Sonuclan

Dorystoechas hastata, Anthemis ammophila ve Stachys aleurites bitkilerinin
%100k metanol ekstresi uygulanan hiicrelelerde MTT 0l¢lim sonuglarinda
10ng/ml, 100ng/ml dozlarinda 72 saat sonunda sitotoksik aktivite DMSO ile yakindir
(yani aktivite gozlenmemistir). Bu dozlarda uygulanan ekstreler ile kontrol grubunun
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi(p>0,05). Bu yiizden her iki
dozun sonuglart degerlendirilmeye alinmadi. Sitoksik aktivite ekstrelerin 1pg/ml
dozunda gozlendi. Dorystoechas hastata, Anthemis ammophila ve Stachys aleurites
bitkilerinin %100'liik metanol ekstresi 1pug/ml dozu uygulanan hiicrelelerde 72 saat
sonunda 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede MTT 6l¢iim sonuglarinin
absorbans degerleri Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4'de gosterilmektedir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu, kontrol grubu ile deney gruplarinin hepsi arasinda anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 4.2. Antemis ammophilamin 1pg/ml dozunda 72 saat sonunda 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrede MTT 6l¢iim sonuglarinin absorbans degerleri

Antemis ammophila Kontrol DMSO
%100MeOH Ekstresi
HelLA 0,517* 1,51 1,631
A549 0,63* 1,45 1,55
Human Fibroblast | 0,615* 1,23 1,176

* p<0,05(kontrole gore anlamlilik)
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Cizelge 4.3. Dorystoechas hastatanin 1ug/ml dozunda 72 saat sonunda
spektrofotometrede MTT 6l¢iim sonuglarinin absorbans degerleri

570 nm dalga boyunda

Dorystoechas hastata | Kontrol DMSO
%100MeOH Ekstresi
HelL A 0,85* 1,51 1,631
A549 0,749* 1,45 1,55
Human Fibroblast | 0,89* 1,23 1,176

* p<0,05(kontrole gore anlamlilik)

Cizelge 4.4. Stachys aleurites'in 1pg/ml dozunda 72 saat sonunda 570 nm dalga boyunda

spektrofotometrede MTT 6l¢iim sonuglarinin absorbans degerleri

Stachys aleurites Kontrol DMSO
%100MeOH Ekstresi
HelA 0,84* 1,51 1,631
A549 0,817* 1,45 1,55
Human Fibroblast | 0,96* 1,23 1,176

* p<0,05(kontrole gore anlamlilik)

Kontrol (ilagsiz) hiicreleriyle karsilastirarak, hiicrelerin yiizde 6liim oranlari,

LD50 (%Hiicre Oliimii)=[1-(Test kuyucugunun absorbans: / Kontrol kuyucugunun absorbansz) x100]

formiilii kullanilarak belirlenmistir ve sonuglar Cizelge 4.5.'de gosterilmektedir. Tiim
deney gruplarinin kontrol grubuna gore istatistiksel analizler ile anlamliligina

bakilmaistir.

Cizelge 4.5. LD50 (% Hiicre Oliimii/Sitotoksisite) Sonuglari

Antemis Dorystoechas | Stachys DMSO
ammophila hastata aleurites
HelLA %66 %44 %44 %0
A549 %57 %48 %40 %0
Human %50 %28 %22 %0
Fibroblast

4.2.1. A549 Hiicre Hattit MTT Sonuclar

Dorystoechas hastata, Anthemis ammophila ve Stachys aleurites bitkilerinin
%100'lik metanol ekstresi uygulanan hiicrelelerde MTT 6l¢lim sonuglarinda
10ng/ml, 100ng/ml dozlarinda 72 saat sonunda sitotoksik aktivite DMSO ile yakindir
(yani aktivite godzlenmemistir). Sitoksik aktivite ekstrelerin 1pg/ml dozunda
gozlenmistir. Ekstrelerin hepsinde sitotoksik etki gozlenirken, maksimum sonug
Anthemis ammophila ekstresinde 72 saat sonra gozlenmistir (%43) (p<0,05).
Ekstrelerin % canlilik oranlar1 Sekil 4.1° de gosterilmistir.
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ekil 4.1. A549 Hiicre hattinda bitki ekstrelerinin % Canlilik Oranlar1
S

4.2.2. HeLA Hiicre Hattt MTT Sonuglar:

Dorystoechas hastata, Anthemis ammophila ve Stachys aleurites bitkilerinin
%100k metanol ekstresi uygulanan hiicrelelerde MTT 6l¢clim sonuglarinda
10ng/ml, 100ng/ml dozlarinda 72 saat sonunda sitotoksik aktivite DMSO ile
yakindir. Sitoksik aktivite ekstrelerin 1pg/ml dozunda goézlenmistir. Dorystoechas
hastata ve Stachys aleurites ekstrelerin sitotoksik etkileri arasinda anlamli bir fark
bulunamazken (p>0,05), maksimum sonug¢ Anthemis ammophila ekstresinde 72 saat
sonra gozlenmistir (%34). Bulunan sonuglar arasinda ki farklar anlamhidir (p<0,05).
Ekstrelerin % canlilik oranlar1 Sekil 4.2” de gosterilmistir.

HelA 100%
100%
90%
80%
= oy 56%  56%
S s0%
O 0% 34% ¥ HelA
32 30%
20%
10%
0% T T T
Antemis Dorystoechas Stachys DMSO
ammophila hastata aleurites

Sekil 4.2.HeL A hiicre hattinda bitki ekstelerinin % Canlilik Oranlari
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4.2.3. Human Fibroblast Hiicre Hattt MTT Sonuglari

Dorystoechas hastata, Anthemis ammophila ve Stachys aleurites bitkilerinin
%100'lik metanol ekstresi uygulanan hiicrelelerde MTT 6l¢iim sonuglarinda
10ng/ml, 100ng/ml dozlarinda 72 saat sonunda sitotoksik aktivite DMSO ile
yakindir. Sitoksik aktivite ekstrelerin 1pg/ml dozunda goézlenmistir. Dorystoechas
hastata ekstresinin sitotoksik aktivitesi (%72) Stachys aleurites ekstresinden (%78)
daha yiiksek gozlenirken, maksimum sonug¢ Anthemis ammophila ekstresinde 72 saat
sonra gozlenmistir(%50). Bulunan sonuglar arasinda ki farklar anlamlidir (p<0,05).
Ekstrelerin % canlilik oranlar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Human Fibroblast
100%
100%
0% 78%
80% 72%
x 70%
= 60% 50%
S s50%
O oa0% B Human Fibroblast
=
S 30%
20%
10%
0% T T T
Antemis Dorystoechas Stachys DMSO
ammophila hastata aleurites

Sekil 4.3. Human Fibroblast hiicre hattinda bitki ekstelerinin % Canlilik Oranlar1
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada kullanilan bitkilerden Dorystoechas hastata'nin yapraklarindan
elde edilen ekstrelerinin, daha Onceden yapilmis olan c¢alismalarla antikanser
aktiviteyi destekleyeci olarak, kuvvetli antioksidan aktivitelerinin oldugu
arastiricilarin raporlariyla bildirilmistir (14, 15). Ancak tiirle ilgili sitotoksik bir
caligma bulunmamaktadir. Caligilan diger tiirlerle ilgilide bugiine kadar yaymlanmis
biyoaktivite ¢alismasi bulunmamaktadir. Stachys aleurites bitkisinin ugucu yaglari
ile yapilan fitokimyasal ¢alismada antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu bilinen
B-karyofilen (%33,7), bisiklogermakren, germakren ve a-pinen oldugunu tespit
etmiglerdir(16, 69, 70, 71). Ayrica, yapilan literatiir arastirmalarinda Anthemis
ammophila ile yapilan bir ¢alisma bulunmamistir. Buna karsilik farkli Anthemis
tirleri ile yapilan sitotoksik caligmalar bulunmaktadir (19,72). Bu gdzlemlerin
calistigimiz bitkilerin antikanser Ozellikler tasiyabileceginin kaniti olmasindan
dolayi, toprak iistii bolgelerinden hazirlanan ekstrelerin kanser hiicreleri olan A549
kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri, HeLa serviks kanser hiicreleri ve normal hiicre olan
insan fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik etkileri arastirilmustir.

Her g tiir, ekstrelerinden elde edilen bulgulara gore sitotoksik etkileri
acisindan  degerlendirilmistirler. Dorystoechas hastata ve Stachys aleurites
bitkilerinin sitotoksik etklerinin benzer oldugu gozlenirken, buna karsilik Anthemis
ammophila'nin sitotoksik aktivitesi digerlerinden belirgin bir sekilde daha yiiksek
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.5). A549 hiicrelerinde D. hastata ekstresi S. aleurites
ekstresinden %8 daha etkili bulunmustur. A. ammophila estresi ise hiicrelerin
%357'sini 6ldirmustir. HeLA hiicrelerinde D. hastata ekstresi ve S. aleurites ekstresi
aynt miktarda hiicreyi Oldirmede etkili olmuslardir (%44). Buna karsihik A.
ammophila ekstresi tiim hiicreler igerisinde en yiiksek sitotoksik etkiyi bu hiicrelerde
gostermistir (%66). Insan fibroblast hiicrelerinde de durum benzer gézlemlenmistir.
D. hastata ekstresi ve S. aleurites ekstresi arasinda %6'lik bir fark gozlendigi igin,
sitotoksik aktivite bakimindan her iki bitki benzerdir diyebiliriz. Bunun yaninda A.
ammophila ekstresi hiicrelerin yarisin1 6ldiirmiistiir (%50). D. hastata ekstresi ve S.
aleurites ekstresinin benzer etkilerinin sebebi, her iki bitki de, aymi aileye
(Lamiaceae Familyasi) ait oldugu i¢in yapilarinda aynmi etken maddeleri
bulunduruyor olabilirler. A. ammophila ekstresinin belirgin farkli olmasi ¢ok biiyiik
bir olasilikla bitkinin baska bir aileye ait olmasi ve bu sebepten ekstrenin bilesiminin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ne var ki, ¢alisilan ekstreleri fitokimyasal
bilesenleri hakkinda heniiz bilgi sahibi olunamamasi nedeniyle daha detayli yorum
yapmak olas1t degildir. Tiim bu gozlemlerin ekstrelerin fitokimyasal analizi ile
pekistirilmesi gerekmektedir. Ayrica A. ammophila ekstresinin antikanser aktivite
acisindan Onemli olabileceg§i ve kanser tedavisi icin bitkilerin bir kaynak
olusturabilecegi fikri uyanmaktadir. Ancak, bu fikrin ger¢ege doniisebilmesi icin
yapilmas1 gereken cok fazla arastirma bulunmaktadir:
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Daha onceden de belirtildigi gibi A. ammophila bitkisinin antikanser,
ozellikler tasidigr goriilmektedir. Burada temel sorun bitkide hangi bilesenlerin
oldugu ve bu bilesenlerin birlikte mi, yoksa tek basina mi etkili oldugunun
bilinmemesidir. Bu nedenle A. ammophila bitkisinde etkin madde ve/veya
maddelerin kromotografik yontemlerle belirlenmeleri, bitki ekstresinden belirlenen
bilesenlerin  izolasyonlari, daha oOnceden kesfedilmeyen bilesenler ise
adlandirilmalar1 gerekmektedir. Tespit edilen, tanimlanan ve izole edilen bilesenlerin
ya da bilesigin ozellikle antikanser, apoptotik, antianjiojenik ve antimetastatik
etkileri agisindan detayl1 bir taramadan gegirilmesi gerekmektedir.

A. ammophila ile yapilmig preklinik bir ¢alisma bulunmadigindan dolayi,
yukarida belirtilen etkiler ve bununla baglantili olarak kanser konusundaki net
yararin anlagilabilmesi icin ¢esitli tiimorleri tasiyan hayvan modelleri ile in vivo
caligmalara gereksinim vardir. A. ammophila ile iliskili olarak bagka in vitro ve in
vivo kanser modellerinin kullanilmas1 gerekecektir. Ornegin matrigel, rozet
formasyonu ve koloni formasyonu gibi teknikler ile ekstrelerin kanserin
anjiyogenez/metastaz Ozellikleri, malignite kapasitesi ve DNA yapis1 Ozellikleri
tizerine etkileri gibi hususlarin aragtiritlmasi gerekmektedir (73, 74).

A. ammophila saflastirilmis aktif maddelerin uygun sentetik ve kimyasal
stiregler sonucunda, ilag haline getirilip akciger ve serviks kanserinde tedavi amagl
kullanilabilinecekleri gibi, fibroblast inhibisyonu gosterdikleri igin, fibroblastlarin rol
aldig1 hastaliklarla ilgili siireglerde(6rnegin aterosklerozis gibi) izole edilecek etken
maddenin test edilebilecegini ve tedavide etkin bir role sahip olabilecegini
diistinebiliriz.

Sonug olarak, calisilan bitkilerin sitotoksik etkileri ile ilgili ilk ¢alisma olan
bu tez calismasi ile A. ammophila ekstresinden elde edilen bulgularin farkli
yontemlerle irdelenmesi zorunludur.  Ekstredeki bilesiklerin neler oldugunun
belirlenerek tanimlanmasi, farkli kimyasal yapilara sahip yeni antikanser etkili
ilaglarin gelistirilebilmesi i¢in 6nemli bir adim olacaktir.
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