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Sunulan bu calismada, Alchemilla cinsine ait A.barbatiflora , A.tiryalensis ,
A.orduensis , A.speciosa turlerinin MCF-7 kanser ve L929 fibroblast hicre
hatlar Uzerindeki etkisi arastiriimistir.Bitki ekstraktlarinin toksisite degerleri
belirlenmis,toksisitenin goruldigu dozlarda apoptotik ve nekrotik etkiler
arastirlmistir. Sonugclarin guvenilirligi acisindan da xCELLigence RTCA ile
hicrelerin zamana bagli olarak degisen proliferasyon grafikleri tespit
edilmistir. Oncelikle bitki ekstraktlarinin MCF-7 kanser ve L929 fibroblast
hlcreleri Uzerindeki toksisitesi belirlenmigtir . Toksisiteyi belilemek amaciyla
WST-1 metodu kullaniimigtir. Elde edilen verilere gore A.barbatiflora’nin
L929 fibroblast hulcreleri Uzerinde en fazla toksik etkiye sahip oldugu
gorulmustir. MCF-7  kanser hucrelerinde en ylksek toksik etki ise
Atiryalensis'te go6zlenmigtir. Sonug¢ olarak L929 fibroblast hicrelerinde
ekstraktlarin daha fazla toksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Ekstraktlarin
apoptotik-nekrotik indeksini belilemek amaciyla ikili boyama metodu
kullanilmistir. ikili boyama sonuclarina gére L929 fibroblast hiicrelerinde
A.barbatiflora, diger tlrlere gore en fazla apoptotik etkiye sahip ttrdir. MCF7
hicrelerinde ise apoptotik indeksin en fazl oldugu tur A.tiryalensis'tir.

Nekrotik indeksler incelendiginde L929 fibroblast hulcresi igin nekrotik



indeksin en yuksek oldugu tir A.barbatiflora olarak belirlenmistir. MCF7
hicrelerinde ise A.speciosa’nin nekrotik etkisi diger tlrlere gore fazladir. Son
olarak MCF-7 kanser ve L929 fibroblast hlicrelerine ekstraktlar uygulandiktan

sonra zamana bagl olarak hicre proliferasyonlari belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: MCF-7, L929 fibroblast, apoptoz, nekroz, toksisite
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In the present study, the effect of some species of Alchemilla L. genus,
A.barbatiflora , A.tiryalensis , A.orduensis , A.speciosa on L929 fibroblast and
MCF-7 cancer cell was investigated. The toxicity values of plant extracts
were specified, the apoptotic and necrotic effects were investigated in
accordance with the doses seen in toxicity.

In terms of the credibility of the results, the time-dependent varying
proliferation graphics of the cells were ascertained with XCELLigence RTCA.
First of all, the toxicity of plant extracts on MCF-7 cancer and L929 fibroblast
cells were identified. In order to identify the toxicity, the WST-1 method was
used. According to the data obtained, it was seen that, A.barbatiflora has the
most toxic effect on L929 fibroblast cells. Whereas, A.tiryalensis had the
highest toxic effect on MCF-7 cancer cells.

As a result, it was observed that, extracts have much more toxic effect on
L929 fibroblast cells. The double staining method was used to verify the
apoptotic — necrotic index of extracts. In regards to the double staining
results, A.barbatiflora is the type which has the highest apoptotic effect on
L929 fibroblast cells. Yet, A.tiryalensis is the type which has the highest

apoptotic index on MCF-7 cancer cells. When necrotic indexes were



examined, A.barbatiflora was identified as the type having the highest
necrotic index for L929 fibroblast cell. But, A.speciosa’s necrotic effect on
MCF-7 cells is more, when compared with the other types. Lastly, after the
extracts were applied on MCF-7 cancer and L929 fibroblast cells, time-

dependent cell proliferations were determined.

Key Words: MCF-7 cancer, L929 fibroblast, apoptosis, necrosis, toxicity



AILEME



TESEKKUR

Yuksek lisans tezimde danigsmanim olan, ¢caligsmaya bagladigim glinden
itibaren her zaman bana yol gosteren, deneyimlerini benimle paylasmaktan
¢cekinmeyen, gogu zaman hatalarimi gérmezden gelen, bana sundugu
arastirma olanaklarinin yaninda hem bilimsel hem maddi manevi destegini
higcbir zaman esirgemeyen, her zaman kendime ornek aldigim ¢ok kiymetli
hocam , Sayin Dog.Dr.Mustafa TURK’e tesekkUrlerimi ve saygilarimi

sunuyorum.

Tezimde yer alan bitki ekstraktlarinin kullaniimasi igin bana olanak saglayan
Sayin Prof.Dr.Yusuf MENEMEN’e ,

Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasinda yardimci olan Sayin Yrd.Dog.Dr.Bulent
KAYA’a,

Bilimsel yonden kendimi geligtirmem igin herzaman destegini gordugum
Sayin Do¢.Dr.Siyami KARAHANa,

Kirikkale Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari miduri Sayin
Prof.Dr.Sedat AGAN’a ve miidiir yardimcisi Sayin Doc.Dr.Muhammet
ISIKLAN’a, KUBTAL galisma arkadaglarima ve 6zellikle Elife,

Hiicre kaynaklarindan faydalandigim Hacettepe Universitesi Nanotip ve

Nanoteknoloji Anabilim Dali ve GATA Kanser Arastirma Merkezi'ne,

Her zaman basarili olacagima dair inanglariyla bana guven veren ¢ok

kiymetli dostlarim Didem, Stiheyla ve Melike’ye,

Verdigi 6gutlerle benim igin bazen abi, bazen arkadas, bazen bir yol gosterici

olan sayin Yrd.Dog.Dr. Murat LUY’e,

Sonsuz tesekkurlerimi sunuyorum
Esra ARAT



iCINDEKILER

Sayfa

OZET ettt ettt e et e s s s e s et s se e s e s e e et s e ae s et s ae s e e e Rnese e e e e e s e e e e sanans i
ABSTRACT ....ciiiiiiiiiiitiieeiieiiettaiesnitesstesstasersserassssssesssssstasssnsssnsssnsssnssasssnserasesnsssnsssnssans iii
TESEKKUR ...eeeveeeerieeeiieeecteesaeeessessseeeseeessseessessssssssessssessssssssessssssssessssssssesssessssessasssssessans v
ICINDEKILER DIZINI...uuveeeuveeeinreiiineiiineiessreiesressseesssseesssseessssesssssesssssesssssessssssssssssssssenns vii
SEKILLER DIZINi c.uveeceeieereieeiiereiieniinessseesseeesanesssessssesssessssssssessssssssessssesssessssssssessssessssssnne X
CIZELGELER DIZINi ...ueeeeureeeeieeeeieeiiresiseisseessssesssessssssssessssssssessssesssessssesssessssssssessssessassnns xi
SIMGELER DIZINI ....ceueeveereernenreneeesseseeesessssesessesessessessessssessessssssssssssessessessessssassassaseens xii
KISALTIMALAR DIZINI c..eviuiueriircreeteeeestetssesete s esesst s e et e e ssess s e ssesssssssesssssssasnes Xii
LLGIRIS ettt ettt sttt e a et n st n et e Re e e ne e e e nas 1
S I - 0 = PP PPTPTPRRPPPPPNE 4
B Lo YT G K =To b= Y] PR 8
0 B =T Vo =T =Y o SR 8
1.2.1.1.Radyoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar ..........ccccoeeecieiieciiii e, 8

1.2, 2. MMUNOTEIAPI ..ttt ettt ettt ettt ee et e et e seetess et esseteneerersetenserensesenas 9
1.2.2.1.immiinoterapide Karsilasilan OlumsuzIuKIar ..........c.coceeveviveerieeeeieeeeeeeeceeeeens 9

R T (=10 410 (=] -1 o PP UPTTTUPPPN 10
1.2.3.1.Kemoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar.........cccccooeeieieiiiieeeiccieeeccieee s 11

I Y =T 0 o Tl -] 1= o USSR 12
1.3.1.Meme Kanseri Risk FaktOrleri......c.ccovveiiiiiiiiieiniiieieesiec ettt 13

0 T80 00 R - T OO O T T T OOV P IO U PR POPPTOUPTRUPROTNt 13
1.3.1.2.Cografik VaryasyON.........ccueecieirsieeenieeniee et e sieesieeesire e sbeeesibeesveesnnreesabeeenes 13

S T S R 1Y/ =T F=T o T YA - 1] OSSOSO PRORORNN 14

I T 1 =Y o Y=Y 1 7 - OO 14

0 T RN Y| 1o o 11 V7= P 14
1.3.1.6.0nceki Bengin Meme LezyOnIari........ccvoeveveeeerieeeeeeeeeeeeeeeeese e 15

0 0 B 2 - Yo Y =13V o o IS 15
1.3.L8.DIYET oottt ettt et s e et e e steesabeesabaeene 15

0 T8 = N ([ O OO U U POPOTOTPPRPPPNt 16



1.3.1.10.AIKOI KUHANIMI.cciiiiiiiei et e et e e e e e eraae e ees 16

R 70 0t I Y1 == - PP PP PP PPTP PP 16
1.3.2.Meme Kanseri GENELIZI .....ccuuiiiiciiiieeiiie sttt e e s seree e 16
1.3.3.Meme KanSeri V& APOPLOZ.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiitee et ettt e e e e ettt ee e e e e s senneeeeeeas 17

1.3.3.1.Meme Kanserinde APOPLOZ........ccveirreuieeiiiiiiieesiiieeessieeeessveeeessseeeesssseeeeas 17

1.3.3.2.Apoptoz ve Molekiiler Mekanizmasi......cccoccveeereiieieriiieeisiiiee e sineeens 18

1.4 AICREMUIIA L. CINSI cueeneieiieeieeeeeeee sttt sb e s sttt e b e sane e 19
LA L FIAVONOIAIET ..ottt sttt e st e sabe e sbeeesaree s 22
1.4.1.1.Flavonoidlerin Antikanserojen OzelliKIeri .........ccovevvveeeeeeveeeeeeeeeeeeenas 26
1.4.1.2.Flavonoidler ve Coklu Iag DIir€NCi c.c..cvevereeereeereeereeeteeeereeeeeese e 26
2.MATERYAL Ve YONTEIVL..........cocvovireriieieretetcteteteietees et es ettt s e se s s s s asasas s 30
2.1.Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar ........ccceeiiiiiiiiiieec e 30
2.2.Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Sollsyonlar .......ccccovevevciieeeicieeennnns 30
2.2.1.BeSiyeri HAzIrlanmMas! ......ueiieciiiieeiiiee ettt esiee et e e e siree e e sevee e e ssbe e e e sarae e e snreeas 30
2.2.2.Double Staining Calisma Sollisyonunun Hazirlanmasi.........ccccevcveeriieeineeeniieeennne. 31

D T o1 G 1 =1 4 1Y/ ] PP UPPUPPRN 31
2.3.1.Ekstraktsiyon Sollsyonlarinin Hazirlanmasi.........ccueeeeecieeeiicieee e 33
2.4 HUCTE KUIUIT .ottt sttt 33

2.4.1. -80°C Derin Dondurucudan Alinan Hucrelerin Kultirinun

Yapiimasi ve TriPSINIZASYONU ......ccccecererieriieeeieseeeeseseeieseeeessesseessesseesees 33
2.4, 2 HUCKE SAYIMI 1ttt sssssasssessssssssssssssnnnnnn 34

2.4.3. MCF-7 ve Fibroblast Hiicrelerinin in vitro Kiiltiiniin
HAZIMANMAST ..o 34
2.4.4. Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 ve Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki
Toksisitenin Belir@NMESI ..o 35
2.4.5. Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 ve Fibroblast Hiicrelerinde ikili Boyama

Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Beliflemesi ........c.cccoveveeevveverereecnnne. 35



2.4.6. xCELLigence RTCA ile Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 ve Fibroblast

Hucreleri Uzerindeki Proliferasyonun Belirlenmesi ............cccccocevueeueennen.. 36
3.ARASTIRMA BULGULARI .......oeeiiiitieiie ettt ettt e ettt e e e e e s s saaneeee e e e e s s ssnraaeeeeas 38

3.1. MCF-7 ve L929 Fibroblast Hiicrelerinin in vitro Kiltirlerinin

HAZIMANMEAST ..ottt 38
3.2. WST-1 ile Toksisitenin BelirleNMESI .........cccooeveieirininenereeeeeeeeereee 39
3.2.1. L929 Hucrelerindeki Toksisitenin Belirlenmesi ..........ccooevevennincnennne. 39
3.2.2. MCF-7 Hucrelerindeki Toksisitenin Belirlenmesi ... 43
3.3. ikili Boyama ile Belirlenen Apoptotik Nekrotik indeks Sonuglari ..................... 45
3.3.1. Apoptotik INAEKS SONUGIATT .........cvveveeieeeeeeeseeeeeeee e 45
3.3.2. Nekrotik INdeks SONUGIAIT ..........ccoveveeerveieeeeeseeeeee et 51
3.4. xCELLigence RTCA ile Hucre Proliferasyonunun Belirlenmesi ..................... 56

3.4.1. Bitki Ekstraktlarinin L929 Fibroblast Hicreleri
Uzerindeki Proliferasyonunun Belirlenmesi ............cooceveveveveeevevecserennenans 56

3.4.2. Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 Hicreleri Uzerindeki

Proliferasyonunun BelirlenNMESi ........cccevivieienieieeseeese e 61
A.TARTISMA VE SONUGLAR ..ottt ettt sttt st tesesessssas s s s s enes 65
KAYNAKLAR ...ttt e s st e e e e s s s bare e e e e s s s s snnrnnee 69



SEKILLER DiziNi

Sekil Sayfa
1.1.Karsinogeneziste Apoptozis ile ilgili Olabilecek Genler/Proteinler..............c.c.c.ccvucn..... 7
1.2 FIaVONn Bil@SISi .....cc.evveeeieiieee e et ae e e 23
1.3.Farkh FIavonoid TUrIeri ............cooiiiiiiii e 24
3.1.1929 Fibroblast HUCIESi ...........cooiiuiiiiiiieiiieniec ettt e s e st e s s s 38
3.2.MCF-7 KansSer HUCKESI .......cceeiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e s 39
3.3.ikili Boyama ile Boyanmis Apoptotik L929 Fibroblast Hiicreleri ................cccccvveunnen.. 46
3.3.A. 200 pg/ml A.barbatiflora’nin Uygulandigi L929 Fibroblast Hiicresi ......................... 47
3.3.B. 100png/ml A.barbatiflora’nin Uygulandigi L929 Fibroblast Hiicresi ........................... 47
3.3.C. L929 Fibroblast Hiicresi Kontrol Grubu ...............cccoceiiiiiiniiiiniiieecec e 48
3.4. ikili Boyama ile Boyanmis Apoptotik MCF7 Hiicreleri ..............cccooveieeiieeeeiceeeeens 49
3.4.A. 200 pg/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF7 hiicreleri .............................. 50
3.4.B. 100 pg/ml Alchemilla barbatiflora’nin uygulandigi MCF7 hiicreleri ........................ 50
3.4.C. MCF-7 Hiicresi Kontrol GrubU ..........c..ccouiiiiiiiiiiiieecee e 50
3.5. ikili Boyama ile Boyanmis Nekrotik L929 HUCreleri ..............ccocveveuvveeieiieiieeceeeeee e 52
3.5.A. 200ug/ml Alchemilla barbatiflora uygulanan L929 fibroblast hiicreleri .................. 52
3.5.B. 100 pg/ml Alchemilla orduensis uygulanan L929 fibroblast hiicreleri ...................... 53
3.5.C. L929 Fibroblast Hiicresi Kontrol Grubu ...............ccoccooiiiiiiiiiiniinieceeceeee s 53
3.6. ikili Boyama ile Boyanmis Nekrotik MCF7 Hiicreleri .............ccocovveveveiveeeiieeeeennns 55
3.6.A. 200ug/ml Alchemilla speciosa’nin uygulandigi MCF7 hiicreleri ............c.cccooeevenen. 55
3.6.B. 100 pg/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF7 hiicreleri ..............ccccvene.. 55
3.6.C. MCF-7 Hiicresi Kontrol Grubu ..........c..ccocviiiiiiiiiiiiiceceeee e 56
3.7. A.barbatiflora’nin L929 Fibroblast Hiicrelerindeki Proliferasyonu .............................. 57
3.8. A.tiryalensis’in L929 Fibroblast Hiicrelerindeki Proliferasyonu ..............c....ccccccoeea. 58
3.9. A.orduensis’in L929 Fibroblast Hiicrelerindeki Proliferasyonu ...............c..ccccoccee. 59
3.10. A.speciosa’ in L929 Fibroblast Hiicrelerindeki Proliferasyonu ..............ccccccocouunee... 60
3.11. A.barbatiflora’in MCF-7 Hiicrelerindeki Proliferasyonu ................ccccoccoiieiiiinneenn, 61
3.12. A.tiryalensis ‘in MCF-7 Hiicrelerindeki Proliferasyonu .................ccccooceeeeiiineeennnen.. 62
3.13. A.orduensis ‘in MCF-7 Hiicrelerindeki Proliferasyonu ................c.ccccovveeiiciieneecnnee.. 63
3.11. A.speciosa’in MCF-7 Hiicrelerindeki Proliferasyonu ...............cccccooveiiiiiieniiiccieeenens 64

10



CIZELGELER DIZiNi

Cizelge Sayfa
3.1. A.barbatiflora’nin L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi .................. 40
3.2. A.tiryalensis’in L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi ....................... 41
3.3. A.orduensis’in L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi ....................... 41

3.4. A.speciosa ‘in L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi ......................... 42
3.5. A.barbatiflora’in MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi .................cccccevvnnene. 43
3.6. A.tiryalensis’in MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi ................c..ccooevrueennnnen. 43
3.7. A.orduensis’in MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi ..................cccoceeueuruenennen. 44
3.8 A.speciosa ‘in MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi .................ccccceovevrverrnnnnee. 45
3.9. L929 Fibroblast Hiicresine Ait Apoptotik indeks Sonuglar ..............ccccccvvvveirveennnne. 46
3.10.MCF-7 Hiicresine Ait Apoptotik indeks SONUGIA .............ccccoevvviieeiieieeiecieceeeeeeee 48
3.11.L929 Fibroblast Hiicresine Ait Nekrotik indeks Sonuglari ...............c.ccccooveveveevrenenne. 51
3.12.MCF-7 Hiicresine Ait Nekrotik indeks SONUGIAr .............ccocooeuiiiiieieiiceeeeeeeeea 54

11



SIMGE ve KISALTMALAR DiziNi

SIMGELER DiziNi

Mg Mikrogram

ml Mililitre

% Yuzde

°C Santigrat
CO2 Karbondioksit
i Mikrolitre

KISALTMALAR DiZiNi

DNA Deoksiribonukleikasit

RNA Ribonukleikasit

MDR Coklu ilag Direnci

MDRP1 Coklu ilag Direng Proteini

ATP Adenozintrifosfat

DMEM/F12 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F-12
FBS Fetal Bovin Serum

PBS Fosfat Buffer Saline

12



1.GIiRIS

Son zamanlarda kanser tedavisinde alternatif yontemler gelistiriimekle birlikte
genel olarak radyoterapi, kemoterapi, gen terapi ve immun terapi gibi ¢esgitli
yontemler kullaniimaktadir. GiUnimuzde en bilindik kanser tedavi yontemi ise

kemoterapidir [1].

Kanser terapi, kimyasal ajanlar kullanilarak kanser hucrelerinin élduralmesini
amagclayan bir yontemdir. Kimyasal ajanlar, kanserli hicrede DNA sentezini
durdurarak, DNA tamirini engelleyerek, hicre bolunmesini engelleyerek, hicre
bolinmesini bloke ederek ve enzimleri inhibe ederek etkisini gostermektedir.
Genellikle kullanilan ajanlar, alkilleyici ajanlar, anti metabolitler, antitimor
antibiyotikler, bitki alkoloidleri, steroid hormonlar, antisense oligonikleotidler ve
metal tasiyan ilaglardir. Antikanser ilaglari agizdan, damar igine, kas igine
intraperitonal, intrapleural, intrathecal, topical olarak hastaya verilmektedir.
Fakat bu yontemler hastalarda kan hacrelerinin tehlikeli boyutta azalmasina,

alerjik reaksiyonlara, sa¢ dokilmesi vb. yan etkilere neden olmaktadir [2].

Eski tarihlerden beri 6zellikle Alchemilla cinsine ait turler yara yanik tedavisi,
yaglanmay! geciktirici, dogum sonrasi vicudun kuvvetlenmesi vb. gibi
amaclarla halk arasinda kullaniimaktadir. Bu bitkilerin igerigine bakildiginda
ise, ihtiva ettigi bilesiklerin bilimsel amagh kullanildigi gérilmektedir. Ozellikle
flavonoid igerikleri birgok bilimsel ¢alismada arastiriimistir. Bunlardan kanser
ile ilgili arastirmalar dikkat ¢ekicidir. Kanser hucrelerinin kemoterapotik ilaglara
karsi gelisgtirdigi c¢oklu ilag direnci (MDR, Multi Drug Resistance) kanser
tedavisinde karsilasilan en énemli problemlerden biridir. MDR, tek bir sitotoksik
ajana maruz kalan kanser hucrelerinde, g¢apraz reaksiyon sonucu, birgok

kemoterapodtik ilaca kargi gelisen direng mekanizmasidir [2].

MDR, ATP- baglanma kaseti (ABC) protein ailesine ait membran proteinlerince
duzenlenmektedir. Bu ailenin bilinen ve en ¢ok calisilan proteinleri, MDR1
genince kodlanan MDR1(P-glikoprotein) ve MRP1 (multidrug resistance-
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associated protein 1) genince kodlanan MRP1 proteinleridir. Bu proteinlerin
disinda MRP2, MRP3 ve BCRP/MXR1 proteinleri de MDR olusumunda rol
alan proteinlerdir. MDR proteinleri, ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiyi
kullanarak kemoterapdtik ilaglarin hicre disina tasinmasini saglayan ATPaz
lardir [3].

Bitkisel bilesiklerden en oOnemlileri flavonoidler olup antikanserojen o6zellik
tasimaktadirlar. Flavonoidlerin hucre igi fizyolojik rolleri yaninda,coklu ilag
direnci proteinlerinden MRP(Multi Drug Resistant Protein), BCRP(breast
cancer resistant protein), P-gp ATPaz aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir.
Flavonoid ve izoflavonoidlerin, MDR Gzerindeki, inhibitor etkilerini tiplerine gore
4 sinifta toplayabilirizz a) MDR1, MRP1, veya MRP2 genlerinin
ekspresyonunun inhibe edilmesi, b)flavonoidlerin tasiyici MDR proteinlerin
NBD [4], TMD veya steroid baglanma bodlgelerine baglaniimasi [5] ,
c)proteinlerin ATP-az aktivitelerinin inhibe edilmesi ve d)MDR1’den bagimsiz
mekanizmalardir. Flavonoidler ayrica plazma membran ATPaz, siklik AMP
bagimli protein kinaz ve protein kinaz C gibi bircok ATP baglanma proteinlerini
inhibe etmektedir[6]. Flavonoidlerin dizlemsel yapilari onlarin P-gp ile
iligkilerini belirlemektedir. Flavonoidler P-gp’nin ATP baglanma bdlgesine ve
hidrofobik steroid baglanma bdlgesine baglanmaktadir. Flavonoidlerin
,proteinlerin ATP baglanma bdlgesine baglanirken nasil bir oryantasyon

yaptiklari tam olarak anlasilamamistir [7].

Kitagawa ve arkadaslarinin (2006), KB-32 MDR insan karsinoma hicrelerinde,
P-gp substrati olarak Rhodamine 123 kullandigi c¢alismada, yesil cayda
bulunan epigallocatechin gallate( EGCG)’nin, hiucre igerisinde Rhodamine 123
birkimini 3.7 kat artirdigi, genisteinin ¢ok az etki gosterdigi ve quercetinin
herhangi bir etkisinin genisteinden ve P-gp inhibitéri verapamilden daha fazla
oldugu belirtilmektedir[8]. Critchfield ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada,
guercetin, kaempherol, galanginin HCT-15 kolon kanseri hlcre serisinde,
adriyamycin atihmini artirdid1  bildirilmektedir[9].Critchfield J.W ve ark
(1994).Ancak baska bir galismada, quercetin kdkenli hidrofobik bir maddenin
MCF-7 meme kanseri serisinde, Rhodamine 123 atilimini ve hucrelerin MDR

fenotipini ortadan kaldirdigi saptanmistir[10]. Yine degisik c¢alismalarda,
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flavonollerin P-gp asiri eksprese eden hepatositlerde ila¢ atilimini inhibe ettigi
bildirilirken,  genistein BC19/3 (MDR1 transfekte edilmig MCF-7
hlcreleri)hlcrelerinde ylksek konsantrasyonda daunorubicin ve rhodamine

123 atiimini inhibe ettigi saptanmistir [11,12].

Bu calismalar, flavonoidlerin MDR Uzerindeki etkilerinin flavonoidlerin kimyasal
yapilarina bagli oldugunu gostermektedir. Kimyasal yapilari incelendiginde,
flavononlarin ve flavanollarin C halkasinda 2. Ve 3. Pozisyonda ¢ift halkaya
sahiptirler. Bu cift halkalar flavoneller ve flavonollar i¢in dnemlidir.Bu molekuller
daha dizlemsel yapiya sahip olduklari i¢cin P-gp’nin hidrofobik aminoasitleriyle
daha kolay etkilesime girebilirler. Bu bagin, flavonoidlerin MRP1 ve MRP2 ile

olan etkilesimi igcin de dnemli olabilecegi dnerilmigtir [5].

Flavonoidlerin hidrofobik Ozellikleri, onlarin inhibitdr etkilerini belirleyen bir
diger onemli noktadir. Flavonoidlerin P-gp’nin NBD2 parcasina baglanmasinda
ve proteinin direng aktivitesinin inhibisyonunda hidrofobik o6zellik kritik bir
parametredir.Hidrofobik etki, flavonoidlerin tasidigi OH gruplarinin sayisina ve
pozisyonuna baglidir.  Polifenollerin  hidrofobik  kisimlarinin  P-gp’lerle
etkilesiminde o6nemli olabilecegi bildirilmistir[8]. Ancak hidrofobik ozellik tek
basina P-gp ile olan iligkiyi belirlemede yeterli degildir. Flavonoidlerin MDR
Uzerindeki  etkilerinin  birbirlerinden farkh ve c¢ok boyutlu oldugu
anlasiimaktadir.Flavonoidlerin kimyasal yapisi, hidrofobisiteleri, duzlemsel
yapilari ve P-gp uzerindeki baglanma bodlgelerinin farkhligi onlarin MDR
uzerine olan etkilerinde temel rol oynayan oOzelliklerdir[5,8]. Flavonoidlerin
biyoyararhligi sinirlidir ve bu ylzden plazma konsantrasyonlari ¢ok dusuktur.
MDR uzerinde flavonoidlerin sinerjistik etkilerinin degerlendiriimesi daha

anlamli olabilir [8].

Bu calismada ilk kez, endemik bitkilerden Alchemilla L. cinsine ait A.Speciosa,
A.Barbatiflora, A.Orduensis, A.Tiryalensis turlerine ait ekstraktlarin ilag direncli
olan (MDR pozitif) MCF-7 kanser ve fibroblast normal hiicre hatlarindaki etkisi
incelenmigtir. Bu kapsamda 6ncelikle iki farkli metod ile ekstraktlarin toksik
etkileri belirlenmigtir. Toksisitenin goéruldigu dozlarda, floresan boyalar

kullanilarak MCF-7 hticrelerine apoptotik ve nekrotik etkileri arastiriimistir.
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1.1. Kanser

Kanser, yasanilan ¢evrede karsilasilan ve/veya hicrede ortaya ¢ikan, fiziksel
kimyasal ya da biyolojik etkenlere maruz kalinmasi nedeniyle normal hicre
DNA'sinin degigsime ugramasi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir[13].
TUum kanser hucreleri iki ortak 6zellik paylasirlar. Bunlardan birincisi anormal
hicre buyUmesi ve bolunmesi, ikincisi ise hucrelerin vicudun diger
bolimlerine yayllmasini  ve istilasini (metastaz) engelleyen normal
sinirlamalardaki anormalliklerdir. Bu islevler normal huicrelerde uygun bir
sekilde, zamaninda ve yerinde ifade edilen genler tarafindan
denetlenmektedir. Fakat kanserli hicrelerde bu genler ya mutasyona ugrar ya
da uygun olmayan sekillerde ifade edilirler. Hucreler yasamlari boyunca
disaridan gelen gesitli ajanlara maruz kalmaktadir. Bu ajanlar fiziksel (UV ve
iyonize radyasyon), kimyasal (asbestos, anilin ve alkol) ve biyolojik (virisler,
mantar ve mantar zehiri) kanserojenlerdir. Hlcrelerin bu ajanlara maruz
kalmalari onlarin DNA’sinda bir dizi degisiklige yol acar. Bu degisiklikler
mutasyon olarakta tanimlanan tek bir baz cifti yer degisiminden, bir
delesyondan ya da bir veya daha fazla baz c¢iftinin insersiyonundan meydana

gelebildigi gibi kromozomun yapisinda énemli bir degisikligide icerebilir [14].

Kanser hucrelerini tehlikeli yapan, denetlenemeyen hucre c¢ogalmasi ve
metastatik yayilmanin kombinasyonudur. Bir huicre, hucre buyumesi Uzerindeki
genetik kontrolunu kaybederse, ¢ok hicreli bir y1gin, iyi huylu bir tamar (bengin
tumaor) olabilir. Bu tip bir tumor ameliyatla alinabilir ve genellikle ciddi bir
hasara yol acmaz. Buna ragmen, eger tumordeki hucreler bu yapidan
kurtulabilme, kan dolagsimina girebilme, diger dokulari istila edebilme ve ikincil
tumorler olusturabilme yetisini ele gegirmiglerse, o zaman malign (kotu huylu,
tehlikeli tamor) olurlar. Malign  tumorlerin  tedavileri zordur ve tehlike
olusturabilirler. Hicreler komsu dokular istila edip yok ettikleri gibi lenfatik
veya dolagim yoluyla vicudun diger kisimlarina metastaz yaparlar [14]. Kanser

hicreleri yasamlarini devam ettirebilmek igin anjiyogenez ile kendi
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beslenmelerini saglarlar [15]. Hucrelerdeki mutasyonlar, onkogenlerin asiri
ifade edilmesi ve hlcre dongusu duzenleyicileri tumor gelisiminde dnemli rol
oynayan faktorlerdendir [16]. Hucresel dongu, sirasiyla GO, G1, S, G2, M
fazlarindan olusmaktadir. Bununla birlikte, hicre ddnglsinde bir sonraki
asamaya gecilmeden once hucrenin kendi i¢ dengesini izledigi ve kontrol ettigi
en az ug¢ farklh kontrol noktasi (G1/S, G2/M ve M) vardir. Bunlardan en
onemlisi G1 fazindan S fazina gegisi saglayan G1/S kontrol noktasidir. Bu
kontrol noktasinda hlicre kendi boyutunu izler ve DNA’ sinin hasar goérup
gormedigine karar verir. Eger hicre uygun boyuta ulagsmayi basaramamis ya
da DNA’ siI hasar gormus ise, hicre dongusundeki ileri agsamalar bu kosullar
dogrulana kadar durdurulur. Eger hucre boyutu ve DNA batunligu dogru ise
hicre bu kontrol noktasini gecer ve S safhasina ilerler [14]. Déngtde rollu olan
pek ¢cok onkogen ve tumor baskilayan gen, G1 kontrol noktasindaki hatalarla
iligkilidir [17]. Cunkl hucre DNA'y1 sentezlemeden once DNA'nin butunlagu
saglanmalidir. Bu saglanmadan S fazina gecgerse kontrolsiiz hiicre blyumesi
ortaya ¢ikar. Mesela iyonizan radyasyon G1'den S fazina veya G2'den M

fazina gegisi durdurmaktadir [18].

Karsinogenez cok faktorli ve ¢cok basamakli bir olay olup, normal bir hiicrenin
kanser hucresine donusmesi igin ¢ok sayida genetik dedgigikliklerin olmasi
gereklidir. Bunlar arasinda; nokta mutasyonlari, translokasyonlar, gen
amplifikasyonlari, hiicresel onkogen aktivasyonu ve tiumor slpresor genlerin

(antionkogen) inaktivasyonu gibi mekanizmalar yer alir.

Hucre proliferasyonunu ve farklilasmasini kontrol eden normal hicresel genler
mevcuttur. Bunlardaki regilasyon bozuklugu ya da degisimler onkogenlere

doénusmelerine neden olmakta ve kanser gelisimiyle sonuglanmaktadir.

Onkogenler regulatér elementlerden yoksundurlar. Onkogenlerin kodladigi
proteinler onkoprotein adini alirlar. Buyume faktorleri, blyume faktor
reseptorleri, sinyal iletim proteinleri, niklear regulator faktorleri, hlicre dongusu
proteinleri onkoproteinlerdir. Rb (retinoblastoma) geni ve P53 geni gibi
antionkogenlerin  (tUmor supresor genler) kodladigr  proteinlerin - normal
fonksiyonu, hicre dongusinin ilerlemesini ve hicre bdlinmesini inhibe

etmektedir. Bunlardaki mutasyonlar resesif 6zellik gostermektedir [19].
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Onkogenler, protoonkogen denen normal hicresel genlerden geligir.
Protoonkogenlerin  kodlanmis  protein  Urunleri genel olarak hucre
sinyalizasyonu ve hicre buylmesinin regllasyonunda 6énemli rol oynar. Bu
genler mutasyon, kromozomal translokasyon, amplifikasyon veya
transkripsiyonel disregulasyon ile aktive olarak anormal protein sentezine veya
asiri protein yapimina neden olur. Aktive olan protoonkogenlere onkogen,
protein urunlerine ise onkoprotein denir. Protoonkogenler, hucre ici sinyal
ileticileri, nukleer transkripsiyon faktorleri, hicre siklusunu kontrol eden
proteinler, bliyume faktorleri, hormonlar ve reseptorleri olmak Uzere bes

kategoriye ayrilir [20].

Protoonkogenler degisik yollarla aktive olarak onkogen haline gelirler. Genin
yapisal bir bdlgesinde degisiklik sonucu farkli fonksiyon goren bir protein
sentezlenir. Bu tip degigsiklikler siklikla nokta mutasyonlari sonucunda olugur
ve en sik ras onkogen ailesinde gorulur. Bir baska mekanizma da, genin
ekspresyonunu regule eden bdlgede olusan bir degisiklik sonucu, yapisal
olarak normal olmasina kargin surekli olarak uyarilma sonucu gen Urinunun
asir miktarda uretilmesidir. Kromozom translokasyonlarinda ise kromozomun
bir bolgesi koparak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devaml uyari
alan bir genin regulatuar bolgesinin kontrolt altinda ise surekli uyarilacaktir.
Gen amplifikasyonu ile de hucre icindeki DNA miktari artar. Myc ailesi buna bir

ornek olusturur [21].

Karsinogenezin temelinde, hicrenin yasamasi, buyumenin kontrolu ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylari etkileyen mutasyonlarin asamal olarak
biraraya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi surecinde tumor hucreleri
birgcok fenotipik ozellikler kazanir. Bu degisimler , tumdr hicrelerinin hizli ve
sinirsiz ¢ogalmalarina ve ¢evre dokuya yayillmalarina neden olur. Ayrica, bu
hlcreler 6zgun mikrogevreden bagimsiz olarak yagsamini devam ettirme ve
metastaz yapma Ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tUumor baskilayici
genlerin seri mutasyonlari farkli mekanizmalar aracihgiyla malign fenotipin
olusumuna katkida bulunmaktadir[22].(Sekil 1.1)
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Apoptotik genlerindeki polimorfik varvantlar

Anti-apoptotik Bcl-2 aile B ax —benzen Pro-apoptotik proteinlerin
tivelerinin ve onkogenlenn agir fonksivonunu kavbetmesi
ifade edilmesi
Kanser
Hiicresi
Apoptozis inhibitdr proteinleninden olan Parakaspazlar ve translokasyonlan ile hiicresel
Survivin’in agn ifade edilmesi inhibitdr apoptozis proteinleri (cIAP) olan

fizyon proteinlenn olusunm
Timor ilerlemesi ve metastaztyla

iliskilendirilen kaspaz fonsksivonunun
kaybedilmesi

Sekil 1.1. Karsinogenezis'de apoptozis ile ilgili olabilecek genler/proteinler [23]

Sinyal iletimi yollarini ve sinyal proteinlerini hedef alan onkogenik
mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir[24]. Sinyal iletiminde meydana gelen
mutasyonlar hicrenin gcogalma ve/veya yasama islevlerinin kontrolliini ortadan
kaldirir.  Boylelikle, onkogenik sinyal iletimi timér gelisimi ile
invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir. insan Genom
Projesi'nin verilerine gore, insan genomundaki yaklagik 32.000 genin % 20'si
sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir [25]. Bu proteinler
arasinda hicre membraninda yerlesen reseptdrler, G-proteinler ve sinyal ileten

enzimler yer almaktadir.

Sinyal iletiminde yer alan molekillerin ve sinyal yollarinin karsinogenezdeki
rollerinin ortaya konmasi ve bu yollara 6zgul inhibitoér ajanlar ile yapilan klinik
calismalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin agilmasini saglayabilir. Bu

yaklasimlarin ortak hedefi, en etkin kanser tedavisine ulasmaktir[26].
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1.2. Kanser Tedavisi

Kanser hastaliklari, insanlarin yagam standardini olaganustu etkileyen ve hatta
onlarin 6lumune yol agabilen en énemli rahatsizliklardan biri olarak dnemini
korumaktadir. Kanser tedavisinde c¢ok farkli yontemler kullaniimakla birlikte
kesin bir sonug elde edilememistir. Tedavide kullanilan bazi yontemler agagida

verilmistir [27].

1.2.1. Radyoterapi

Radyoterapi, radyoaktif isinlarla tedavi demek olup sadece uygulanan bdlgeyi
etkiler. Radyasyon, cerrahi muidahaleden oOnce kanserli bir tUmorin
kUgultulmesi icin, cerrahi mudahaleden sonra geriye kalan kanser hucrelerinin
buyumesinin durdurulmasi veya anti-kanser ilaglari ile 6lumcul bir durumda
olan bir timorin ortadan kaldiniimasi icin kullanilabilir. Radyasyon 6zellikle lenf
dugumleri veya ses tellerindeki habis tumorler gibi belli lokalize kanser
cesitlerinin tedavisinde etkilidir. Radyasyon tedavisi, Co-60 ya da Lineer
Hizlandirici gibi cihazlar araciliiyla gercgeklestirilir. Radyoterapide kanser
hucrelerinin  bolinmesini engellemek amaciyla yuksek enerjili x 1ginlari
kullanilir. Absorbe edilen radyasyonun birimi ‘ rad ‘ olarak bilinmektedir (1 rad:
1 kg maddenin 0,001 J enerji sogurmasidir). Radyoterapi géren hasta tedavi
suresince birka¢ yuz rad’ lik radyasyona maruz kalir. Radyoterapi esnasinda,
uygulanan bdlgeye x isinlari ile belirli oranda bir enerji verilmektedir. Hedef;
hucrelerin genetik materyalinin molekuler yapisini bozarak, bolunmelerini
engellemektir. Radyoterapi cilt, beyin, meme, prostat ve rahim kanseri

tedavilerinde etkin olarak kullaniimaktadir [28].

1.2.1.1. Radyoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Radyoterapinin amaci kanserli hicreleri yok etmektir, ama bu arada tedavi
alani iginde kalan saglikh hicreler de etkilenecektir. Radyoterapi bazen kan
yapicl sistemin Urettigi hucreleri etkileyebilir. Erigkin bir insanda kan
hdcrelerinin yapimi Ozellikle kemik iligi dokusunda gerceklegir. Dolayisiyla
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radyoterapi alani dahilindeki kemik dokusu hacmi arttikgca (omurga, kalga
kemigi gibi) kanla ilgili yan etki riski de artar. Radyasyon tedavisinin
uygulandigi her bdlgede cilde ait birtakim yan etkiler gelisebilir. Bu yan etki
riski, uygulanmasi planlanan toplam doz yukseldikge artar. Yani daha ¢ok 5 —
6 hafta slren uzun sureli tedavilerde ve tedavinin ileri donemlerinde goruldr.
Koltuk alti, boyun gibi cilt dokusunun ince oldugu bdlgelerde, anus bdlgesi,
agiz ici gibi mukoza dokularinda bu tip yan etki riski daha fazladir. Cilde ait yan
etkiler, Uzerine basmakla solan hafif kizarikliklarla baslar (glines yanigi gibi) ve
sulu, agik yaralara kadar gidebilir. Bunlarin yanisira bulanti, kusma, akciger

yetmezligi gibi sorunlarada yol agabilir [28].

1.2.2. immiinoterapi

Vucuttaki immun sistem, yabanci madde olarak adlandirilan maddelere karsi
denetleyici bir sistem olarak hareket eder. Kanser hicreleri de yabanci olarak
kabul edilirler. Yillardan bu yana arastirmacilar kanser hucrelerine karsi dogal
immun reaksiyonu artirmaya calismaktadirlar. Boylesi bir metod bir tedavi
metodu olarak kullanildidinda, bu teknige immunoterapi denir. Beyaz kan
hdcreleri (I6kosit) tarafindan normal olarak Uretilen ve lenfokinler olarak bilinen
biyolojik aktif maddelerin kullanimi immunoterapiye dahildir. En iyi kanitlanmis
olan immunoterapi aktif maddesi, viral bir enfeksiyona cevap olarak vicut
tarafindan dretilen interferonlardir [28]. Arastirmacilar son zamanlarda
interferon alfa denilen bir interferon c¢esidi ile birka¢c cesit kanserin kontrol
altina alinmasinda basari elde etmiglerdir [29]. Ozellikle sacakl hiicreli I6semi

denilen kanserlerde onemli gelismeler elde edilmigtir.

1.2.2.1. immiinoterapi Karsilagilan Olumsuzluklar

imminoterapi sonrasi enjeksiyon yerinde meydana gelen bir takim kizariklik
ve sismeler gibi lokal tepkiler gozlemlenmigtir. Daha az gorulmekle birlikte,
hinlltih solunum, burun ve bogazda kasinti, burun tikanikhidi ve/veya burun

akintisi, koroner damar yetersizligi, 6ksurik, deride kizariklik ve kasinti, soluk
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darhigi, goguste sikisma duygusu, dudaklarda ve gbz kapaklarinda sisme ve

yutkunma zorlugu gibi yan etkiler de bildirilmistir [30].

1.2.3. Kemoterapi

Kanserin tedavisinde kullanilan kemoterapinin ana ilkesi; hastanin normal
hicrelerine zarar vermeden tumor hdcrelerinin bayumesini, ¢ogalmasini
durdurmak veya yok etmektir. Kemoterapide asil amag; hastayi tedavi etmek,
yasam suresini ve hastaliksiz donemi uzatmak, semptomlari engellemek
veya kontrol altina almak ve bdylece yasam Kkalitesini yukseltmektir [31].
Kemoterapide kullanilan ilaglara “Antineoplastikler”, “Sitotoksik ajanlar” veya
“‘Antikanser ilaglar” olarak adlandiriimaktadir [32]. Kanserin tlrine goére

kemoterapinin amaglarini soyle siralayabiliriz [33].

a) Kanseri tedavi etmek; kanser hicrelerine ait izler timulyle ortadan

kalktiginda kanser tedavi edilmig sayilir.

b) Kanseri kontrol etmek; kanser hucreleri, timérden ayrilarak kan dolasimi
veya lenf damarlari yoluyla vicudun baska bdlgelerine gidebilirler. Ulastiklari
bolgeye yerleserek yeni tumorler olusturabilirler. Genel olarak kanserin
yaylhmini onlemek ve buyumesini yavasglatmak, kanserin kontrol altinda

tutulmasi olarak kabul edilir.

c) Kanserin yol actigi belirtileri gidermek; bazi kemoterapi uygulamalarinin
temel amaci hastanin yasam niteligini yukseltebilmek icin agri ve benzeri
belirtileri ortadan kaldirmak ya da hafifletmektir[34,35].

Kanser tedavi yontemleri arasinda olan radyoterapi, hastaligin lokalize oldugu
durumlarda etkili olurken, kemoterapinin en blyuk avantaji, metastaz
varliginda ya da hastaligin yaygin oldugu durumlarda uygulanabilir olmasidir.
ik sitostatik ilag olan nitrojen mustard, I. Diinya Savasi sirasinda kemik iliginin
baskilayici tepkisinin fark edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. O zamandan bu yana
kansere karsi etkili olan ilaglarin arayisi surmus ve kemoterapinin amaci,
hastaligin  bulgularini  hafifletmekten iyilestirmeye dogru bir ilerleme
gOstermigtir [34,35].
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Kemoterapi ilaglarinin gogu hucre gelisim hizini disurmektedir. Bunu DNA ile
etkileserek (normal hicrelere oranla kanser hucrelerinin onarmakta etkisiz
oldugu hasarlara yol acgarak) veya hucre bolinmesine mudahele ederek
yaparlar, bu da hlcrenin daha fazla bolinmesini engellemekte ve genellikle
apoptotik olusuma yol acabilmektedir [28]. Ancak bazi durumlarda kanser
hlcreleri kemoterapdtik ilaglara karsi direng gelistirebilmektedir. Gelistirilen bu
diren¢ hicre membraninda bulunan P-glikoproteini’nin ¢ok sayida eksprese
edilmesi ile olusmaktadir. Bu protein bir pompa gorevi yapmakta ve hucre
icerisindeki kemoterapdtik ajanlari hicre digina atmaktadir. Coklu ilag direnci
(multiple drug resistance-MDR) olan hucrelerde MDR gen amplifikasyonu olup,
RNA’larinda yuksek oranda P-glikoprotein yapildigi disunilmektedir.

1.2.3.1. Kemoterapide Karsilasilan Olumsuzluklar

Kemoterapi yaygin kullanima ragmen kemoterapi ile uygulanan ajanlarin
tedavi edilmesi istenilen bdlgeye ulasmalari ve tolere edilebilmeleri oldukca
zordur. Bu yuzden degisik yan etkilere ve ilag direnci gelisimine sebep
olmaktadir. Bu yan etkilerin derecesi ve gorulme sikligi, uygulanan kemoterapi
cinsine, dozlarina, uygulama sekline, tedavi slresine, tedavi araliklarina ve
hastanin kisisel 6zelliklerine bagl olarak degisiklikler gosterir. Kemoterapinin
bireyde gorulen yan etkileri, ilaglarin ozelliklerine baglh olarak degismekle
birlikte; bulanti, kusma, istahsizlik, tat ve koku degisiklikleri, mukozit, diyare,
konstipasyon, vyorgunluk, halsizlik kanserli hastalarda en sik gorulen

semptomlar arasinda yer almaktadir [31, 35].

Bulanti ve kusma; kemoterapinin énemli bir yan etkisidir. Bu durum bazi
hastalarin kemoterapiyi reddetmesine veya baglanmis olan tedavinin yarim
kalmasina yol acar. istahsizlik; pek ¢ok nedeni olmakla birlikte; nérolojik
disfonksiyon, timdrun gastrointestinal sisteme etkisi, tat ve koku duyularinda
bozulma, kronik bulanti ve kusma, psikolojik etmenler, artmis glikoneogenez,
tumorun drettigi sitokinler sonucunda gelisebilir. Tat ve koku degisiklikleri;
uygulanan tedaviye bagli olarak kanser hastalarinda tat alma duyusunda kayip
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(ageusia), artis (hypergeusia) ve azalma (hypogeusia) olabilir. Kemoterapi
sirasindaki tat degisikliklerinin nedenleri arasinda; ilaglarin takurige
gecmesine bagli koku ve tat degisiklikleri, curuk dis, kotu agiz hijyeni,

enfeksiyonlar, geniz akintisi, refli sayilabilir [36].

Mukozit; oral mukozanin Ulserasyonu ve enflamasyonu ile karakterize, kanser
tedavilerine bagh gelisen, hayati tehdit eden enfeksiyonlarin kaynagi olabilen

onemli bir yan etkidir [37].

Diyare; kemoterapi, anksiyete, stres gibi nedenlerle gastrointestinal sistemin
aktif olarak bolunen epitelyal hicrelerinin hasari sonucu olusabilir. Diyare
antineoplastik ilag dozunda azalma ilag uygulamasinin geciktiriimesi ya da ara
verilmesi gibi istenmeyen etkilere yol acabilir. ilag ve radyasyon dozunun
azaltilmasi ya da geciktiriimesi gegici olarak diyareyi duzeltebilir. Ancak bu
durumda antineoplastik ilaca karsi duyarlilik azalir ve ilacin tedavi edici etki
dizeyi sinirlandirildigl igin timdre karsi cevabi negatif olarak etkiler.
Konstipasyon; kemoterapinin norotoksik etkisi, narkotik ajanlarin kullanimi,
hareketsizlik, yeme aligkanliginda degisiklikler, dehidratasyon, hipokalsemi
nedenleri ile geligebilir. Ciddi agri, bulanti ve kusmaya neden olabilen

konstipasyon hastanin yagam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir [38].

Yorgunluk; kanserli hastalarda sik gorulen sorunlardan birisidir. Kemoterapinin
yan etkisi olarak ortaya ¢ikan bulanti, kusma, diyare, agri, immobilite, anemi ve

malnutrisyon gibi faktorlerle iligkili olarak ortaya gikar.

Halsizlik; kanser hastalarinin en yaygin semptomlarindan birisi olmasina
ragmen siklikla g6z ardi edilir. Kanserde halsizlik, normal insanlarda gorulen
halsizlikten farkhdir. Normalde halsizlik aktiviteyle iligkilidir ve dinlenmekle
gecer, oysa kanserde gorulen halsizlik siddetli, aktiviteden bagimsiz ve
dinlenmekle duzelmeyen karakterdedir [39].

1.3.Meme Kanseri

Meme kanseri dunyada kadinlar arasinda en sik gorulen malign timor olup her

yil bir milyon yeni meme kanseri tanisi konulmaktadir [40]. Avrupa’'da yilda
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180.000, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yilda 184.000 yeni olgu
saptanmaktadir. Meme kanseri gorulme sikligi ve mortalitesi cografi bolgeye,
kaltire, irka, etnik kokene ve sosyo-ekonomik duruma gore degisiklik
gostermektedir. Hawai, Kaliforniya, Kanada yilda yuzbinde 80-90 gorilme
sikligi ile ilk siralarda yer alirken, ayni deger Japonya’da sadece yuzbinde 12—
15 arasindadir. Bindokuzylzyetmisten bu yana Japonya, Singapur ve Cin'de
ekonomideki bati tarzi gelisim ve dogurganligin batiya benzemesi nedeniyle
meme kanseri gortlme oranindaki fark giderek azalmaktadir. Avrupa
ulkelerinde ise gorulme sikligl kuzey ulkelerinden glineye ve bati Ulkelerinde
doguya dogru gittikgce azalmaktadir. Gorldlme sikligindaki en buyldk artis
Kanada, ABD, ispanya ve isvec'te ortaya cikmistir [40]. Ulkemizde kansere
yonelik saglikh kayit ve bildirim sisteminin olmamasi nedeniyle, meme
kanserine ait ulusal veriler yeterli olmamakla birlikte; Saglik Bakanhgi'nin 1999
yili verilerine gore, meme kanseri kadinlarda gorilen kanserler arasinda %
24.1 (2390 vaka) oraniyla en sik gorulen kanser turtdur ve insidansi giderek
artmaktadir [41]. Ayrica Ulkemizde yapilan baska bir calismada, izmir de
kadinlarda en sik gorulen kanserin % 26.7 ile meme kanseri oldugunu
belirtiimistir[42].

1.3.1.Meme Kanseri Risk Faktorleri
1.3.1.1. Yas

Yasla birlikte meme kanseri risk insidansinin yukseldigi ve menapoz donemine
kadar her 10 yilda ikiye katlandigi daha sonra ise dramatik bir sekilde azaldigi
bildirilmistir. Akciger kanseri ile Kkarsilastirildiginda geng¢ yasta gorulme

sikliginin daha yuksek oldugu bildirilmistir [40].

1.3.1.2. Cografik Varyasyon

Bati Ulkeleri ile uzakdogu ulkeleri arasinda meme kanseri gorulme sikligi
birbirinden oldukca farkhdir ve bu fark gittikce azalmaktadir. Japonya’dan

Hawai’ye gogceden gogmenlerle yapilan galismalarda, gogmenlerin meme
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kanseri oraninin bir veya iki generasyon sonra gogettikleri yerlerin oranina
yaklastigr gorulmustur. Bu da ¢evresel faktorlerin genetik faktorlere gore

oldukg¢a 6nemli oldugunu dusundurmektedir[40].

1.3.1.3.Menapoz Yasi

Hayatlarinda menstruasyona erken baslayan veya ge¢ menapoza giren
kadinlarda yuksek bir meme kanseri riski goruldigl rapor edilmektedir. 55
yasindan sonra dogal bir menapoz geciren kadinlarin, 45 yasindan Once
menapoz tecrubesi gecgiren kadinlara gore neredeyse iki kat meme kanseri

gelisim riski tasidigi bildirilmistr [43,47].

1.3.1.4. iIk Gebelik Yasi

Hi¢ cocuk sahibi olamama ve ilk dogumun geg¢ yasta gerceklesmesinin yasam
suresindeki meme kanseri insidansini arttirdigi belirtilmistir[46,48,49]. 30
yasindan sonra ilk gocuga sahip olanlarda meme kanseri riskinin, 20 yasindan
once ilk cocuga sahip olanlara gore iki kat daha fazla oldugu bildirilmis olup, en
fazla risk tasiyan grubun ise 35 yasindan sonra ¢ocuk sahibi olan kadinlarin
oldugu ve bunlarin hig¢ ¢ocuk sahibi olamayanlardan da daha fazla risk
tasidiklari bildirilmistir. Erken yasta ikinci gocuga sahip olmanin meme kanseri
riskini daha da azalttigi bildiriimektedir[50].

1.3.1.5. Aile Hikayesi

Bati Ulkelerinde meme kanserlerinin % 10’'undan fazlasinin genetik yatkinlikla
alakali oldugu belirtiimektedir. Meme kanseri gelisiminde genellikle sinirh
penetransla otozomal dominant olarak kalitimin s6z konusu oldugu, yani her
iki cinsiyetle hatta bazi ailelerin kendilerinde kanser gelisimi olmadan da
anormal geni aktarabilecegi bilinmektedir. Ancak meme kanseri gelisimi ile ilgili
olabilecek genlerin sayisi su anda tam olarak bilinmemektedir. YUksek riskli
ailelerin (yani yakin akrabalarinda doért veya daha fazla meme kanseri
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bulunmasi) ¢ogunda, sirasiyla 17 ve 13 nolu kromozomlarin uzun kollarina
yerlesmis olan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki bozukluklar siklikla rapor
edilmis ve Uzerinde dnemle durulmustur [51,52]. Genlerin her ikisinin de ¢ok
buyuk genler oldugu ve mutasyonlarin hemen her pozisyonda olusabildigi
bilinmektedir. Bir kadinin birinci dereceden akrabasi (anne, kizkardesi veya
kizi) 50 yasindan 6nce hastalik gelisimi gostermisse, o kadinin meme kanseri
riskinin iki veya daha fazla kat ylkseldigi, eger daha erken yasta hastalik

gelisimi gostermisse o0 zaman riskin daha da artabilecegi bildirilmistir [40].

1.3.1.6. Onceki Benign Meme Lezyonlari

Siddetli atipik epitelyal hiperplazili kadinlarin, memelerinde herhangi bir
proliferatif degisiklik olmayan kadinlara gore, dort ile bes kat kadar daha
yuksek oranda meme kanseri gelisim riski tasidiklari ve bunun yaninda
ailesinde meme kanseri hikayesi varsa bu riskin daha da artabilecegi
belirtiimistir[40].

1.3.1.7. Radyasyon

ikinci Diinya savasi siiresince radyasyona maruz kalmis geng kizlarda meme
kanseri acisindan katlanmis bir risk gdzlemlenmistir. Bunun yaninda iyonize
radyasyon yasamin ileri safhalarinda bu riski arttirmaktadir [40]. iyonize
radyasyonun bayan ucgus gorevlileri, hemsireler, kimyacilar ve yalitim

iscilerinde meme kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir [53,55].

1.3.1.8. Diyet

Populasyonlarda gunluk yag alimi ve meme kanseri insidansi arasinda yakin
bir korelasyon olsa da, meme kanseri ve yag alimi arasindaki iliski tam olarak
gucll ya da tutarli degildir. Bununla birlikte insan diyetinde ¢ok ¢esitli dogal
karsinojenler bulunmakta olup, bunlarin gogunun oksijen radikalleri olusturarak

DNA hasarina yol agabilecegi bilinmektedir [56].
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1.3.1.9. Kilo

Postmenapozal donemdeki kadinlarda obezitenin meme kanseri riskini iki kat
arttirdigi, bununla birlikte premenapozal donemdeki kadinlar arasinda ise bu

insidansin azaldigi gosterilmistir [57].

1.3.1.10. Alkol Kullanimi

Bazi galismalar alkol tuketimiyle meme kanseri insidansi arasinda bir baglanti
olabilecegi 6ne surmektedir, drnegin yuksek oranda alkol kullanan kadinlarla
yapilan bir ¢calismada alkol aliminin meme kanseri riskini %15 arttirabileceqgi
bildirilmistir [58].

Bununla birlikte meme kanseri insidansi ile alkol tlketimi arasindaki bu
baglantinin tam tutarli olmadigi ve bu baglantinin alkolden baska diger diyet

faktorlerinden de kaynaklanabilecegi 6ne surtlmektedir [40].

1.3.1.11. Sigara

Sigara kullaniminin meme kanseri etiyolojisindeki énemi tartismali bir konu
olsa da, meme kanseri riski ile sigara kullanimi arasinda ¢ok zayif bir baglanti

olabilecegi dusunulmektedir [59,60].

1.3.2. Meme Kanseri Genetigi

Genetik digisiklikler germline mutasyonlarla kaltilir veya sonradan somatik
mutasyonlarla kazanilir. Sonradan kazanillan mutasyonlar ¢evresel
karsinojenlere maruz kalmayla olusabilir, bunlar fiziksel (6rnegin, iyonize
radyasyon), kimyasal (6r;polisiklik hidrokarbonlar) ve biyolojik karsinojenlerdir
(6r, virGsler) [61]. Birka¢ uUyesi etkilenmis olan ailelerde meme kanserinin
kalitildigi anlasilabilir. BRCA1, BRCA2,ATM ve p53 genleri, yuksek allelik
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varyantlariyla kalitsal meme kanserine yol agan en énemli genler arasinda yer
almaktadirlar [62]. Bunlar, timor supresor genlerdir ve tahmini olarak erken
ortaya ¢ikan meme kanserlerinin ailesel grupta olanlarinin yaklasik %50’sinde
onem tasidiklari bildirilmistir [63,64]. BRCA1 ve BRCAZ2 proteinleri genomik
stabilitenin saglanmasina, DNA hasarinda hucresel cevaba, transkripsiyonel
dizenlemeye ve hucresel proliferasyona dahil olurlar [51]. BRCA1 kromozom
17 Uzerinde bulunur ve otozomal dominant gegis gosterir, kalitsal kadin meme
kanserlerinin buylk c¢ogunlugundan (%42) sorumlu oldugu goéralur [52].
Kalitsal kanserlerde BRCA2 genini tasiyan 13g bolgesinin olmamasi,
muhtemelen, genetik degisiklikleri baslatmasiyla iliskili bir durum olarak isaret
edilmektedir [65]. BRCA2 genindeki mutasyonlar, kalitsal meme kanserli kadin
vakalarin %32 sinde ve erkek meme kanserli vakalarin gogunda gosterilmistir
[52]. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu tasiyan kadinlarin oldugu ailelerde, bu
mutasyonlarin yaninda kadinlar 70 yasina gelmisse, riskin %80’ leri asmasi
s6z konusudur. Ailesel vakalara karsin, duguk penetransli genlerin, meme
kanserinin sporadik vakalarina katkida bulundugu ve digerlerine oranla daha
geg yasta teshis edildigi gosterilmistir [66]. Tum bu verilerden hareketle, meme
tumorleri olusumuna birgok genetik ve gevresel faktorin aracilik edebilecegi

kaginilmaz bir sonugtur.

1.3.3. Meme Kanseri ve Apoptoz
1.3.3.1. Meme Kanserinde Apoptoz

Normal meme gelisimi hlcre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki denge ile
kontrol edilmektedir. Tumoér gelisiminin  yalnizca kontrdlsiz  hlcre
proliferasyonu ile degil, bununla birlikte azalmis apoptoz sonucu olmasi bunun
gucli bir kanitidir. Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge kemoterapi,
radyoterapi ve hormonal tedavilerin cevabinda, tiumoér gelisimi veye
gerilemesini belirlemede ¢ok &nemlidir. Tum bu olaylarda apoptozun

induklenmesi oldukga 6nemli bir yer tutmaktadir [67,70].

Meme, dogumdan sonra ergenlik ve hamilelik olmak Uzere iki ayri fizyolojik
suregle gelisimini tamamlayan birka¢ organdan biridir. Bu safhalar suresince
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memenin proliferasyon ve farklilasmasinda belirgin degisiklikler meydana
gelmektedir [71].

Normal gelisim ve homeostazide meme bezinde proliferasyon, farklilasma ve
hicre 6lumu arasindaki denge ¢ok énemlidir. Hicre proliferasyonunun fazla
olmasi veya apoptozun azalmasi durumlari, mutasyonlarin birikmesine ve
boylece meme kanserine sebep olabilmektedir. Duktal karsinoma insitu ve
invazif meme kanserlerinde yapilan c¢alismalarda apoptozun invazif meme
kanseri ¢evresindeki normal meme epitelinde proliferasyondaki artisa kiyasla
azaldigi goértlmektedir [72,74]. Meme kanserinde apoptozla ilgili yapilan bir
diger galismada da, preinvazif duktal lezyonlarla invazif karsinoma arasindaki
mitotik:apoptotik indekslerin farkliliklari gdsterilmistir. Calismaya goére az
farklilasmis hiperplazik meme lezyonlarinda, az farklilasmis duktal karsinoma
in situlara gore mitotik indeks ve apoptozda artma oldugunu; ama az
farklilasmis invazif meme kanserlerinde mitotik indekste daha fazla artis
oldugunu ve bununla birlikte apoptozda ise nispi azalma oldugunu

sunmuslardir [75].

1.3.3.2. Apoptoz ve Molekiiler Mekanizmasi

Apoptoz kontrolli bir hicre 6lum sekli olup, ¢ok hicreli organizmalarin gelisim
ve homeostazilerinde merkezi bir rol oynar. Akut doku hasari ve inflamatuvar
cevabl uyaran nekroz olum sekline kiyasla apoptoz duzenli bir yol seklinde
gorulur. Apoptotik hicre 6lumu, hucre buztusmesi, kromatin yogunlasmasi ve
stoplazmik membran parcalanmasi gibi tipik morfolojik 6zelliklerle baglantihidir.
Apoptozun  bozulmasi, transforme edici mutasyonlarin toplanmasini
kolaylastirarak, anormal olarak uzayan hicre yasamina sebep olan
karsinogenez mekanizmalardan biri olarak belirtiimektedir [76]. Memeli

hicrelerinde karekterizasyonu iyi anlasilan iki apoptotik yol mevcuttur.

Ekstrensik yolak olarak da adlandirilan ilk yolak, o6lum reseptorleriyle
uyariimakta olup, bunlar tUmodr nekroz faktor (TNF) reseptor ailesinin alt
grubudur. intrensik yolak olarak adlandirilan ikinci yolak ise, mitokondri
katilimli, Bcl-2 protein ailesi tarafindan ilerletilen ve kontrol edilen bir yolaktir
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[77,78]. Her iki yolak da baslatici kaspazlarin aktivasyonuna sebeb olarak,
efektor kaspazlar aktive edilmektedir. Kaspazlar, sistein bagiml aspartat
spesifik proteazlardir ve aktive olmalari posttranslasyonel seviyede
diizenlenmektedir. ilk basta inaktif prokaspazlar olarak sentez edilirler ve bu
prodomenler, kuguk altbirim ve buylk altbirimden olusurlar. Baslatici
kaspazlar, kaspaz-2 ile kaspaz—9'da oldugu gibi kaspaz aktive eden bdlge
(CARD), kaspaz—8 ile kaspaz—10’da oldugu gibi 6lium olusturan bdlge (DED)
gibi uzun prodomenler igerirler. Bu prodomenler, kaspazlarin diger proteinlerle
etkilesime girerek kendilerinin aktivasyonlarinin duzenlenmesine olanak
saglarlar. Buna karsilik efektor kaspazlar, gcok kiguk prodomenlere sahiptirler.
Kaspaz kaskadi, o6lum baslatici sinyalleme kompleksi (DISC) olusumu ile
sonuglanan olum reseptor tetiklenmesiyle veya apoptozom adli intrinsik protein
kompleksiyle aktive edilebilmektedir. Apoptozom mitokondriden sitokrom c
salinmasiyla olusturulur, bu islem asil olarak Bcl-2 ailesi Uyeleriyle kontrol
edilir ve Apaf1 ile baglantilidir. Kaspaz—9 daha sonra bu protein kompleksi ile
aktive edilir. Bu kaskad bir kere baslatilirsa pozitif ileri besleme saglanir ve
hidcre kaginilmaz bir sekilde apoptoza gider. Efektor kaspazlar DNAazlari
aktive ederek hucre membraninda degisikliklere, protein katlanmasinda
bozulmalara sebeb olmaktadir. Bir kaspaz tarafindan ICAD/DFF45 (ICAD,
CAD baskilayicl) in kesilmesi ve inaktivasyonu, kaspazin etkinlestirdigi
deosiribontkleazin (CAD) nikleusa girerek DNA'yl pargalara ayirmasina ve
sonugta apoptotik hicrelerde ki karekteristik “DNA ladder” goérinimune sebeb
olmaktadir [79].

1.4. Alchemilla L. Cinsi

Alchemilla L. cinsi tlrleri Rosaceae familyasina aittir. Rosaceae familyasi otsu
ve odunsu bitkilerin bulundugu dikotiledonlarin buyuk ve &nemli bir
familyasidir. Bu familyanin 122 cinse ait 3370 kadar tart vardir. Birgok tira sis
bitkisi olarak park ve bahcelerde yetistiriimektedir. Alchemilla L. Rosaceae
familyasi icinde Rosoideae alt familyasinin Sanguisorbaeae tribusunda yer
almaktadir[80]. 1000’den fazla tur ile temsil edilen Alchemilla cinsi genellikle

holarktik bolgede yayillmakla beraber, bu bdlgenin disinda Seylan, Dogu
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Hindistan, Umit Burnu ve Dogu Afrika Daglarrnda da bulunmaktadir[81].
Alchemilla L. 'nin Avrasya taksonlari Rothmaler tarafindan iki seksiyona
ayrilmistir. Bu seksiyonlar Pentaphyllon Rothm. ve Brevicaulon Rothm.’dur.
Ayni arastiriciya gore bunlara ait taksonlarin bir kismi genis yayilish, bir kismi
da endemiktir[82].

Tarkiye florasindaki kayitlara goére, Tlrkiye‘'de yayilis gosteren Alchemilla L.
turlerinin tamami Alchemilla L. seksiyonuna aittir. Bu seksiyon 3 subseksiyon
(Chirophyllum Rothmn., Heliodrosium Rothmn. ve Calycanthum Rothmn. ve 6
seriye (Saxatiles Bus., Sericeae Bus., Pubescentes Bus., Vulgares Bus.,

Elatae Rothmn. ve Calycinae Bus.) ayriimistir [83].

Tuarkiyedeki Alchemilla L. turlerinin gogunlugu Kuzey Anadolu Bodlgesi‘ nde
yayilis géstermektedir. Bunlarin Kirm, Kafkasya ve iran’daki tlrlerle yakin

akraba olabilecekleri ileri surtlmektedir[83].

Alchemilla L. cinsi Ulkemizde genellikle “aslan pencgesi” ismiyle bilinmekte olup,

¢cok sayida endemik tur ile temsil edilen bir cinstir.

Alchemilla L. cinsi odunsu rizomu bulunan otsu bir bitkidir. Toprak Ustlinde
kalan govde ve yapraklar ¢urur, her yil rizomdan yeni toprak Ustu govde ve
yapraklar tesekkull eder. Yapraklar palmat veya palmat yaprak eksenine kadar
yarik meydana getirmektedir. Bilesik kim6z tipindeki gicek durumu Uzerinde
bulunan sarimsi-yesilimsi renkteki minik gigekler genellikle dort, bazen de bes
parcadan olusan kaliks ve epikalikse sahip olmasina ragmen, korollaya sahip
degildir. Erkek organlar doért adet olup, hipantiyum Uzerinde disi organin tzerini
orten diskin kenarinda bulunur. Disi organ (pistil) bir adet olup, tek bir aken
meyva meydana getirir. Olgun meyva kismen veya tamamen hipantiyumun

icerisinde gomuludur[84].

Alchemilla L. cinsi ilk olarak Linnaeus (1753) tarafindan ¢ tar ile
yayinlanmistir. Bu turler A. alpina, A. cornucopioides ve A. pentaphyllea’dir,
ancak A. cornucopioides 1816 yilinda Lagendijk tarafindan Aphanes L. Cinsine
aktariimigtir [85].
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Alchemilla L. cinsi taksonomik hiyerarsi icerisinde Rosoidae Focke alt familyasi
ve Sanguisorbeae tribusu icerisine konulmustur(41) ve o6zellikle Avrupa ve
Asya'da genis bir yayilisa sahiptir. Dogu Afrika'da, Kuzey Amerika’da ve

Avustralya'da da dagiliminin oldugu belirtilmistir[86,88].

Avrupa'da 300’Un Gzerinde tlrin tanimi yapilmis olmasina ragmen, Walter[89]
118 tanesini tir olarak kabul etmistir. Alchemilla L. cinsi iran florasinda 31[90],
Irak florasinda iki[91], Sovyet florasinda 151[92] ve Kafkasya florasinda 36[93]
tir ile temsil edilmektedir. Turkiye Florasinda 50[84] tur kayith olarak
gosterilmesine ragmen daha sonradan yayinlanan yeni tirler ve yeni kayitlarla
tlr sayisi 76 olmustur[94,99]]. Turkiye'deki Alchemilla L. tlrlerinin gogunlugu
Kuzey Anadolu Bolgesinde yogun bir sekilde yayilis gostermekle birlikte,

ulkenin tamamina dagiimis durumdadir.

Alchemilla L. tohumlari ¢cok ge¢ cimlenme ézelligine sahiptir. iskandinavya'da
A. glabra. A. glaucescens, A. pastoralis ve A. subcrenafa turlerine ait tohumlar
topraga ekildikten sonra ilk yil herhangi bir gelismenin olmadigi gorulmustar.
Sonbaharda ekilen tohumlarin bir sonraki yilin sonbaharinda ortaya ¢iktiklar
ve bitkilerin ancak 3 yilda gelismelerini tamamlayabildikleri gézlenmistir[98].
Tohumlardan yetistirilen bitkilerin, tohumlarin ait oldugu ebeveynlere tipatip

benzedikleri tespit edilmistir [100].

Murbeck[101] ve Strasburger [102] Alchemilla L. cinsi igerisinde ¢ok sayida
turan apomiktik olarak Uredigini belirtmislerdir, ancak cinsin zorunlu apomiktik
mi, yoksa faklltatif apomiktik mi oldugu hususunda farkh gorusler
bulunmaktadir. Rubtsova[103], Koltunow[104] tlrlerin blylk bir gogunlugunun
zorunlu apomiktik olduklarini ifade etmelerine ragmen, Glazunova[105,107] ve
Izmailow[108,112] Alchemilla turlerinin gogunlugunun zorunlu olmayip fakultatif
apomiktik olabileceklerini belirtmiglerdir . Alchemilla cinsi turlerinin apomiktik
olmalari onlarin poliploit olmalarindan kaynaklanmaktadir. Kromozom sayilari
tirler arasinda 64 ve 224 arasinda degisebildigi gibi, ayni tur icerisinde bile
fazla miktarda kromozom sayisinda farklilik bulunmaktadir[113,120].

Baeva ve arkadasglari [121] RAPD markirlarla yapmis olduklari DNA

¢alismasinda DNA, bir tirin populasyonu igerisinde bulunan genetik farkligin
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bazen degisik turler arasindaki farkliliklardan daha fazla oldugunu ifade

etmislerdir.

1.4.1.Flavonoidler

Flavonoidler, tUm karasal bitkilerde bulunan, cicekli bitkilere renk veren,
bitkinin buyume, gelisme ve savunmasinda rol alan sekonder metabolitlerdir.
Bu bilesiklerin meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, findikta ve ¢ayda bulundugu
bilinmektedir. Flavonoidlerin sayisinin 6500°’den fazla oldugu bildirilmistir. Bati
toplumunda bir insanin bu bilesiklerden ortalama gunluk alimi 200 mg’'dan 1
gra kadar degismektedir. Bu fitokimyasallarin genel biyolojik aktivitelerini,
antiinflamatuvar,antialerjik, antiplatelet ve antitimoral olarak belirtilebiliriz.
Flavonodilerin, koroner rahatsizliklarda, kemik kaybinda, yas ile ilgili
rahatsizliklarda ve 0Ozellikle kanserin  Onlenmesinde  koruyucu rol

oynayabilecegi bilinmektedir [122].

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren difenilpropan ( C6 — C3 -
C6) yapisi teskil etmektedir. Flavonoidlerin temel bilesigi flavon benzo-g-piron
(kromon) halka sisteminin 2. konumunda bir fenil halkasi icermektedir (Sekil
1.2) [123].

Sekil1.2. Flavon Bilesigi

Flavon halka sisteminde C halkasi olarak nitelenen g - piron halkasinin
blayukligl, doymamislik derecesi ve tasidi§i substitlientlere goére flavonoidler
farkhlagmaktadir.
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Flavonoidlerin ana yapisina farkli sayr ve farkli pozisyonlarda -OH grubu
eklenmesiyle flavonoidlerin alt siniflari  olusturulmaktadir. Flavonoidler
heterosiklik halkalarindaki c¢esitlilik nedeniyle Flavanone, Flavanol, Flavone,
Flavonol, Anthosiyanidin ve izoflavonoid alt gruplarina ayriimaktadir (Sekil
1.3)[124].

HO 0 OH
HO o
OH 0
Ry =H; R, = OH; Naringenin e !
Ry=0H; R;=0H; Eriodictyol R;=H: Apigenin
R4=0H; R,=0CH;: Hesperetin R4 = OH: Luteolin
a. Flavanon b.Flavon

Genistein

c. Flavonol d.isoflavonoid
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OH (0]
(E)-3-(4-hydroxyphenyl)-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)prop-
2-en-1-one
(naringenin chalcone, chalcone)

anthocyanin with sugar

e. Antosiyanin f.Kalkon
Sekil1.3.a.Flavanon, b.Flavon, c.Flavonol, d.isoflavonoid, e.Antosiyanin,

f.Kalkon

Dogal flavonoidler 3, 5, 7, 3’, 4’ ve 5 konumlarindan hidroksillenmis yapiya
sahiptir. Glikozitlerde glikozidik bagin 3. veya 7. konumlarda oldugu
gorulmektedir. Karbonhidrat olarak ise L-ramnoz, D-glukoz, glukoramnoz,

galaktoz veya arabinoz tasidiklari belirlenmistir [125].

Flavonoid ve izoflavonoidler etanol, metanol ve asetonitril gibi ¢dzlicllerde su
veya organik ¢Ozuculere gore cok daha iyi ¢ozunmektedir. Flavonoid ve
izoflavonoidler besinlerde glikozidik konjugatlar halinde bulunmaktadir. Bu
glikozidik konjugatlar flavonoid ve izoflavonoidlerin aglycone formuna goére
suda daha iyi ¢cozinmektedir.Cinkl aglycone formunda, absorbsiyon o6ncesi
memeli veya mikrobiyal glukozidazlarla seker kisminin enzimatik olarak

ayrilmasi gerekebilmektedir.

Flavonoid ve izoflavonoidlerin fenolik kismi glukorinidleri olusturmak igin
UDPglukuronosiltransferazlarla, sulfatlan olusturmak icin de
sulfotransferazlarla konjuge olabilmektedir. Bu glukuronid ve sulfat formlari
kanda, safrada ve Urinde agylconlara gore daha kolay taginmaktadir. Ayrica,

bu konjugatlarin toksisiteleri agylcone formlara goére daha dusuktur[124].

Flavonoidler hiucre yasami icin 6nemli bircok biyolojik 6zellige sahiptir.

Flavonoidler, hlicre dongusunu, hicre proliferasyonunu ve oksidatif stresi
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inhibeetmekte, apoptozisi, detoksifikasyon enzimlerini ve immudn sistemini
indiklemektedirler. Bu biyolojik Ozelliklerin, kanserin tedavisinde ve
onlenmesinde etkili oldugu son vyillarda yapilan calismalarla daha iyi

anlasiimaktadir.

Epidemiyolojik ¢caligmalar meyve ve sebze tuketimi ile kanser sikligi arasinda
zit  bir iligkinin  oldugunu gostermektedir. Epidemiyolojik calismalar,
flavonoidlerin kanser riskinin azaltiimasinda etkili oldugunu gostermigtir.
Hollandali ve Finlandiyali bilim insanlarinin yaptiklari iki ayri c¢alismada
flavonoidlerin kanser ve koroner arter hastaliinda koruyucu etkisi oldugu

ortaya konmustur[126].

Cin ve Japonya gibi uzak dogu Ulkelerinde, meme, prostat, kolon ve diger
bircok kanserin gorulme sikhgi, Avrupa ve Amerika’'ya gore daha dusuktur.
Bunun nedeni olarak, bu bolgelerdeki beslenme aliskanligi gosterilmektedir.
Cesitli epidemiyolojik ¢alismalarla, flavonoid ve izoflavanoid icerigi acgisindan
zengin besinlerin tlketimiyle kanser oranlarindaki azalmanin iligkili oldugu

gosterilmigtir [127].

in vivo ve in vitro calismalarda, flavonoidlerin ve birkag izoflavonoidin kanser
hdcrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir [128,130]. Hesperetin,
naringein, baicalein, galangin, genistein ve gquercetinin insan meme kanseri
hicre serisi MDA-MB-435’in hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
Ayrica, flavonoidler birlikte verildiginde, daha dugsuk dozlarda bile hicre

proliferasyonunda etkili bir inhibisyon gézlendigi belirtiimektedir[131].

izoflavonoidlerden genistein ve daidzeinin kanser hiicreleri (izerinde
antiproliferatif etkileri vardir. Genisteinin, fare neonatal dbéneminde,
DMBA(dimethylbenz(a)anthracene) ile olusturulmak istenen meme kanserinin
olusmasini geciktirdigi bildiriimektedir. Bu etkinin, genisteinin dstrogen reseptor
antagonisti veya agonisti Ozelliklerinden bagimsiz oldugu
belirtiimigtir[132].Flavonoidlerin hlcre biyolojik yasami Gzerine olan tum
etkileri, birbirlerinden farklilik gésteren alternatif yollarla, doza ve zamana bagli
olarak degisebilmektedir. Dolayisiyla her hangi bir flavonoidin etkisini,

flavonoid ve kanser hicresinin tipi belirlemektedir.
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1.4.1.1. Flavonoidlerin Antikanserojen Ozellikleri

Flavonoidler, G1/S ve G2/M kontrol noktalarinda hicre ddéngusunu
durdurmaktadirlar. Kanser hucrelerinde yapilan in vitro c¢alismalarda bu
gosterilmistir [133,134]. Zhou vd'leri (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada
genistein, genistin, daidzein, bioachanin A’'nin degisik konsantrasyonlarda (0 —
50 ug/mL) kemirgen ve insan mesane kanseri hicrelerinde hicre déngusiunu
durdurdugu ve apoptozisi indukledigi belirtiimektedir [135]. Lian vd’leri (1998)
tarafindan yapilan bir diger ¢calismada, kiguk hucreli olmayan akciger kanseri
hicre serisinde,genisteinin (30 yg/mL) p21 up regulasyonu Uzerinden G2/M
duraklamasini tetikledigi ve apoptozisi indikledigi bildirilmistir [136]. Ayrica,
guercetin ve apigenin ile ilgili yapilan ¢alismalarda, gesitli kanser hucrelerinde
G1/S’te (quercetin,30,100 pug/ml) ve G2/M (apigenin, 0 — 80 upg/mL) kontrol
noktalarinda hicre déngistnidn durduruldugu, nikleer fragmentasyonun ve
nikleer kromatin yogunlasmasinin meydana geldigi, apoptozisin tetiklendigi
bildirilmistir. Flavonoidlerin bu etkilerinin p53 aktivasyonuyla ve/veya hucre
dongusu kinazlarinin inhibisyonuyla iliskili olabilecegi bildirilmigtir. Apigenin (O
— 80 pg/mL), mutasyon acisindan birbirinden farklilik gdésteren SW480 (mutant
Ras ve p53, truncated APC), HT-29 (mutant p53 ve truncated APC) ve Caco-2
(mutant p53 ve truncated APC) kolon kanseri hicrelerine uygulandiginda,
SW480 hucrelerinde proliferasyonun durdurulmasinin ve G2/M noktasindaki
blokajin diger hlcrelere goére daha fazla oldugu tespit edilmistir. SW480 hicre
serisi kolon kanseri gelisiminde daha etkili olan mutasyonlara sahiptir. Bu
durum, flavonoidlerin, belli bir tumoérin gelisimine neden olabilecek
mutasyonlara  sahip  hicrelerde daha etkili olabilecegini ortaya
koymaktadir[124].

1.4.1.2. Flavonoidler ve Goklu ilag Direnci

Kanser hucrelerinin kemoterapétik ilaglara karsi gelistirdigi ¢oklu ilag direnci
(MDR,Multi Drug Resistance) kanser tedavisinde karsilagilan en onemli
problemlerden biridir. MDR, tek bir sitotoksik ajana maruz kalan kanser
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hlcrelerinde, c¢apraz reaksiyon sonucu, birgok kemoterapoétik ilaca kargi
gelisen diren¢g mekanizmasidir[137]. MDR, ATP — baglanma kaseti (ABC)
protein ailesine ait membran proteinlerince dizenlenmektedir. Bu ailenin
bilinen ve en c¢ok calisilan proteinleriMDR1 genince kodlanan MDR1 (P-
glikoprotein) ve MRP1 (multidrug resistanceasscoiated protein 1) genince
kodlanan MRP1 proteinleridir. Bu proteinlerin disinda MRP2, MRP3 ve
BCRP/MXR1 proteinleri de MDR olusumunda rol alan proteinlerdir. MDR
proteinleri, ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiyi kullanarak kemoterapotik
ilaclarin hucre digina tagsinmasini saglayan ATPaz'lardir[138].En dnemli MDR
proteinlerinden P-glikoprotein (P-gp) plazma membraninda lokalizedir. Her bir
MDR taslyici proteini, yapisinda hidrofobik iki transmembran domaini (TMD) ve
iki nukleotit-baglanma domaini (NBD) icermektedir. TMD, ilacin baglanmasini
ve atilimini saglarken, NBD, ATP baglanmasi ve hidrolizini saglamaktadir.
Proteinin N ve C terminal uglari sitozole bakmaktadir.P-gp asiri eksprese eden
hicreler, cesitli ilaclara (antrasiklinler, antibiyotikler, taxanlar, peptitler,
hormonlar) karsi direng gostermektedirler. Direng gosterilen bu substratlarin
¢ogunun ug ortak 6zelligi vardir. Bu 6zellikler, hidrofobisite, buyuk hacim ve
notral pH’ta pozitif yuklu nitrojen atomu tasimalaridir. MDR proteinleri kanser
hucrelerinde asiri eksprese olmaktadir ve kanser hucrelerinde gelisen MDR
aktivitesini ortadan kaldirmak icin cesitli MDR inhibitorleri gelistiriimektedir.
Etkili bir kanser tedavisi i¢cin, MDR modulatorleri olarak da adlandirilan inhibitor
molekullerle kemoterapdtik ilaglarin birlikte verilmesi dnerilmektedir[139]. MDR
proteinlerinin temel rolu, hlcreyi toksik ajanlara karsi korumaktir. Bu proteinler,
gastro — intestinal doku, bobrek proksimal tubudll, hepatosit yluzeyi ve kan—
beyin bariyeri gibi normal dokularda da eksprese olmaktadir. Bu bdlgelerde
bulunan MDR proteinleri, vicuda oral yolla alinan ilaglarin kandan intestinal
[limene saliniglarini duzenleyerek absorbsiyon sinirini belirlemektedir. MDR
proteinleri, yapisal olarak iligkili veya iligkisiz birgok molekilin (vinca
alkoloidleri, etoposidler,taxenler ve antrasiklinler gibi) hicre disina atimini
gerceklestirebilir. Ancak, P-gp aracili direng mekanizmasini inhibe edebilen
molekulller de vardir. Bu molekilllere ornek olarak, verapamil, quinidin,
dihidropiridin analoglari, kalsiyum kanal blokerleri, kalmodulin antagonistleri,
hidrofobik peptidler, protein kinaz inhibitorleri,antibiyotikler, siklosproin A,
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flavonoidler ve diger polifenoller verilebilir. Ancak, cogu MDR modulatérleri de
P-gp tarafindan hucre disina atilmaktadir. Bu durumun Ustesinden gelebilmek
icin uygulanan modulatorlerin konsantrasyonunun artiriimasi, bir takim toksik
yan etkilerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Ornegin, verapamil
kardiyotoksisiteye neden olurken, siklosporin A immin sistemin
baskilanmasina yol agmaktadir. Hormon karakterli modulatorlerin de klinik
acidan risk olusturabilecegi belirtiimistir. P-gp’e baglanan ve tasinmayan
hidrofobik antidstrojenik modulatérlerin ovaryum kanser hicrelerinde agonist
gibi davrandigi bu yuzden de endometrial kanserler igin kullaniimasinin supheli
oldugu belirtilmigtir [139]. Kanserde gelisen ila¢ direncinin kirilmasinda etkili
olabilecegi dusundlen en o6nemli modulatérlerden biri de flavonoidlerdir.
Flavonoidlerin hlcre ici fizyolojik rolleri yaninda, c¢oklu ila¢g direnci
proteinlerinden MRP (multi drug resistant protein), BCRP (breast cancer
resistant protein) ve Pgp’nin ATPaz aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir.
Flavonoid ve izoflavonoidlerin, MDR Uzerindeki inhibitdr etkileri tiplerine gore

dort sinifta toplanabilmektedir.
Bunlar:
a) MDR1, MRP1 veya MRP2 genlerinin ekspresyonunun inhibe edilmesi,

b) Flavonoidlerin tasiyici MDR proteinlerin NBD [140], TMD veya steroid

baglanma bdlgelerine baglaniimasi [141], sayilir.
c) Proteinlerin ATP-az aktivitelerinin inhibe edilmesi,
d) MDR1’den bagimsiz mekanizmalardir [140].

Flavonoidler, ayrica plazma membran ATPaz, siklik AMP bagimli protein kinaz
ve protein kinaz C gibi birgok ATP baglanma proteinlerini inhibe etmektedir
[141].

Flavonoidlerin duzlemsel yapilar onlarin P-gp ile iligkilerini
belirlemektedir.Flavonoidler, P-gp’nin ATP baglanma bdlgesine ve hidrofobik
steroid baglanma bdlgesine baglanmaktadir. Flavonoidlerin, proteinlerin ATP
baglanma bolgesine baglanirken nasil bir oryantasyon yaptiklari tam olarak

anlagilamamigtir [142].
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Flavonoidlerin hidrofobik Ozellikleri, onlarin inhibitor etkilerini belirleyen bir
diger onemli noktadir. Flavonodilerin P-gp’nin NBD2 parcasina baglanmasinda
ve proteinin direng aktivitesinin inhibisyonunda hidrofobik o&zellik kritik bir
parametredir. Hidrofobik etki, flavonoidlerin tasidigi -OH gruplarinin sayisina
ve pozisyonuna baglidir. Polifenollerin hidrofobik kisimlarinin P-gp’lerle
etkilesiminde onemli olabileceg@i bildirilmistir[8]. Ancak hidrofobik o6zellik tek

basina P-gp ile olan iligkiyi belirlemede yeterli degildir.

Flavonoidlerin MDR Uzerindeki etkilerinin birbirlerinden farkl ve ¢ok boyutlu
oldugu anlasiimaktadir. Flavonoidlerin kimyasal yapisi, hidrofobisiteleri,
duzlemsel yapilari ve P-gp Uzerindeki baglanma boélgelerinin farkhligr onlarin
MDR (zerine olan etkilerinde temel rol oynayan oOzelliklerdir [5,8].
Flavonoidlerin biyoyararlidi sinirlidir ve bu ylzden plazma konsantrasyonlari
cok dusuktir. MDR Uzerinde flavonoidlerin  sinerjistik  etkilerinin

degerlendiriimesi daha anlamli olabilir [8].
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2.MATERYAL VE YONTEM

2.1.Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Hacettepe Universitesi Nanoteknoloji ve Nanotip BoIim(L929 fibroblast
hdcresi, Gulhane Askeri Tip Akademisi Kanser Arastirma Merkezi( MCF-7

kanser hicresi)

Laminar flow kabin(ESCO class I BSC Laminar Flow Cabinet,Labor
iidam, Turkiye), sogutmali santrifiij(ROTINA 380R Hettich,Almanya), inverted
mikroskop( Leica DM6000B, isveg), vorteks, elisa plate okuyucu(BIOTEK
GENS5 Elisa Reader PowerWave XS2) , karbondioksitli etiv(Binder CB150)
,hemositometri(invitrogen,Countess), ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemleri-
XCELLigence RTCA (Roche,Almanya), hassas terazi (Mettler toledo MS204)

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,Biological Industries,israil),fetal
bovin serum(FBS,Biological industries, Israil),penicillin-streptomycin
(antibiyotik,  Biological  Industries,israil),tripsin-EDTA  Soluiton C in
PBS(Biological Industries,israil), WST-1 (Roche, Almanya),48 well plate
(BD,USA),96 well plate(BD,USA),25 cm?lik hicre kultur flaski(BD,USA), 0,2
pm  filtre(Sartorius),15 ml santrifij tUpU(Nunc,Almanya) , mikropipet(20pm-
100um-1000um  Scaltec, Almanya),96 e-plate(RTCA Resistor plate
96,Roche,Almanya)disposable  pipet (2ml,5ml,10ml), Etanol (Merck,
Almanya),PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD), cesitli cam malzemeler

kullanimistir.

2.2.Deneysel Caligmalarda Kullanilan Gozeltiler ve Sollisyonlar
2.2.1.Besiyeri Hazirlanmasi

%89 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F-12 (DMEM/F-12)
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%10 Fetal bovin serum

%1 Penicillin-Streptomycin

2.2.2.Double Staining Calisma Solisyonunun Hazirlanmasi

Ribonukleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlanir.
Hoechst ise 1 mL PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlanir.
Propidium lodide 1mL PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlanir.
Solusyonlar kullanilana kadar — 20 °C’de saklanir.

Calisma solusyonunun hazirlanisi:

10 mL PBS icine RNAaz stoktan 100 mikrolitre

Hoechst stoktan 500 mikrolitre

Propidium lodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlanir.

2.3.Ekstraksiyon

Dogal bilesikler ile calisilirken ekstraksiyon islemine hedef bilesige goére bir
metodun bulunmasi veya bir metodun modifiye edilmesi ve ya bir metot
geligtiriimesi gerekmektedir. Bunun igin bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin
formu iyi bilinmelidir. Bitkilerde bulunan dogal bilesiklerin ¢cogu bir seker
grubuna badli olarak bulunur. Cok nadiren aglikan gseklinde oldugu
disUnulerek polar glikozit formlarinin ayrimi saflastiriimasi ve diger apolar
ksimlarin uzaklastiriimasi ile segici bir sekilde ekstraksiyon islemine baslanir.
Bazi durumlarda da yaglar vb. Apolar 6zellige sahip bilesiklere baslarken
ekstraksiyon agsamasinda polar bilesikleri elmine etmek iginde ayni dislnce ile

hareket etmek gerekir.
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Toz haline getirilen bitki turlerinin ornekleri igin ekstraksiyon iglemi yapildi.
Ekstraksiyon islemi igin literatirde c¢ok farkli metotlar kullaniimistir. Bu
metotlarin segimi istenilen dogal bilesigin dogasina gore yapilmasi gerekliligi
ustune bastirilarak belirtiimistir. Egerki bu bilegikler dogal bulunma sekline
gore yani glikozit formunda ayrilmasi isteniyorsa ona gore bir duzenleme
yapiimahdir. Ito Yoichiro ve arkadaslarinin yapmig oldugu ektraksiyon teknigi
kullanilarak Uzerinde yapilan modifikasyonlar sonucunda g¢aligilan laboratuvar
sartlarinda uygun yapilan iyilestirmeler sonucunda bir metot gelistirildi. Bu
metota gore isleme % 50 etanol- dH,O karisimi veya % 50 metanol- dH,O
karisimi ile hazirlanan ¢6zucu bitki 6rneginin agirliginin hacim olarak yaklasik
10 kati ektraksiyon yapilacak kabin igine konuldu. Uzerine bitki drnekleri
eklendi ve 150 rpm’de 50 °C ‘da 4 saat siresince galkalamali inklibatorde
maserasyon iglemine tabi tutuldu bu islemi takiben 20 saat boyunca oda
sicakliginda maserasyona birakildi. 24 saat sonunda bu karigim alinarak su
trombuna baglanmis olan bir buhner hunisi vasitasiyla mavi bant slzgeg
kagidi kullanilarak sGzildi. Bitki kalintisi uzaklastirildi.  Sulu  stzinti
rotaevaparatorde 45-50 °C araliginda hidroalkol karigimindan alkoli ugurulmak
icin yaklagik 15-25 dakika araliginda ters basincin yaptigi vakum etkisine bagh
olarak tutuldu. Alkoll ucgurulmus icerisinde su bulunan ekstraksiyon sivisi
icerisinde mevcut olan apolar bilesikler ve klorofilin uzaklastirilabilmesi icin bir
ayirma hunisi vasitasiyla petrol eteri (40 °C-60 °C) ile muamele edildi. Bu
reaksiyon sonucunda ayirma hunisinde Ustte kalan kisimda agik yesilden
ornege gore koyu yesile dogru degisen renklerdeki kisimlar su arasindaki
yogunluk farkindan dolayr ayriimasi ile alindi. Geriye kalan koyu sari ,
kahverengi sulu ekstrakt igerisinde bulunan flavonoidleri almak icin etil asetat
ile yine ayirma hunisi vasitasi ile karisgtirildi.. Reaksiyon sirasinda ayirma
hunisi bir el Ustte diger el altta olmak suretiyle her iki el ile tutularak farkh
yonlerde birbirleri ile ters yonde dairesel sekiller ¢izmesi ile yavasca 3 ila 5
dakika arasinda karigtirildi. Bu karistirmanin sonrasinda yogunlugu sudan
daha hafif olan etil asetath kisim Ustte sari renk verecek sekilde ayrildi. Bu
ayirim yapildiktan sonra alttaki sulu faz alinarak liyofilizatére konulmak igin -20
°C dondurucuya alindi. Etil asetatli fraksiyon alindi rotaevaparattrde etil asetat
kismi uzaklastirildiktan sonra rota balonu igerisinde bulunan fraksiyon
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tartilarak miktar tayini yapildiktan sonra az miktarda etil asetat veya etanol
icerisinde rota balonundan kuguk flakonlarin igerisine alindi. Bu ¢dzuculerinde
ugcmasli igin 24-48 saat suresince gunes isigindan etkilenerek icerisindeki
flavonoidlerin yapisinin bozunmasini engellemek igin karanlhk bir ortamda
birakildi. Sonra ¢ozuculerin numune kabindan buharlagmasi ile uzaklagsmasini

takiben numuneler buzdolabina + 4 °C alindi.
2.3.1.Ekstrakt Soliisyonlari

Deneysel calismalarda Alchemilla speciosa,Alchemilla barbatiflora,Alchemilla
tiryalensis,Alchemilla orduensis turlerine ait ekstraktlardan 1mg/ml sollsyonlar

hazirlandi.
Deneysel calismalarda kullanilacak konsantrasyonlar:

200ug/ml /100ug/ml /50 pg/ml /25ug/ml /12,5 pg/ml/ 6,25ug/ml / 3,125ug/mi

2.4. Hicre Kiltiiri

2.4.1. -80°C Derin Dondurucudan Alinan Hicrelerin Kultlirliniin Yapiimasi
ve Tripsinizasyonu

Derin dondurucudan cikarilan donmus haldeki htcreler 37°C ‘de kisa surede
¢ozulur. Steril Laminar flow kabin igerisinde ¢ozulen hicreler 15ml’lik falkon
tupe aktarilir ve dzerine 1ml %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren DMEM/F-12
medyumu konur. Falkon 3500 rpm’de 2 dakika santrifuj edilir. Santrifd;
sonrasinda supernatant atilir ve pellet el yardimiyla hafifge vurularak sispanse
edilir. Falkona 3,5 ml (%10 FBS , %1 antibiyotik iceren) DMEM/F-12 medyumu
koyulur ve homojen hale getirildikten sonra 25cm? lik flaska ekim yapilir.
Flask 37 °Cde % 5 COZ2li inkubatore kapagi hafif acik olacak sekilde

inkibasyona birakilir.

inkiibasyon sonrasinda flask inkibatérden alinir ve steril ortamda Laminar
kabinde, flask icerisindeki medyum dokuilir ve 0,5 ml tripsin-EDTA ilave
edilerek flask 3-4 dakika inkiibatdrde bekletilir. inkiibasyon sonrasinda

mikroskobik olarak hucrelerin flask ylzeyinden ayrilip ayrilmadiklari kontrol
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edilir.Hucrelerin yuzeyden ayrildiklari mikroskobik olarak gozlendikten sonra,
flaska medyum eklenerek hucreler falkon tupe aktarilarak 3500rpm’De 2
dakika santriflij edilir.Santriflj sonrasinda supernatant kismi uzaklastirilir ve

tupun dibinde kalan hucre pelleti sispanse edilir.

2.4.2. Hicre Sayimi

Hucre sayimi hemositometri ile yapilir.santriflij sonrasinda tipin dibinde kalan
hicre pelleti Uzerine 1 ml (%10 FBS ve %1 antibiyotik iceren) DMEM/F-12
medyum eklenir. Pipet yardimiyla pellet ve DMEM/F-12 suspanse edilir ve
suspanse edildikten sonra 10pl karisimdan alinip ependorf tlipe koyulur.
Uzerine 10ul tripan blue eklenip homojenize edilir. Karisimdan 10ul alinip
hemositometri lamina koyulur. Lam cihaza yerlestirildikten sonra sayim yapilir.
Tripan blue OlU hucrelerin icine girme o6zelligindedir ve bu nedenle sayim
yaparken koyu mavi gdziken hucreler 0lU, agik renkteki parlak hlcreler canli

olarak sayilir.

2.4.3. MCF-7 Kanser ve L929 Fibroblast hiicrelerinin in vitro kiiltiiriiniin
hazirlanmasi

Dondurulmus halde -80°C derin dondurucuda bulunan kriyotiplerdeki MCF-7
kanser ve L929 fibroblast hicreleri derin dondurucudan alinarak ¢ozuldr.
Falkon tup igerisine ¢ozilen MCF-7 ve fibroblast hucreleri koyulur ve Gzerine
1 ml DMEM/F-12 medyumu eklenip santriflj edilir. Santriflij sonrasinda
stpernatant atilir ve pellet 3,5 ml DMEM/F-12 medyumu ile sispanse edilip
25cm?lik flaska aktarilir. Flask kapagi hafif gevsetilerek 37 °C'de % 5 CO2
iceren inkubatore konulur. Her 24 saatte bir flask yuzeyinde hucrelerin
c¢ogalmalari mikroskobik olarak incelenir. Hucrelerin ¢ogalmalarina bagli
olarak, yuzey kaplamasi tamamlandiginda kualtur tripsinize edilerek hicreler

yeni bir flaska aktarilir.
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2.4 4 Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 Kanser ve L929 Fibroblast Hiicreleri

Uzerindeki Toksisitenin Belirlenmesi

Toksisite deneyi icin 48 well plate kullanilir. Hicre sayimindan sonra canli
hicre sayisina goére her wellde 20x10® hicre olacak sekilde hesaplama
yapilir.48 well plate’de her kuyucuga 200ul hicre koyulur ve 24 saat sure ile
inkiibasyona birakilir.24 saat sonunda hucrelerin well plate yluzeyine tutunup
tutunmadigi kontrol edilir.Kuyucuklardaki medyum bosaltilir. ilk kuyucuklar bos
kalacak sekilde diger kuyucuklara 100er pl medyum koyulur. 1mg/ml’lik
karisimlardan 6.25 ila 200 upg/ml konsantrasyonlarda 3 tekrarli olarak
cahsiimistir.Kontrol grubuna sadece medyum koyulur.48 saat inkibe edilir.
inkiibasyon sonunda well platelerdeki medyum bosaltilir. Fenol red’siz DMEM
kullanilarak hazirlanan DMEM/F-12 medyumdan 200 pl kuyucuklara koyulur,
Uzerine 10 pl WST-1 ¢ozeltisi ilave edilir. 37 °C’de 4 saat inkibe edildikten
sonra hucre yasayabilirliginin tespiti igin 48 kuyucuklu plate’in absorbans
yogunluk degerleri ELISA plate kuyucuda 420-480 nm’'de okunur. WST-1
toksisite testinde yasayan hucreler sari renk olustururken, olu hucrelerde renk

olusumu gozlenmez.

2.4.5.Bitki ekstraktlarinin MCF-7 Kanser ve L929 Fibroblast Hiicrelerinde

ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

ikili boyama metodu gekirdedi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
gostermektedir. Ribonuklease A kullanilir. — 20 °C’de saklanir (Sigma R-500).
Ribonukleaz A RNA'yI boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA'y1 yok eder.
Hoechst boyama: +4 °C’da saklanir (33342). Apoptotik hicreleri boyar. Bu
sayede gercek apoptotik hucreler belirlenir. Propidium lodide: +4 °C’de
saklanir. DNA’y1 ve RNA’yl boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu
gosterir. ikili boyama icin 48 well plate kullanilir. Hiicre sayimindan sonra
canl hiucre sayisina gore her well’de 20x10° hicre olacak sekilde hesaplama

yapilir.48 well plate’de her kuyucuga 200ul hicre koyulur ve 24 saat sure ile
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inkiibasyona birakilir.24 saat sonunda hucrelerin well plate ytzeyine tutunup
tutunmadigi kontrol edilir. Kuyucuklardaki medyum bosaltilir. ilk kuyucuklar
bos kalacak sekilde diger kuyucuklara 100er pl medyum koyulur.1mg/ml’lik
karisimlardan 6.25 ila 200 ug/ml konsantrasyonlarda 3 tekrarli olarak
cahisiimigtir. Kontrol grubuna sadece medyum koyulur.48 saat inkuibe edilir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyum bosaltilir ve her kuyucuga 70
gl ikili calisma sollsyonu(double staining ¢alisma solisyonu)eklenir.48 well
plate hi¢ 1slk gormeyecek sekilde kapatilip 15 dakika inkube edilir.
inkiibasyon sonunda floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza
ugramis hucrelerin ve FITC (480-520nm dalga boyunda) nekroza ugramis

hlcrelerin degerlendirmesi yapilacaktir.

2.4.6. xCELLigence RTCA ile Bitki Ekstraktlarinin MCF-7 Kanser ve

Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Proliferasyonun Belirlenmesi

Flasktaki hucrelerin  yeterli sayiya ulastigi mikroskobik incelemeyle
belirlendikten sonra igerisindeki medyum doékulir.0,5 ml tripsin-EDTA eklenir
flask 3-4 dakika inkibatorde bekletilir. inkiibasyon sonrasinda mikroskobik
olarak hucrelerin flask yuzeyinden ayriip ayriimadiklari kontrol edilir.
Hucrelerin ylzeyden ayrildiklari mikroskobik olarak gdzlendikten sonra, flaska
medyum eklenerek hicreler falkon tlpe aktarilarak 3500 rpm’de 2 dakika
santrifij edilir. Santriflj sonrasinda supernatant kismi uzaklastirlir ve tipun
dibinde kalan hucre pelleti Uzerine 1 ml DMEM/F-12 medyum eklenerek
suspanse edilerek hucre sayimi yapilir.96 e-plate’in her well'inde 10x102 hlcre
olacak sekilde hesaplama yapilir. E-plate’in her welline 100°’er yl medyum
koyulur. E-plate etivde bulunan xCELLigence ‘e yerlestirildikten sonra plate ile
cihazin ayni sicakliga ulasmasi icin 10 dakika beklenir.1 dakika cihazda
background okumasi yapildiktan sonra e-plate c¢ikarilir. Tum kuyucuklara
100’er ul hucre eklenir. Tekrar e-plate etuve yerlestirilip 10 dakika beklenir. 10
dakika sonunda okuma baslatilir. Hlcrelerin plate’e tutunmasi ve ¢ogalmasi

icin 24 saat bekletilir. 24 saat sonunda hucreler growth fazina gectiginde
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ekstraktlar uygulanir.E-plate etivden c¢ikarilir. Wellerdeki medyumlar bosaltilir.
Ilk kuyucuklar hari¢ kalan tim kuyucuklara 100’er pl medyum Kkoyulur.
1Tmg/mllik karigimlardan 6.25 ila 200 pg/ml konsantrasyonlarda 3 tekrarli
olarak calisilmistir. Plate’teki son 4 kuyucuk kontrol grubu olarak belirlenir.

Sadece medyum eklenir . e-plate etlve yerlestirilip 48 saat inktbe edilir.
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1.MCF-7 Kanser ve L929 Fibroblast Hiicrelerinin in vitro kiltiiriiniin

hazirlanmasi

Yapilan calismada elde edilen sonuglara gore -80°C derin dondurucudan

cikarihp ¢ézilen hicrelerin, in vitro kultlrd yapildiktan sonra 3 gun igerisinde
hicreler istenen sayiya ulasmistir. MCF-7 Kanser ve L929 fibroblast

hdcrelerinin mikroskop goruntuleri Sekil 3.1. ve sekil 3.2. de gdsterilmistir.

Sekil.3.1. L929 Fibroblast hicresi(Bar=65um-100X blyutmede LeicaDM6000

inverted Mikroskop ile gériintiilenmistir.)
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Sekil.3.2. MCF-7 Kanser hucresi (Bar=65um-100X buyutmede LeicaDM6000

inverted Mikroskop ile goriintiilenmistir.)

3.2.WST1 ile Toksisitenin Belirlenmesi

3.2.1.L.929 Fibroblast Hiicrelerindeki Toksisitenin Belirlenmesi

Elde edilen verilere gore Alchemilla turlerinin L929 fibroblast hucreleri
Uzerindeki toksisitesi Cizelge 3.1 ,3.2. ,3.3 ,3.4 ‘de belirtilmigtir.
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Cizelge 3.1. Alchemilla barbatiflora’nin L929 fibroblast hicreleri Uzerine

sitotoksik etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canlihk

Kontrol (O pg/ml) 0.326+ 100
6.25 pg/ml 0.306+0,009 93.8
12.5 pg/ml 0.298+0,018 91.4

25 pg/mi 0.292+0,03 89.5

50 pg/ml 0.25410,03 77.9
100 pg/ml 0.226+0,05 69.3
200 pg/ml 0.201+0,016 61.3

Cizelge 3.1.’deki WST-1 sonuglarina gére 200 pg/ml konsantrasyonda canhlik
orani duguk olmakla birlikte %61.3 oranindadir. 100pg/ml dozdaki canhlik 200
pg/ml konsantrasyondaki canliliktan %13 daha fazladir.50ug/ml’de canlhilik 100
pMg/ml konsanstrasyondan %11 fazladir. 25ug/ml, 12.5ug/ml ve 6.25ug/ml
konsantrasyonlarindaki canlilik yuksek konsantrasyonlara goére artis
gOstermigtir. Ayrica 6.25 ug/ml konsantrasyonda canlilik orani kontrol grubuna

yakin bir degerdedir.
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Cizelge 3.2. Alchemilla tiryalensis‘nin L929 fibroblast hiicreleri Gzerine

sitotoksik etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canlihk
Kontrol 0.326+ 100
6.25 pg/ml 0.289+ 88.6
12.5 pg/ml 0.282+0,01 86.5
25 pg/ml 0.280+0,02 85.8
50 pug/ml 0.276+0,07 84.6
100 pg/ml 0.264+0,067 80.9
200 pg/ml 0.253+0,004 77.6

Cizelge 3.2’deki WST-1 sonuglarina goére 200 pg/ml -100 pg/ml
konsantrasyonlarda canhlik birbirine yakindir.25ug/ml konsantrasyondaki
canlihk orani 50ug/ml ‘e gdére %1.1 artis gostermektedir. 6.25 pg/mi
konsantrasyondaki absorbans degeri Alchemilla barbatiflora’'ya gore %6.4

oraninda dusuktur.

Cizelge 3.3.Alchemilla orduensis’nin  L929 fibroblast hucreleri Uzerine

sitotoksik etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canlihk
Kontrol 0.326+ 100
6.25 pg/ml 0.292+0,017 89.5
12.5 ug/ml 0.282+0,02 86.5
25 pg/ml 0.279+0,02 85.5
50 pg/ml 0.27610,03 84.6
100 pg/ml 0.266+0,015 82.8
200 pg/ml 0.254+ 77.9
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Cizelge 3.3."deki WST-1 sonugclarina gére 200ug/ml konsantrasyondaki canlilik
orani kontrol grubuna gore %32.1 daha dusuktir. 200pg/ml ‘den dusuk

konsantrasyonlarda canlilik oranlari %2.3 oraninda artig gostermektedir.

Cizelge 3.4.Alchemilla speciosa ‘nin L929 fibroblast hiicreleri Gzerine etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canlihk
Kontrol 0.326+ 100
6.25 ug/ml 0.291+ 89.2
12.5 pyg/ml 0.280+0,02 85.8
25 pg/ml 0.266+0,021 82.8
50 pg/ml 0.264+0,03 80.98
100 pg/ml 0.260+ 79.7
200 pg/ml 0.256+ 78.5

Cizelge 3.4’deki WST-1 sonuglarina gére 100ug/ml konsantrasyondaki
canhlik 200 pg/ml konsantrasyona gore %1.5 artis gostermistir. 6.25ug/ml
konsantrasyondaki canllik 200ug/ml ‘e gore %14 artis gOstermistir.
Ekstraktlarin  fibroblast hicrelerindeki toksisitesine bakildiginda dusuk

konsantrasyonda canhligin en ylksek oldugu tir Alchemilla barbatiflora’dir.

3.2.2.MCF7 Hiicrelerindeki toksisitenin belirlenmesi

Elde edilen verilere gére Alchemilla tirlerinin MCF7 hicreleri Gzerindeki
sitotoksik etkisi Cizelge 3.5.,3.6.,3.7. ve 3.8.’de belirtilmisir.

Cizelge 3.5.Alchemilla barbatiflora’nin MCF-7 kanser hucreleri Uzerine etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canlilik
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Kontrol 3.369+ 100
6.25 pg/ml 3.11840,06 92.5
12.5 pg/ml 3.07240,031 91.1

25 pg/ml 3.041+0,011 90.23
50 pg/ml 2.98+0,05 88.4
100 pg/mi 2.93+0,02 86.9
200pg/ml 2.35+0,019 69.7

Cizelge 3.5."deki WST-1 sonuglarina gore 200ug/ml konsantrasyonda gortlen

toksik etki 100 pg/ml ‘de %24 oraninda azalmistir.100ug/ml'den daha dusik

konsantrasyonlardaki canlilik oranlari yaklasik olarak %2.4 oraninda artmistir.

Cizelge 3.6.Alchemilla tiryalensis’nin MCF-7 kanser hucreleri Uzerine etkisi

Konsantrasyon WST-1 % canhlik
Kontrol 3.369+ 100
6.25ug/ml 3.34+ 97.95
12.5 pg/ml 3.19+0,027 94.6
25 pg/ml 3.072+0,015 91.1
50 pg/ml 2.98+0,04 88.4
100 pg/ml 2.840,069 83.11
200 ug/ml 2.32+0,08 68.8

Cizelge 3.6."daki WST-1 sonuglarina gore 200 pg/ml konsantrasyonda canhlik

disuk olmasina ragmen, dusuk konsantrasyonlarda canhhigin belirgin bir

sekilde arttigi  gozlenmigtir.

Ozellikle

ve 6.25ug/ml

konsantrasyonlarindaki canlilik kontrol grubuna yakin degerlerdedir.

Cizelge 3.7.Alchemilla orduensis’in MCF-7 kanser hlcreleri Uzerine etkisi

55




Konsantrasyon WST-1 % canhlik
Kontrol 3.369+ 100
6.25 pg/ml 3.34+0,04 97.95
12.5 pg/ml 3.2+0,03 94.9
25 pg/ml 3.11840,04 92.5
50 pg/ml 3.07240,027 91.1
100 pg/ml 2.98+0,004 88.4
200 pg/ml 2.60+0,007 77.1

Cizelge 3.7.deki WST-1 sonuglarina gore disuk konsantrasyonlarda canhlik
orani 200ug/ml dozdaki canlihga gore oldukga fazladir. Ozellikle 6.25 pg/ml ve

12.5pug/ml konsantrasyondaki canlilik degerleri gozle gorultr sekilde yuksektir.

Cizelge 3.8.Alchemilla speciosa’nin MCF-7 kanser hlcreleri Gzerine etkisi

A.speciosa konst. WST-1 % canlihk

Kontrol 3.369+ 100
6.25 pg/ml 3.3410,016 97.95
12.5 pg/ml 3.118+0,021 92.5
25 pg/mi 2.9310,04 86.9
50 pg/ml 2.7+0,07 80.1
100 pg/ml 2.54+0,06 75.3
200 pg/ml 2.35+0,06 69.7

Cizelge 3.8.de gosterilen WST-1 sonuglarina gére 200ug/ml de 69.7 olan
canlihk orani 100pg/ml’ ‘de %8.6 artmistir.Dusik konsantrasyonlarda canlilik
oranindaki artis yaklasik olarak %7 ila %8 oraninda bulunmustur. Ozellikle
6.25 pg/ml konsantrasyonda absorbans degeri fazla buna bagh olarakta

canlilik fazladir.
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3.3.ikili Boyama ile Belirlenen Apoptotik ve Nekrotik indeks Sonuglari

3.3.1.Apoptotik indeks Sonuglari

MCF7 ve L929 fibroblast hlicrelerinde apoptozun belirlenmesi igin ikili boyama
metodu kullanilmigtir. ikili boyama solisyonu igerisinde bulunan Hoechst
(33342) flouresan boyasi DNA’ya baglanarak mavi flouresan i1sik altinda hicre
cekirdeklerinin mavi renge boyanmasini saglar. Apoptotik hicre cekirdekleri,

parcalanmig, daha parlak ve cekirdek sinirlari bozulmasi vb. 6zelliklerinden

diger mavi boyanmis c¢ekirdeklerden ayirt edilirler.

Cizelge 3.9.L.929 Fibroblast hicresine ait apoptotik indeks sonuglari

Ekst.Konst. |A.barbatiflora | A.orduensis | A.tiryalensis | A.speciosa
Kontrol
(medyum)
6.25ug/ml 2.5+0.707 1.5+0.707 1.5+0.707 1.5+0.707
12.5ug/ml 2.5+0.707 3.5+0.707 3.5+0.707 5+1.414
25ug/ml 3.5+0.707 5+ 4.5+0.707 5+1.414
50ug/ml 7.5+0.707 8+ 6.5+0.707 6.5+0.707
100pg/ml 15+ 10.5+0.707 o+ 9.5+0.707
200ug/ml 15.5+0.707 12+ 11+ 10.5+0.707

Cizelge 3.9.’da belirtilen sonuglara gore L929 fibroblast hlcrelerine uygulanan
Alchemilla barbatiflora turinin 200ug/ml ve 100ug/ml konsantrasyonlardaki
apoptotik indeksi diger tirlere goére daha ylksektir.50ug/ml ve daha disuk
konsantrasyonlarda apoptotik indeks dort Alchemilla tariinde de birbirine yakin

degerler vermigtir.
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Sekil 3.3.A. 200ug/ml A.barbatiflora’nin uygulandigi L929 fibroblast hicresi
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Sekil 3.3.ikili boyama ile boyanmis apoptotik L929 fibroblast hiicreleri
(Bar=65uM- 200Xbuyutmede Leica DM6000 ile goruntulenmigtir)

A)200ug/ml A.barbatiflora’nin uygulandigi L929 fibroblast hucresi

B)100pg/ml A.barbatiflora’nin uygulandigi L929 fibroblast hucresi

C)Kontrol grubu-Sadece medyum igeren L929 fibroblast hicresi

Cizelge 3.10.MCF-7 kanser hicrelerine ait apoptotik indeks sonuglari

Ekst.konst. |A.barbatiflora | A.orduensis | A.tiryalensis |A.speciosa
Kontrol 1+

(medyum)

6.25ug/ml 7t 4+1.414 9.5+0.707 | 3.5+0.707

12.5ug/ml 9.5+0.707 5+ 10+ 4.5+0.707
25ug/ml 10+ 5.5+0.707 12+ 6+1.414
50ug/ml 13+1.414 7t 14+0.707 6+1.414
100ug/ml | 16.5+2.121 10+ 21+ 7+
200ug/ml 22+ 13.5+0.707 26+1.414 10+

Cizelge 3.10.'da verilen sonuglara gére MCF-7 kanser hicreleri Uzerinde en

fazla apoptotik etkiye sahip olan tir Alchemilla tiryalensis’tir.200ug/ml ve

100ug/mi

gorulmastiur. Alchemilla barbatiflora tirinidn de Alchemilla tiryalensis’ten sonra

konsantrasyonlarda diger

turlerden

apoptotik indeksinin fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil3.4.A. 200 pg/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF7 hicreleri
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Sekil 3.4.Ikili boyama ile boyanmis apoptotik MCF7 hiicreleri(Bar=65um-200X
bayltmede Leica DM6000 ile goruntilenmistir)

A)200 ug/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF7 hicreleri
B)100 pug/ml Alchemilla barbatiflora’nin uygulandigi MCF7 hicreleri

C)Kontrol grubu-sadece medyum igcere MCF7 hucresi

3.3.2.Nekrotik indeks Sonuglari

MCF-7 kanser ve L929 fibroblast hucrelerinde nekrozun Dbelirlenmesi
igin,apoptozda oldugu gibi ikili boyama metodu kullaniimistir.ikili boyama
solisyonu igerisinde bulunan propodium iyodid floresan boyasi ile
boyandiginda nekroza ugramis hicrelerin gekirdekleri kirmizi floresan ve yesil
floresan 1sik altinda kirmizi olarak goérilmekte olup hUicrelerin nekroza

ugradigini gostermektedir.

Cizelge 3.11.L929 Fibroblast Hucrelerine ait nekrotik indeks sonuglari

Ekst.konst. |A.barbatiflora | A.orduensis |A.tiryalensis | A.speciosa
Kontrol 1+

(medyum)

6.25ug/ml 5+1.414 O+ 10+ 11.54£0.707

12.5ug/ml 7.5+£0.707 12.5+0.707 12+ 13+
25ug/ml 11+1.414 14+ 13.5£0.707 | 14.5+0.707
50ug/ml 20+ 16+1.414 14.5+0.707 18+1.414
100ug/ml 28.5+0.707 18+ 18.5£0.707 | 19.5+0.707
200pg/ml 35+ 22.5+0.707 20+ 20+
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Cizelge 3.11.de verilen sonuglara gore L929 fibroblast hucreleri Uzerinde en
fazla nekrotik etkiye sahip tlr Alchemilla barbatiflora’dir.200ug/ml, 100ug/ml,
50ug/ml konsantrasyonlarda diger tlrlerden daha fazla nekrotik etkiye sahip
oldugu belirlenmigtir. Ayrica nekrotik indekste belirtilen degerlerin WST-1

sonuglariyla paralellik gosterdigi gorulmustar.

Sekil3.5.A. 200ug/ml Alchemilla barbatiflora uygulanan L929 fibroblast

hicreleri
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Sekil 3.5.B. 100 ug/ml Alchemilla orduensis uygulanan L929 fibroblast

hicreleri




Sekil 3.5.ikili Boyama ile boyanmis nekrotik L929 fibroblast hiicreleri

(Bar=65um-200X buylutmede Leica DM6000 ile goruntulenmistir)

A)200ug/ml Alchemilla barbatiflora uygulanan L929 fibroblast hucreleri

B)100 pg/ml Alchemilla orduensis uygulanan L929 fibroblast hiicreleri

C)Kontrol grubu-Sadece medyum igceren L929 fibroblast hicresi

Cizelge 3.12.MCF7 hcrelerine ait nekrotik indeks sonuglari

Ekst.konst |A.barbatiflora | A.orduensis |A.tiryalensis | A.speciosa
Kontrol 1+

(medyum)

6.25ug/ml 5.5+0.707 2+0.707 2+ 2+

12.5ug/ml 7+ 3+ 4+ 7+1.414
25ug/ml 8.5+0.707 5+ 7+ 14+1.414
50ug/ml 10+ 7.5+0.707 11+1.414 18.5+0.707

100ug/ml 14+1.414 10+ 16.5+0.707 24+

200pg/ml 25+ 20+ 27+ 30+

Cizelge 3.12.de verilen sonuclara gére 200ug/ml konsantrasyonda MCF-7
kanser hucreleri Uzerinde en fazla nekrotik etkiye sahip olan tir Alchemilla
speciosa ‘dir.100ug/ml ila 50ug/ml konsantrasyonlarda da A.speciosa ‘nin

nekrotik indeksi diger turlere oranlar daha yuksektir.
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Sekil3.6.A. 200ug/ml Alchemilla speciosa’nin uygulandigit MCF-7 kanser

hicreleri




Sekil3.6.B. 100 pg/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF-7 kanser

hicreleri

e

Sekil 3.6. ikili boyama ile boyanmis nekrotik MCF-7 kanser hiicreleri

(Bar=65um-200X buylitmede Leica DM6000 Mikroskop ile gorintilenmistir)
A)200ug/ml Alchemilla speciosa’nin uygulandigi MCF-7 kanser hucreleri
B)100 pg/ml Alchemilla tiryalensis’in uygulandigi MCF-7 kanser hucreleri

C)Kontrol grubu-sadece medyum iceren MCF-7 kanser hlcresi

3.4.xCELLigence RTCA ile Hiicre Proliferasyonunun belirlenmesi
3.4.1.Bitki Ekstraktlarinin L929 Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki
Proliferasyonun Belirlenmesi

Elde edilen verilere gore L929 fibroblast hicrelerinin proliferasyon grafikleri
Sekil 3.7.,3.8.,3.9. ve 3.10’da verilmistir.
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Grafige gore(Sekil 3.7.) hucreler eklendikten sonra ilk 24 saat hicreler surekli
olarak c¢ogalmaya devam etmistir.200ug/ml konsanstrasyonda hucreler
26.saatten sonra 6lmeye baslamis ve 72 saat sonunda proliferasyon tamamen
durmustur. 100ug/ml konsantrasyonda 28.saate kadar hicreler ¢ogalmaya
devam etmig, 28.saat sonunda proliferasyon dusmeye baslamistir.72 saat
sonunda proliferasyon tamam durmustur.50ug/ml konsantrasyonda 54.saate
kadar hlicre sayisi artmaya devam etmis,54.saat sonunda proliferasyon
dismeye baslamistir.25ug/ml ve 12.5ug/ml konsantrasyonlarda 56.saate
kadar hlcre sayisi artmig,56.saatten sonra hicre sayisindaki dusus
olmustur.Fakat 72 saat sonunda proliferasyon durmamistir.6.25pg/ml,
3.125ug/ml,1.56ug/ml konsantrasyonlardaki proliferasyon de@erleri 72.saate
kadar ayni sekilde artmistir.
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Sekil 3.7. Alchemilla barbatiflora ‘nin L929 fibroblast hicrelerindeki

proliferasyonu
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Grafige gore (Sekil 3.8.) 200pg/ml ve 100ug/ml konsantrasyonda 28.saate
kadar hucreler ¢odalmaya devam etmis,28.saatten sonra proliferasyon
dismeye baslamistir.50ug/ml dozda 28.saate kadar hucreler ¢ogalmaya
devam etmis, 30.saate kadar hlicre sayisinda disus olmustur.32 -54.saatler
arasinda hucre sayisinda artis gozlenmigtir. 54.saatten sonra proliferasyon
azalmaya baglamistir.25ug/ml, 12.5 ug/ml,6.25ug/ml, 3.125ug/ml ve 1.56ug/ml
konsantrasyonlarda 30.saatte hlicre sayisindaki disltsten sonra proliferasyon

artmaya devam etmigtir.

T T T T T T T
30

Cell Index
—- [ [
in o in

o

=
n

Tirne {in Hour)

3,125 —_— 50
e 12,5 — 200
— Kontrol

Sekil 3.8. Alchemilla tiryalensis’nin L929 fibroblast hiicrelerindeki

proliferasyonu

Grafige gore (Sekil 3.9.) 200ug/ml konsantrasyonda 30.saate kadar hucreler

¢ogalmis 30.saatten sonra hicre sayisi dugsmeye baslamistir.72.saat sonunda
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proliferasyon tamamiyle durmustur.100ug/ml dozda hucre sayisi Ozellikle
48.saatten sonra azalmaya baslamig, fakat 72.saatte henlz proliferasyon
tamamen durmamistir. 50ug/ml konsantrasyonda 27.saate kadar hucreler
cogalmaya devam etmis 28. ila 30.saatler arasinda hiicre sayisinda azalma
gozlenmistir.30. ila 54.saatler arasinda tekrar hicreler ¢ogalmaya
baslamistir.55.saatten itibaren 72 saate kadar proliferasyon digsmeye devam
etmistir.25ug/ml, 12.5ug/ml,6.25ug/ml,3.125ug/ml ve 1.56ug/ml
konsantrasyonlarda 28.saate kadar hucre sayisinda artig gorulmustur.28 ila
32.saatler arasinda hicre sayisi azalmig ve tekrar artmaya devam

etmistir.56.saatten sonra proliferasyon azalmaya baslamistir.
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Sekil 3.9. Alchemilla orduensis’in L929 fibroblast hicrelerindeki proliferasyonu

Grafige gore (Sekil 3.10.) 200ug/ml ile 100ug/ml konsantrasyonlarda hiicre
sayisi 28.saatten itibaren azalmaya baslamis ve 72.saat sonunda
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proliferasyon tamamen durmustur.50ug/ml ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda
26.saate  kadar hucre sayisi artmis 26.-34.saatler arasinda bir dusus
g6zlenmistir.34.-54 .saatler  arasinda tekrardan hlicre  proliferasyonu
artmistir.54. ila 72.saatler arasinda proliferasyon dusmustir.12.5
pMg/ml,6.25ug/ml,3.125ug/ml ve 1.56pg/ml  konsantrasyonlarda 26.saatten
32.saate kadar hucre sayisi azalmistir. 32.saatten 54.saate kadar 12.5ug/ml
ve 6.25u/ml dozdaki hucreler ¢ogalmaya devam etmistir.54.saatten sonra
proliferasyon azalmistir. 3.125 ila 1.56ug/ml dozdaki hiicreler ise 32.saatten

72.saate kadar gogalmaya devam etmigtir.

BE PP T RPN PP TP e PP P
25 b :

= C

z :

= : N

=15 :

= F :

O o :

05 s :
:

T3 ST A A B . i i
oa 120 240 36.0 450 0.0 720

Time (in Hour)

— 1,56 25

3,125 — 50
— 5,25 | Q0
. 12,5 — 200
—  Kontrol

Sekil 3.10. Alchemilla speciosa’nin L929 fibroblast hlicrelerindeki

proliferasyonu
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3.4.2.Bitki Ekstraktlarinin MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Proliferasyonunun
Belirlenmesi

Elde edilen verilere gore Alchemilla barbatiflora,A.tiryalensis,A.orduensis,
A.speciosa’nin MCF7 hucreleri Gzerindeki proliferasyon grafikleri Sekil 3.11.,

3.12., 3.13. ve 3.14. ‘te gosterilmigtir.

Grafige gore (Sekil 3.11.) 200ug/ml ve 100ug/ml konsantrasyonlarda 18.- 20.
saatler arasinda hucreler cogalmistir.20.saatten sonra hucre sayisinda dugus
gozlenmis ve 48.saatte proliferasyon durmustur.50ug/ml ve 25 ug/ml
konsantrasyonlarda  20.saate = kadar  hucreler ¢ogalmaya devam
etmis,20.saatten sonra proliferasyonda sdrekli bir dagsus gozlenmigtir.
12.5ugml,6.25ug/ml, 3.125ug/ml ve 1.56 p/ml konsantrasyonlarda 20.saatten

sonra proliferasyon azalmistir.
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Sekil 3.11. Alchemilla barbatiflora’nin MCF-7 kanser hlcrelerindeki
proliferasyonu

Grafige gore (Sekil 3.12.) 200ug/ml konsantrasyonda 20.saate kadar hicre
sayisi artmisg,20.saatten sonra proliferasyonda dusus goézlenmistir.100ug/ml
dozda 22.saat kadar hulcreler gogalmaya devam etmis,22.saatten sonra
proliferasyon azalmaya baslamistir.100 pg/ml konsantrasyonda 32.saat
sonunda proliferasyon tamamiyle durmustur.50ug/ml ve 25 ug/ml
konsantrasyonlarda 20.saate kadar hicreler ¢ogalmaya devam
etmistir.25.saate kadar hicre sayisi azalmistir.25.saat sonunda proliferasyon
tekrar artmaya baslamistir.46.saat sonunda proliferasyon dismeye
baslamistir.12.5ug/ml,6.25ug/ml,3.125ug/ml ve 1.56 pg/ml konsantrasyonlarda
25.saatte hucre sayisindaki artisin ardindan,43.saatte proliferasyon dismeye

baglamistir.
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Sekil 3.12. Alchemilla tiryalensis’nin MCF-7 kanser hicrelerindeki

proliferasyonu

Grafige gore (Sekil 3.13.)200ug/ml konsantrasyonda 20.saate kadar hucreler
¢ogalmaya devam etmis,20.saatten sonra proliferasyon azalmistir.100ug/ml,50
pug/ml ve 25 pyg/ml dozda 20-25.saatler arasinda hicre sayisi azalmis,25.saat

sonunda tekrar artmaya baglamistir.
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Sekil.3.13. Alchemilla orduensis’nin MCF-7 kanser Hulcrelerindeki

Proliferasyonu
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Grafige gore (Sekil 3.14.)200ug/ml konsantrasyonda 19 ila 21.saatler arasinda
hicre sayisi azalmistir.21 ila 24.saatler arasinda huicreler g¢ogalmaya
baslamistir.24.saatten sonra proliferasyon dismeye baslamistir.100ug/ml
dozda 18.saatten sonra proliferasyon azalmaya baslamistir ve 48.saat
sonunda tamamen durmustur.50ug/ml ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda
18.saatten sonra proliferasyonda dusls gozlenmistir.24.saat sonunda
hlcrelerde hafif bir artis gértlmustir.48.saat sonunda proliferasyon tamamiyle
durmustur. 12.5ug/ml, 6.25ug/ml ,3.125ug/ml ve 1.56 p/ml konsantrasyonlarda
18 ila 24.saatler arasinda hucre sayisinda dusus gozlenmigstir.24.saatten sonra

hlcre sayisinda az miktarda artig gérulmastur.
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Sekil.3.14.Alchemilla speciosa’in MCF7 hiicrelerindeki proliferasyonu
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Yapilan bu calismada; bazi Alchemilla turlerinden elde edilen bitki
ekstraktlarinin mcf-7 kanser ve L929 fibroblast(normal) hicre hatlarindaki
sitotoksik etkisi ile birlikte , apoptotik —nekrotik etkisi ve proliferasyon

sonugclari incelenmisgtir.

WST-1 metodu ile Alchemilla barbatiflora,Alchemilla tiryalensis, Alchemilla
orduensis ve Alchemilla speciosa tiurlerinin L9929 fibroblast ve MCF-7
hicrelerindeki toksisitesi arastiriimistir.Elde edilen sonuglara gére 200 pg/mi
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda L929 fibroblast hucreleri Gzerinde en fazla
toksik etkiye sahip olan tir Alchemilla barbatiflora olarak belirlenmistir.
Alchemilla barbatiflora’nin toksisitesi, A.tiryalensis,A.orduensis, A.speciosa
turlerinin L929 fibroblast hucreleri Uzerindeki toksisitesinden yaklasik olarak
%5 daha fazladir. Ayni zamanda A.barbatiflora’nin en dusik doz olan 6.25

pg/ml’deki canlihk diger ekstraktlara gére %5.6 daha yuksektir.

MCF-7 hucreleri Gzerindeki toksisite incelendiginde yuksek konsantrasyonda
en toksik olan tir Alchemilla tiryalensis’tir. Dort ture ait ekstraktin MCF-7
hicrelerinde en disuk doz olan 6.25ug/ml ‘de ortalama canlilik orani %96.5
‘tir. Bu sonuglar L929 fibroblast hicrelerindeki toksisite ile karsilastirildiginda
6.25 pg/ml konsantrasyonda L1929 fibroblast hucrelerindeki canliligin
ortalama %90.8 oldugu goérulmustir. Elde edilen sonuglara goére
A.barbatiflora, A.tiryalensis, A.orduensis, A.speciosa tlrlerine ait ekstraktlarin
MCF-7 hucrelerine oranla L929 fibroblast hlcrelerinde daha toksik oldugu

gOrulmustar.

ikili boyama ile elde edilen apoptotik indeks sonuglarina gére L929 fibroblast
hicrelerinde en ylksek konsantrasyon olan 200ug/ml ‘de en ¢ok apoptoz
gOrilen tar Alchemilla barbatiflora’dir. A.tiryalensis, A.orduensis, A.speciosa
turlerinin - 200 ug/ml dozdaki apoptoz oranlari yaklasik olarak aynidir.25
pMg/ml ila 6.25 pg/ml konsantrasyonlarda apoptoz orani dort tlr iginde

duisiktr.
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MCF-7 hucrelerindeki apoptotik indeks sonuglari incelendiginde 200 ug/ml
konsantrasyonda apoptozun en fazla goéruldigu tir Alchemilla tiryalensis’tir
ve apoptotik indeksi %25+1°dir. Alchemilla barbatiflora ‘da 200 pyg/ml dozda
%22+1  apoptotik indeks gorulur. Alchemilla orduensis ve Alchemilla
speciosa turlerinin 200ug/ml konsantrasyondaki apoptotik indeksleri ise

A.barbatiflora ve A.tiryalensis turlerine gore disuktir.

MCF-7 ve L929 fibroblast hucrelerinin apoptotik indekleri karsilastirildiginda
200 pg/ml dozda Alchemilla barbatiflora MCF-7 hicrelerinde %22+1
iken,L929 fibroblast hlcrelerinde %151 apoptoz orani gozlenmistir.
Alchemilla barbatiflora’nin  disik konsantrasyonlarda MCF-7 hicreleri
Uzerinde apoptotik etkisi L929 ‘a oranla daha fazladir. 50ug/ml dozda L929
fibroblast hucrelerinde %7+1 apoptotik hiicre var iken, MCF-7 hucrelerinde

bu oran %12 +1 ‘dir.

Alchemilla orduensis’in apoptotik indeksi incelendiginde L929 fibroblast ve
MCF-7 hucrelerinde apoptotik  indeksin  yakin  degerlerde  oldugu
gorulmektedir(Cizelge 3.9.,3.10.).

Alchemilla tiryalensis’in hlcreler Uzerindeki apoptotik etkisine bakildiginda
200ug/ml konsantrasyonda MCF-7 hucrelerinde %25+1 apoptoz goérulurken
L929 fibroblast hicrelerinde %11 £1 ‘dir.100ug/ml dozda MCF-7 hicrelerinde
apoptoz %20 *1 iken L929 fibroblast hicrelerinde %9+1 ‘dir. (Cizelge
3.9.,3.10).Sonu¢ olarak MCF-7 hucrelerinde apoptozun fazla olmasinin
nedeninin  A.tiryalensis ‘te  bulunan flavonoidlerin  antikanserojen

ozelliklerinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Alchemilla speciosa’in MCF-7 ve L929 fibroblast hicreleri Uzerindeki
apoptotik etkisi incelendiginde 200 ug/ml konsantrasyonda iki hicreninde
%101 oraninda sahip oldugu gorulmektedir.Daha dusuk
konsantrasyonlardaki indeksler incelendiginde sonuglar *2 yaklasik

degerlerde oldugu gorulmektedir(Cizelge 3.9.,3.10.).

ikili boyama metodu ile elde edilen nekrotik indeks sonuglarina gére L929
fibroblast hicrelerinde 200 pg/ml dozda nekroz en fazla Alchemilla

barbatiflora da gérulmustar. A.orduensis,A.tiryalensis, A.speciosa turlerinin
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L929 fibroblast hucreleri Gzerindeki nekrotik etkisi oranlari yakin
degerlerdedir(Cizelge 3.11.). Alchemilla barbatiflora’nin 25 ug/ml ila 6.25
pg/ml konsantrasyonlardaki nekrotik indeksi
A.orduensis,A.tiryalensis,A.speciosa turlerinden duguktur.L929 fibroblast

hicresi igin en toksik tlrin Alchemilla barbatiflora oldugunu sdylenebilir.

MCF-7 hucrelerinin nekrotik indeks cizelgesi incelendiginde,MCF-7 hucreleri
uzerinde en fazla nekrotik etkiye sahip olan tir Alchemilla speciosa
‘dir.200pug/ml dozda %30 *1 nekrotik hicre vardir.200 pg/ml dozda
Alchemilla tiryalensis %27+1 ,Alchemilla barbatiflora %25 %1, Alchemilla
orduensis %20+1 nekrotik hlcre gérulmustir. A.tiryalensis, A.barbatiflora,
A.orduensis turlerinin 50ug/ml ila 6.25 ug/ml dozdaki nekrotik etkileri yaklagik

olarak aynidir.

L929 fibroblast ve MCF-7 hucrelerinin nekrotik indeksleri karsilastiriidiginda
Alchemilla barbatiflora’nin L929 fibroblast Gzerinde nekrotik indeksin fazla
oldugu 200ug/ml dozda MCF-7 hucrelerinde ayni nekrotik etkinin gérilmedigi
Cizelge 3.11. ve Cizelge 3.12. de gosterilmistir. Ayni sekilde Alchemilla
speciosa’nin MCF-7 hucresi Uzerinde nekrotik indeksinin fazla oldugu 200
Mg/ml dozda L929 fibroblast hicrelerinde ayni etkiyi goéstermedigi

gorulmustar.
MCF-7 ve L929 fibroblast hicrelerinin proliferasyon sonuglari incelendiginde;

Alchemilla barbatiflora uygulanan MCF-7 hicrelerinde 200ug/ml dozda
20.saatten sonra proliferasyonun dismeye basladigi ve 48.saatte tamamiyle
durdugu gorulmustar.L929 fibroblast hucrelerinde ise 26.saatten sonra
hicrelerin  6lmeye basladigi ve 72.saatten proliferasyonu tamamiyle
durdurdugu gézlenmistir.100 ug/ml dozda ise MCF-7 hucrelerinin 20.saatten
sonra Olmeye basladii ve 48.saatte proliferasyonun tamamiyle durdugu
gOrulmustir.L929 fibroblast hicrelerinde ise 100ug /ml dozda L929 fibroblast
hicrelerinin 28.saate kadar ¢ogaldigi,28.saatten sonra ise proliferasyonun

azaldigi gorulmagtar.(Sekil 3.7.,3.11.)

Alchemilla tiryalensis uygulanan MCF-7 hucrelerinde 200 pg/ml dozda

20.saatten sonra hicre sayisinin azalmaya basladigi,32.saatten sonra ise
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hizli  bir gsekilde proliferasyonun  dustugu  gozlenmistir.100ug/ml
konsantrasyonda 32.saatte proliferasyonun tamamen durdugu
gorulmustar.(Sekil 3.12.)L929 fibroblast hulcrelerinde ise 200 pg/ml ila
100ug/ml  konsantrasyonlarda 28.saatten sonra hicre sayisinda dusus

gorulmustur.(Sekil 3.8.)

Alchemilla  orduensis  uygulanan  MCF-7  hucrelerinde  200ug/ml
konsantrasyonda 20.saatten sonra hicre sayisindan dusus gorulmustir.100
pMg/ml ila 50 ug/ml dozlarda 20 ila 25.saatler arasinda proliferasyon
azalmis,25.saatten sonra tekrar gogalmaya devam etmistir.(Sekil 3.13.) L929
fibroblast hucrelerinde ise 200ug/ml dozda 28.saatten sonra hicre sayisi
dismeye baslamistir.100ug/ml de ise 48.saatten sonra proliferasyon
azalmistir(Sekil 3.9.).

Alchemilla speciosa uygulanan MCF-7 hicrelerinde 200ug/ml dozda
24 saatten sonra proliferasyon diusmustir.100ug/ml’de ise 18.saatte hicre
sayisi azalmis 48.saatte proliferasyon tamamiyle durmustur(Sekil 3.14.)..929
fibroblast hicrelerinde 200 ug/ml ila 100ug/ml konsantrasyonlarda 28.saatten
sonra proliferasyon dusmeye baslamis 72.saat sonunda tamamen
durmustur.L929 fibroblast hicrelerinde en dustk konsantrasyonlar olan
3.125 pg/ml ila 1.56 ug/ml de 32-72.saatler arasinda hucreler ¢ogalmaya
devam etmistir(Sekil 3.10.).

Sunulan bu c¢alisma ile A. barbatiflora,A. tiryalensis,A. orduensis ve A.
speciosa turlerinin ylUksek konsantrasyonlarda L929 fibroblast hucreleri
Uzerinde toksisitesinin MCF-7 hicrelerine gére daha fazla oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica ekstraktlarin toksik oldugu dozlarda nekrotik indeksin fazla
oldugu goérulmustir. Sonuglarin glvenilirligi agisindan yapilan xCELLigence
RTCA daki datalar WST-1 ikili boyama sonuglarini desteklemektedir.
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