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Tez c¢alismalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edildigini; akademik
ve bilimsel etik kurallarina uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica, akademik ve
bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez ¢alismasi sirasinda elde edilmemis baskalarina ait
tiim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.
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KULTURLERINDE TUZLULUK STRESI ETKILERININ
TRANSKRiPSYONEL DUZEYDE iNCELENMESI VE BiTKIiNiN IN VITRO
KULTURLERINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTIN SITOTOKSISITE,
YARA IYILESTIRME VE ANTIKANSER OZELLIKLERININ HUCRE
HATLARI UZERINDE ARASTIRILMASI

Sevil YENIOCAK

Doktora Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ergun KAYA
Haziran 2024, 128 Sayfa

Pedaliaceae ailesi liyelerinden olan susam; arkeolojik kanitlar, morfolojik ve
sitogenetik caligmalar ile tarimi yapilan ilk yagl tohumdur. Susam tohumlarinin,
tohum yaglariin ve gesitli organlarinin lignanlar, polifenoller, fitosteroller, fenoller,
antrakinonlar, serebrositler, yag asitleri, vitaminler, proteinler, esansiyel amino asitler
ve sekerler dahil olmak {tizere 180'den fazla fitokimyasal bileseni modern
arastirmalarla izole edilmis ve tanimlanmigtir. Susam bitkisinin tohumu ve yaginin
biyokimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri {izerine bir¢ok ¢aligma yapilmistir.
Gida katki maddesi olarak kullaniminin yani sira, yatistirici, hafif miishil, yumusatici,
antifungal, analjezik, antikanser ve antiproliferatif aktiviteleri, B ve E vitamini
takviyesi, serum Kkolesterolii (lipit) ve kan basincini diisiirme potansiyeli
bulunmaktadir. S. indicum L. ile sinonim olan S. orientale, 6nemli bir eski yillik yagh
tohum bitkisidir ve genellikle tropik, subtropik bolgelerde ve 1liman iklim kusaklarina
uygun sicaklik ve yagis kosullarinda yetisebilmektedir. Ulkemizde en fazla ekim
alanina sahip iller; Manisa, Antalya, Usak, Mugla ve Adana’ dir. Tez ¢aligmasinin
materyali, Tiirkiye’de sadece Mugla’nin Gokova havzasinda geleneksel yontemlerle

yetistirilen ve Tiirkiye'nin en kaliteli susami olarak bilinen ve olduk¢a 6nemli bir
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sekonder metabolit kaynagi olan Gokova susamina ait biyoteknolojik ve molekiiler
diizeyde yaklagimlar, in vitro kiiltiir uygulamalari ve bitki ekstraktlarinin sitotoksisite,
yara iyilestirme, antikanser 6zelliklerinin hiicre hatlari {izerinde arastirilmasi yonelik

yapilan ilk caligmadir.

Toprak tuzlulugu, diinya ¢apinda bitki verimliligini ciddi sekilde sinirlayan 6nemli bir
abiyotik strestir ve fizyolojik, molekiiler ve fonksiyonel genomik calismalar, tuz
toleransina iligkin 6nemli bilgiler saglamistir. Bu ¢alismada, yerel susam cesidimiz
"Gokova"nin in vitro kiltiirlerinde tuzluluk stresinin biiyiime ve gelisme {izerine
etkileri degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, siirglin uglarinin
%100'e kadar rejenere oldugu belirlenmistir. Bu uygulamalardan sadece 100mM NaCl
iceren aktif komiirlii besin ortaminda gelisen siirgiin ug¢larinda bu oranin %86'a
diistiigii goriilmiistiir. Ayrica tiim kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen veriler
1s1¢1nda hesaplanan siirgiin olusturma kapasitesi indeksleri karsilastirildiginda, aktif
komiirlii ortamlarda bir diisiis oldugu oldukc¢a belirgindi. Bu baglamda, susam
bitkisinin “Gokova” ¢esidinin tuzluluk direncinin yiiksek oldugu, fakat aktif komiir
uygulamasinin bu direnclilik iizerinde beklenenin aksine negatif bir etkisinin

olabilecegi soylenebilir.

S. orientale “Gokova” susami tohumlart yiizey sterilizasyonu sonrasi in vitro ortama
aktarilarak mikrogogaltim yontemiyle klonal ¢ogaltimi gergeklestirilen bitkilerden
elde edilen ekstrakt; L929 fibroblast, MCF-7 meme ve A549 akciger epitel hiicre
hatlarinda kullanilarak antiproliferatif aktivitesi arastirilmistir. Calismamizda bitki
ekstraktimizin antikanser etkinligini karsilastirmak igin cisplatin pozitif kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Hiicre uygulamalarindan elde edilen ICso degerleri sirasiyla,
A5491¢in 922,73 pg/mL (bitki 6ziitii) ve 43,00 pg/mL (cisplatin), MCF-7 i¢in 1837,06
ug/mL (bitki 6ziitii) ve 12,50 pg/mL (cisplatin) ve 1929 i¢in 154,70 ug/mL (bitki
oziitii)’dir. Bitki ekstrakti ICso ve altindaki (150, 100, 50 ve 25 pg/Petri) dozlarda L929
fibroblast hiicre kiiltiirleri lizerinde yapay olarak olusturulan yaralarin 48 saat i¢inde
tyilesmesini saglamistir. Bitki ekstrakti, cisplatinle kiyaslandiginda A549 ve MCF-7
hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar 15181nda susam bitkisi ekstraktinin azalan dozlarda yara iyilestirme
potansiyeline, artan dozlarda ise antikanser aktivite potansiyeline sahip olabilecegi

gorilmiistir. Mevcut c¢alisma, gelecekte farkli hiicre hatlarinda yapilacak



uygulamalarla, yara iyilestirme ve/veya antiproliferatif potansiyele sahip bir ilacin

gelistirilmesi i¢in faydali bir kaynak olabilir.

Anahtar Kelimeler: S. orientale “Gokova”, Mikrogogaltim, Tuzluluk, 1.929 Murine
Fibroblast, A549 akciger kanseri hiicre hatti, MCF-7 meme kanseri hiicre hatt.
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ABSTRACT

Sesamum orientale L. cv. INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF
SALINITY STRESS ON THE IN VITRO CULTURES OF THE “Goékova”
PLANT AT THE TRANSCRIPTIONAL LEVEL AND INVESTIGATION OF
THE CYTOTOXITY, WOUND HEALING AND ANTI-CANCER
PROPERTIES OF THE EXTRACT OBTAINED FROM THE IN VITRO
CULTURES OF THE PLANT ON CELL LINES

Sevil YENIOCAK

Doctor of Philosophy (PhD)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Moleculer Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ergun KAYA
June 2024, 128 pages

Sesame, a member of the Pedaliaceae family, is the first oilseed to be cultivated with
archaeological evidence, morphological and cytogenetic studies. More than 180
phytochemical components of sesame seeds, seed oils and various organs, including
lignans, polyphenols, phytosterols, phenols, anthraquinones, cerebrosides, fatty acids,
vitamins, proteins, essential amino acids, and sugars, have been isolated and identified
by modern research. Many studies have been conducted on the biochemical properties
and biological activities of sesame seed and oil. In addition to its use as a food additive,
it has sedative, mild laxative, emollient, antifungal, analgesic, anticancer, and
antiproliferative activities; vitamin B and E supplementation, and the potential to lower
serum cholesterol (lipid) and blood pressure. S. orientale, synonymous with S. indicum
L., is an important old annual oilseed plant and can generally grow in tropical,
subtropical, and temperate climate zones under temperature and rainfall conditions.
Our cities with the most cultivation area are Manisa, Antalya, Usak, Mugla, and
Adana. The material of the thesis study consists of biotechnological and molecular
approaches, in vitro culture applications, and the cytotoxicity of plant extracts of
Gokova sesame, which is grown with traditional methods only in the Gékova basin of

Mugla in Turkey, is known as the highest quality sesame in Turkey, and is a very
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important source of secondary metabolites. This is the first study to investigate wound

healing and anticancer properties in cell lines.

Soil salinity is a major abiotic stress that severely limits plant productivity worldwide,
and physiological, molecular, and functional genomic studies have provided important
insights into salt tolerance. In this study, the effects of salinity stress on growth and
development in in vitro cultures of our local sesame variety "Gokova" were evaluated.
According to the results obtained from the study, it was determined that the shoot tips
were regenerated up to 100%. Among these applications, it was observed that this rate
decreased to 86% in shoot tips growing in activated charcoal nutrient medium
containing only 100 mM NacCl. In addition, when the shoot formation capacity indices
calculated in light of the data obtained from all control and application groups were
compared, it was quite obvious that there was a decrease in activated charcoal
environments. In this context, it can be said that the salinity resistance of the "Goékova"
variety of sesame plant is high, but the application of activated charcoal may have a

negative effect on this resistance, contrary to expectations.

Extract obtained from plants whose S. orientale “Gdkova” sesame seeds were
transferred to the in vitro environment after surface sterilization and clonal propagation
was carried out by micropropagation method; Its antiproliferative activity was
investigated using L929 fibroblast, MCF-7 breast and A549 lung epithelial cell lines.
In our study, cisplatin was used as a positive control group to compare the anticancer
effectiveness of our plant extract. The ICsp values obtained from cell treatments were
922.73 pg/mL (plant extract) and 43.00 pg/mL (cisplatin) for A549, 1837.06 ng/mL
(plant extract) and 12.50 pg/mL (cisplatin) for MCF-7, and 154.70 pg/mL (plant
extract) for L929, respectively. Plant extract at doses of 1Cso and below (150, 100, 50
and 25 pg/Petrile) enabled the healing of artificially created wounds on L929 fibroblast
cell cultures within 48 hours. The plant extract showed a statistically significant
increase in A549 and MCF-7 cell lines compared to cisplatin. In light of the results
obtained from this study, it was observed that sesame plant extract may have wound
healing potential in decreasing doses and anticancer activity potential in increasing
doses. The current study may be a useful resource for the development of a drug with
wound healing and/or antiproliferative potential with future applications in different

cell lines.
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HayatimdaKi en giicli kadin Anneme ve
En biiyiik sansim olan Babama. ..



ONSOZ

“Sesamum orientale L. cv. “Gdkova” Bitkisinin In Vitro Kiiltiirlerinde Tuzluluk Stresi
Etkilerinin Transkripsyonel Diizeyde Incelenmesi ve Bitkinin In Vitro Kiiltiirlerinden
Elde Edilen Ekstraktin Sitotoksisite, Yara Iyilestirme ve Antikanser Ozelliklerinin
Hiicre Hatlar1 Uzerinde Arastirilmas1” adli tez ¢alismam Bitki Genetigi ve Tarimsal
Biyoteknoloji Tematik Alan YOK 100/2000 Doktora Burs Programi ve Tiibitak 2211-
A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programi tarafindan desteklenmeye hak kazanmistir.
Tez ¢alimam icin gosterdikleri desteklerden dolayr Yiiksek Ogretim Kurumu ve
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora egitimim siiresince bilgi ve tecriibesiyle yol gosteren, hem hayata dair hem
de akademik bilgilerini benimle paylasan, hi¢cbir durumda ve kosulda destegini
esirgemeyen, hayatimin her doneminde yanimda gérmek istedigim, gerek okul, gerek
sosyal hayatimda her alanda yanimda olan, Onerilerini ve sdylediklerini dikkate
aldigim, ¢ok sevdigim ve saygi duydugum degerli danisman hocam Prof. Dr. Ergun
KAYA’ ya sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez calismam siiresince beraber ¢aligma firsatt buldugum, bilgi ve deneyimlerini
benimle paylasan, ¢alismalarimda bana yol gosteren, kendisine ne zaman danigsam
bana kiymetli zamanini ayirip sabirla ve biiyiik bir ilgiyle bana faydali olabilmek i¢in
elinden gelenden fazlasini sunan her sorun yasadigimda yanina c¢ekinmeden
gidebildigim, giiler yiizlinlii ve samimiyetini benden esirgemeyen ¢ok sevgili hocam
Prof. Dr. Nurdan SARAC’ a tesekkiirii bir borg bilirim.

Doktora tez izleme komitesinde yer alan, doktora tez savunmamin jiiri bagkani ¢ok
kiymetli Prof. Dr. Aysel UGUR hocama, yolumuzu aydinlatan 6ngoriisiiyle uzakta
olsa da her daim verdigi destegiyle, gosterdigi hosgorii ve ¢alismalarimiza sundugu
katkilar i¢in miitesekkirim.

Tez savunmamda jiiri iiyeligi yapip, tezimi dikkatle inceleyen ve eksik gordiikleri
kisimlarda bana fikirleri ile yol gosteren Dog. Dr. Aysegiil YILDIZ ve Dog. Dr. Rukiye
BORAN GULEN hocalarima cok tesekkiir ederim.

Doktora tez ¢alismalarim boyunca bana destek olan, susam seriiveninde beraber yola
ciktigim her zaman bilgi ve deneyimleriyle destegini benden esirgemeyen sevgili
calisma arkadagim Ars. Gor. Selin GALATALI ya, her durumda bana yardim eli
uzatan, her kosulda motive eden, her zaman varliklarini hissettigim, beraber
calismaktan ¢ok keyif aldigim, bana aile gibi hissettiren, ¢ok degerli arkadaslarim
Zemheri SAMAN ve Irem DEMIR e en igten duygularimla sonsuz tesekkiir ediyorum.

Doktora egitimim siiresince yer aldigim, laboratuvar ¢alismalarinda tecriibe edinme
sans1 buldugum Mugla Cevre Sorunlar1 Arastirma Merkezi’ ndeki hocalarima ve bitki
materyali temininde yardimci olan Mugla Biiyiiksehir Belediyesi, Tarimsal Hizmetler
Boliimii, Yerel Tohum Merkezi ¢alisanlarina tesekkiir ederim.
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Laboratuvar ¢aligmalarim siiresince bana yardimci olan arkadaglarim Ugur Kaya,
Onur Celik, Damla Ekin Ozkaya, Hacer Agar, Sedat Cicek, Taner Mercan, Burcu Dal
ve Muammer Ceylan’a ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatimda iyi ki var dedigim, destegi ve ilgisini hi¢bir zaman eksiltmeden, her kosulda
yanimda olan, yaptigim ve yapacagim her calismada basarili olabilecegime olan
inanci, bana olan giivenini her zaman hissettiren sevgili esim Mehmet YENIOCAK’a
sonsuz tesekkiirler. Ayrica egitim siirecimin en iyi takipgisi, giilen yliziim, biricik
oglum Hasan Eymen; gosterdigin destek, sabir ve sonsuz sevgi i¢in varligina
miitesekkirim.

Beni egitim hayatim boyunca her zaman yiireklendiren, bugiinlere gelmemi saglayan,
uzakta olsa da destegini ve ilgisini eksik etmeyen, kosulsuz sevgi ve giiven duygusuyla
beni sarip sarmayalan varliklarina siikrettigim, canim anneme ve babama sonsuz
sevgimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

1.1. Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Tibbi ve aromatik bitkiler gida, ila¢ ve kozmetik basta olmak tizere bir¢ok kullanim
alanma sahiptirler ve insanlik tarihinin baslangicindan itibaren bu bitkilerin bu
amaglarla kullanildiklar1 bilinmektedir. Tibbi ve aromatik bitkilerin en ¢ok bilinen ve
arastirmaya konu olan &zellikleri tedavi amagli kullanimlaridir. Bitkilerle tedavi;
geleneksel tedavi, tamamlayici tedavi ve dogal tedavi gibi farkli isimlerle, az gelismis
ve gelismekte olan ilkeler basta olmak iizere, diinyanin bir¢ok {ilkesinde
kullanilmaktadir (Acibuca ve Budak, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ne gore
geleneksel tip; fiziksel ve ruhsal hastaliklara karst korunmak, teshis etmek,
iyilestirmek ve/veya tedavi etmenin yaninda sagligi korumak icin kullanilan, farkli
kiiltiirlere 6zgli teori, inan¢ ve deneyimlere dayanan, agiklanabilen veya
aciklanamayan bir dizi bilgi, beceri ve uygulamalaridir (Anonim, 2017a). Bitkilerin
tibbi amacl kullanimi tilkelerin gelismislik diizeyine gore degisiklik gostermektedir.
Gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’ 1 bitkisel {iriinleri tibbi amaclarla
kullanmaktadir. Asya, Afrika ve Orta Dogu bolgelerinde bulunan gelismekte olan bazi
tilkelerde bu oran % 95’e kadar ¢ikarken, gelismis tilkelerden; Almanya’da bu oran %
40-50, ABD’de % 42, Avustralya’da % 48 ve Fransa’da % 49’dur. Ancak en 6nemli
bitkisel tibbi iiriinlerin ticaret merkezleri de Almanya, ABD, Japonya ve Ingiltere’de

bulunmaktadir (Titz, 2004).

Tibbi bitkiler icerdikleri sekonder metabolitler sayesinde, c¢ok eski gaglardan
giinlimiize kadar, tedavi ve hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilmaktadirlar.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ya gére giiniimiizde kullanilan farmasétik ilaglarin %
25’1 sifal bitkilerden elde edilmektedir. Yine Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’ya gére
Diinya ¢apinda satilan ilaglarin % 30’u bitkisel materyallerden elde edilen bilesikler
igcermektedir (FAO, 2005). Giiniimiizde ilag¢ endiistrisinin trettigi sentetik ilaglarin
ciddi yan etkileri nedeniyle insanlar, bitkileri dogal yollarla sifa bulmak i¢in yeniden
kullanmaktadirlar (Munda vd., 2019).



Bitki sekonder metabolitleri, primer metabolitler gibi bitkinin hiicresel metabolik
stiregleri igin elzem olmayip, onun ikincil ihtiyaglar icin (biyotik ve abiyotik stres
yanitlar1 vb.) gerekli olan ikincil metabolizma iriinleridir (Yang vd., 2018). Bu
bilesikler genellikle bitkilerin biyotik veya abiyotik streslere karsi korunmasinda
gorevlidirler. Ikincil metabolitler, streslere yanit olarak yiiksek oranda indiiklenebilen

farkli metabolit ailelerine aittirler (Pagare vd., 2015).

Bitkiler, temel ihtiyaglari i¢in sentezledikleri protein, yag ve karbonhidrat gibi temel
besinlerin yaninda taksoidler, polisakkaritler ve flavonlari i¢eren sekonder bilesiklerin
de sentezini gergeklestirebilirler. Boylece bakteri, fungus hatta diger bitkilerin (tam ve
yari-parazir bitkiler vb.) / hayvanlarin (¢esitli bdcekler, herbivor memeliler vb.)
olusturdugu tehditler ile yasadiklar1 biyolojik stres ve kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar
gibi abiyotik streslere karsi adaptasyon saglayabilmektedirler (Bennett ve Wallsgrove,
1994; Wink, 2008).

1.1.1. Pedaliaceae (Susamgiller) Ailesi

Cok yillik, aromatik kokulu, hermafrodit ¢icekli bitkilere sahip olan Lamiales takimina
ait olan Pedaliaceae familyasi, pedalium veya susam ailesi olarak bilinen bitki ailesidir
(Tamokou vd., 2017). Pedaliaceae familyasi iiyeleri tropik ve subtropik bolgelerde
yetisen, bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir (Sekil 1.1.). Yapraklar altta dekussat, iistte
alternan diziliglidir. Cigekler zigomorftur ve yapraklarin koltugundan tek veya salkim
halinde ¢ikar. Kaliks 5 sepalli, korolla genis bir tiip seklinde ve bilabiattir. Stamen 4
tane ve didinamdir. Ovaryum st durumlu ve iki karpelli, iki veya dort gozlidiir.
Meyva lokulusit kapsula veya nuks seklindedir (Yentiir, 1995). Familya yeryiiziinde
16 cins ve yaklagik 55 tiir ile temsil edilmektedir (Angiosperm Phylogeny Group,
2009).
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Sekil 1.1. S. orientale L bitkisine ait govde, yaprak, ¢icek ve meyvelerin morfolojik yapilari
(Anonim, 2024c).

1.1.2. Sesamum

Sesamum L. cinsi, Pedaliaceae'nin ¢igekli bitki familyasina ait, diinya ¢apinda yaygin
olarak kabul edilen 30 tiirle temsil edilmekte olup, bunlardan 26 adedi yabani, 13 adedi
kismen kiiltiirii yapilan ve sadece bir adedi kiiltlirii yapilan susam tiirlerinden (S.

indicum L.) (The Plant List, 2013) olusmaktadir.

Antik ¢aglardan beri tarimi1 yapilan susamin yabani ve kiiltiire alinmis bir¢ok ¢esidi
bulunmaktadir (Anilakumar vd., 2010). Sesamum cinsi igerisinde en ¢ok yetistirilen
tird S. indicum'dir (Ashri, 1998). Kobayashi ve arkadaslar1 (1990), bu cinse ait 36 tiir
tespit edilmis olup, bunlarin yimi ikisi Afrika'da, besi Asya'da, yedisi hem Afrika hem
de Asya'da ve birer tiir de Girit ve Brezilya'da bulunmustur. Kromozom sayist 2n =26
(Diploit), kiiltiire edilmis S. indicum ile birlikte S. alatum, S. capense, S. schenckii, S.
malabaricum'dan olusan ii¢ sitogenetik grup vardir; 2n = 32, S. prostratum, S.
laciniatum, S. angolense, S. angustifolium'dan olusur; S. radiatum, S. occidentale, S.
schinzianum ise 2n = 64'e aittir. Esas olarak ii¢ sitotaksonomik gruptaki kromozom
sayisindaki farklilik nedeniyle tiirler arasinda sinirli ¢apraz uyumluluk vardir. Bu

nedenle kuraklia tolerans, zararlilara ve hastaliklara dayaniklilik gibi arzu edilen


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sesamum
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pedaliaceae
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pedaliaceae
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874121007327?via%3Dihub#bib120

Ozelliklerin yabani akrabalardan kiiltiir susamina aktarilmasi zorlayici olmustur

(Carlsson ve ark., 2008).

Arkeolojik kanitlar, morfolojik ve sitogenetik ¢alismalar, susamin tarimi yapilan ilk
yagli tohum oldugunu ve ilk kez M.O. 2250°de Hindistan’da indus Vadisi’nde
Harappa’da yetistirildigini, bununla birlikte, M.O. 2000 yillarinda da Mezopotamya
ve Anadolu’da tariminin yapildigini géstermektedir (Bedigian ve Harlan, 1986).
Susamin orijini kesin olarak bilinmemese de tiirlerinin biiyilk kismmnin Afrika
kitasinda bulunmus olmasindan, bir¢ok arastirici tarafindan orijin merkezinin Afrika
oldugu kabul edilmektedir. Bir baska goriisteki bazi arastirmacilar ise susamm M.O.
450 yillarinda Hindistan’da ve Cin’de gida maddesi olarak kullanildigini
bildirmislerdir. Susamin Anadolu’ya Mezopotamya’dan geldigi belirtilmektedir.
Eberhard adli arastirici, susamin Cin ve Japonya’ya Tiirkler tarafindan gotiiriildiigiini
bildirmistir. Yunanl tarih¢i Heredot (M.O. 484-425) Firat nehri havzasinda susam
yetistirildigini ve Asuriler tarafindan kullanildigini ifade etmektedir. 1851 yilinda
Londra’da yapilacak uluslararasi bir sergiye gonderilmek iizere susamin da dahil
oldugu tohum listesinin Ceride-i Havadis adl1 bir 2 gazetede yaymlanmasi, susamin

tilkemizde iiretildigine dair ilk tarihi belge olmustur (Kolsarici, 2009).

Susam tohumlarinin, tohum yaglarinin ve ¢esitli organlarinin lignanlar, polifenoller,
fitosteroller, fenoller, antrakinonlar, serebrositler, yag asitleri, vitaminler, proteinler,
esansiyel amino asitler ve sekerler dahil olmak iizere 180'den fazla fitokimyasal
bileseni modern arastirmalarla izole edilmis ve tanimlanmistir (Wei vd,2022). Susam
bitkisinin tohumu ve yaginin biyokimyasal 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri {izerine
birgok ¢alisma yapilmigtir (Kamal-Eldin, vd., 1995; Moazzami ve Kamal-Eldin, 2006;
Williamson vd., 2008). Gida katki maddesi olarak kullaniminin yani sira, yatistirici,
hafif mishil, yumusatict (Zhang vd., 2013), antifungal (Sirato-Yasumoto vd., 2001),
analjezik (Rokonuzzaman, 2009), antikanser ve antiproliferatif aktiviteleri (Smith ve
Salerno, 1992), B ve E vitamini takviyesi (Kamal-Eldin vd., 1995), serum kolesterolii
(lipit) ve kan basmcini diisiirme potansiyeli (Ogawa vd., 1995; Hirata, 1996)

bulunmaktadir.

Susam, ozellikle tohumlarinda % 28'e varan protein ve % 55'e varan yag igerigi
sayesinde cok degerli bir tarim Uriiniidiir. Ayrica bu tohum yaginin % 46 oraninda
coklu doymamis yag asitleri, % 39 oraninda tekli doymamis yag asitleri ve %14

oraninda doymus yag asitleri igerdigi yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Anilakumar

4



vd., 2010). Cizelge 1.2. de susam tohumu besin igerigi degerleri maksimum ve

minimum olarak verilmistir.

Cizelge 1.1. Susam tohumu besin icerigi degerleri maksimum ve minumum miktarlar1 (Anonim,

2024¢)
Bilesen Deger Min Max
Protein (g/100 g) 17.6 17 18
Protein, ham, N x 6.25 (g/100 g) 20.8 3.2 21.3
Karbonhidrat (g/100 g) 9.85 - -
Yag (g/100 g) 49.7 - -
Seker (g/100 g) 3 0.29 0.31
Nisasta (g/100 g) 4 . -
Lifler (9/100 g) 14.9 11.8 18
Kiil (g/100 g) 4.48 4.45 45
Doymus yag asidi (g/100 g) 7.09 6.7 7.6
Yag asidi 18:1 n-9 cis (g/100 g) 18.7 18.6 -
Yag asidi 18:2 9¢,12¢ (n-6) (g/100 g) 21.2 20.9 215
Yag asidi 18:3 9¢, 12¢, 15¢ (n-3) (g/100 g) 26 0.14 0.38
Kalsiyum (mg/100 g) 962 714 1150
Bakir (mg/100 g) 1.58 15 4.08
Demir (mg/100 g) 14.6 - -
Magnezyum (mg/100 g) 324 318 351
Manganez (mg/100 g) 1.24 1.17 2.46
Fosfor (mg/100 g) 605 453 694
Potasyum (mg/100 g) 468 -
Selenyum(pg/100 g) 26.5 2.2 51.9
Sodyum (mg/100 g) 2.31 0.88 11
Cinko (mg/100 g) 5.74 5.3 7.75
p-Karoten (ng/100 g) 5 - -
E Vitamini (mg/100 g) 25 - -




Cizelge 1.1. Devamu

B1 Vitamini (tiamin) (mg/100 g) 79
B2 Vitamini (riboflavin) (mg/100 g) 25
B3 Vitamini (niasin) (mg/100 g) 4.52
B5 Vitamini (pantotenik asit) (mg/100 g) 5
B6 Vitamini (mg/100 g) 79
B9 Vitamini (folat) (ng/100 g) 97

1.1.2.1. Sesamum orientale L.

S. orientale (Susam), Pedaliaceae (Susamgiller) familyasinin Sesamum cinsinden
olup, tek yillik ¢ali formunda, kazik kokli bir bitkidir (Arioglu ve Yetistirme, 2007)
(Cizelge 1.2.). S. indicum L. ile sinonim olan S. orientale, 6nemli bir eski yillik yagl
tohum bitkisidir ve genellikle tropik, subtropik bolgelerde ve iliman iklim kusaklarina
uygun sicaklik ve yagis kosullarinda yetisebilmektedir. Bu susam tiirii, cogunlukla
ideal gelisimini 25° kuzey ve giiney paralelleri arasinda gostermekte, ancak kuzeyde
42° ve giineyde 35° paralellerine kadar da gelisebilmektedir. Tiirkiye, Diinya susam
yetistiricilik sahasi igerisinde en kuzeyde bulunan alan olarak yer almaktadir (Sahin,
2014).

Cizelge 1.2. S.orientale L “Gokova Susami” nin taksonomik siniflandirmasi (Anonim, 2024d)

S. orientale L. “Gokova Susami”nin Taksonomik Siniflandirmast

Alem Planteae (Bitkiler)

Sube Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Simif Magnoliopsida (iki Cenekliler)
Takim | Lamilaes

Familya | Pedaliaceae

Cins Sesamum

Tiir Sesamum orientale L. “Gokova Susam1”(synonym: Sesamum indicum L..)




Susam, 60-150 cm boyunda, ¢ok ¢igekli, yagl tohumu meyve kapsiilii icinde yer alan
ve kazik kok sistemine sahip tek yillik bir bitkidir. Tiriin yapraklari;; 3-10 cm
uzunlugunda, 2,5-4 cm genisliginde, yaprak sap1 1-5 cm, dikdortgen veya oval sekilli
ve hafif tiiylii bir yiizeye sahiptir (Mili vd, 2021). Yapraklar yesil veya koyu yesil
renkli, dar, segmentsiz veya genis ve segmentli yapida olabilir. Yaprak kenarlari
pargali, disli veya yirtmacl, tam (biitiin, yirtmagsiz) olabilir. Bitkideki kapsiiller,
yaprak koltuklarindan ¢ikan ¢igek sayisina bagli olarak bir veya ti¢ kapsiil halinde iki
karpelli (bicarpellatum) veya dort karpelli (quadrocarpellatum) yapiya sahiptir (Tan,
2011). Cigekler; leylak, pembe veya beyaz renkli olup koyu lekeli goriiniimde ve
yaprak koltuklarinda, dallarin ve govdenin st kisminda bulunurlar. Alt yapragin
koltugunda tek tek, list dallarda veya govdede birden fazla sayida bulunabilir. Ci¢ekler
cogunlukla tiiyliidiir ve korolla tiiplintin i¢inde farkli renk ve boyutlarda bulunur.
Bilabiat tiibiiler korollanin bes lobu ile zigomorfiktir. Stamenler korolla tiipiine
baglanir. Stigma genellikle tiiylii ve iki lobludur. Meyve, dikdortgen kesitli, kisa tiggen
gagali, derin oluklu bir kapsiildiir. Susam kapsiilii dikdortgen seklinde, 2-3 cm
uzunlugunda ve 6-12 mm c¢apinda olup, yiizeyinde uzunlamasina kanallar ve
epidermiste mikroskobik tiiyler bulunur (Akhila ve Suhara, 2015; Gloaguen vd.,
2019).

Tohum tane agirligi genel olarak 2,5-4,0 g civarinda ve beyaz, krem, agik sari, sari,
koyu sari, kahverengi, koyu kahverengi veya siyah gibi farkli renklere sahip
olabilmektedir. Tohum uzunlugu yaklasik 2,5-3 mm, genisligi ise 1,5 mm kiiciik
ovaldir. (Tan ve Tan, 1996; Tan, 1998; Tan vd., 2007; Tan, 2008; Tan, 2009, Tan,
2011). Susam tohumlarinin biiylime sirasindaki farkli formlari Sekil 1.2.° de
gosterilmistir (Wei vd., 2022).

Susam tohumlarinin ¢imlenebilmesi igin toprak sicakliginin 20 °C civarinda olmasi
gerekmektedir. Toprak sicakligi 20 °C’nin altina distiigiinde ¢imlenme durur. Toprak
sicaklig1 24 °C’yi ulastiginda ¢imlenme hizlanir ve ¢imlenme i¢in en uygun kosullarin
sicakligin 32-35 °C’ye ulagtigi zaman oldugu goriilmektedir (Turgut ve Baydar, 1994).
Susam, asagidan yukariya dogru olgunlasma gosteren, dallanma ve dallanma
yapmayan, kapsiilii boliinen veya boliinmeyen gibi farkli yapisal 6zelliklere sahip bir
yag bitkisidir. Boliinmeyen kapsiillii ¢esitlerin verimlerinin diisiik olmas1 nedeniyle
diinyada ¢ogunlukla boliinebilir kapsiillii ¢esitlerin kiiltiirii yapilmaktadir (Yol, 2011).

Bitkinin ¢igek agabilmesi i¢in hava sicakliginin 27 °C olmasi gerekmektedir.

7


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/capsule
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pidotimod

Sekil 1.2. Susamun farkh biiyiime durumlari. (a) Susamin ciceklenmesi; (b) olgunlasmanms
susam kabuklari; (¢) olgun susam kabuklar1 (Wei vd., 2022)

Olgunlagsma siirecinde yiiksek hava sicakligi (40 °C’nin iizerinde), biiyime ve
gelismeyi olumsuz etkilemektedir. Ozellikle ¢igeklenme doneminde hava sicaklig1 40
°C’yi buldugunda, dollenme olumsuz etkilenir ve boylece bitkide olusan kapsiil sayist
azalir. Hava sicakligi bitki biiyiimesi, gelismesi Ve tohumun icerigini etkilemektedir.
Diisiik sicakliklarda tohumlarin yag icerigi ve kalitesi, 6zellikle sesamin ve sesamolin
icerigi bozulur. Biiylime mevsimi boyunca yiiksek sicaklik, tohumdaki yag oranini
arttirir (Weiss, 1971).

Susam, besin agisindan zengin olmasinin yani sira sesamin, sesamolin, sesamol,
sesaminol, sesamolin fenol ve diger lignan benzeri aktif bilesenler gibi birgok énemli
fonksiyonel bileseni de igerir. Susam tohumlarindan, tohum yaglarindan ve gesitli
bitki organlarindan lignanlar, polifenoller, fitosteroller, fenoller, aldehitler,
antrakinonlar, naftokinonlar, triterpenoidler ve diger organik bilesikler dahil olmak
tizere ¢esitli fitokimyasal bilesikler tanimlanmis ve izole edilmistir. Sesamin, susam
lignanlarinin yaklasik % 50'sini temsil etmekte, sesamolin, sesamol ve sesaminol ise
agirh@in kigik bir kismmi olusturmaktadir (Wei vd., 2022). Susam igerigindeki

lignanlarinin kimyasal yapilar1 Sekil 1.3.” te verilmistir.

Uygun ¢evre kosullarinda yiiksek verimle tescil edilen ¢esitlerin tiretimi birim alan
basina 100-150 kg/da degerine ulasmaktadir (Tan, 1998; Tan ve ark., 2007; Tan, 2010;
Tan, 2008; Tan,; Anonim, 2011; Tan, 2011). Diinyada ortalama susam verimi 51,2
kg/da’dir. TUIK 2019 verilerine bakildiginda iilkemizde ortalama susam veriminin 68

kg/da oldugu goriilmektedir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9573514/#B50-nutrients-14-04079

Sesamin Sesamolin Sesamol

Sekil 1.3. Susam icerigindeki lignanlarmin kimyasal yapilar1 (Sesame (Sesamum indicum L.): A
Comprehensive Review of Nutritional Value, Phytochemical Composition, Health Benefits,
Development of Food, and Industrial Applications (Wei, 2022)

En fazla ekim alanina sahip sehirlerimiz; Manisa (64 bin da), Antalya (50,8 bin da),
Usak (32,5 bin da), Mugla (28 bin da) ve Adana (15,5 bin da)’ dir. 2018/FAOQ verilerine
gore Sudan (3,5 milyon ha) en fazla susam tarimi1 yapan tilkedir. Bu iilkeyi ekim alan1
acisindan sirasiyla Hindistan, Myanmar, Tanzanya ve Giliney Sudan iilkeleri takip
etmektedir (Yilmaz vd., 2021). Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii'ne gére,
2021 yilinda kiiresel susam iiretimi 5.899 milyon ton olup, bunun 817.000 tonu
Hindistan’da, 641.730 tonu Myanmar’da, 455.400 tonu Cin’de tretilmistir (Wei vd.,
2022). Sekil 1.4.” te 2021 yilinda Diinya iilkelerinin susam tohumu iiretimlerini ton

cinsinden gosteren harita yer almaktadir.

Susam Tohumu Uretimi, 2021

Susam tohumu iiretimi ton cinsinden dlgilir.

Veriyok 01t 10,000t 50,000t 100,000t 250,000t 500,000t
] I T T —

Sekil 1.4. Ulkelerin 2021 yih susam tohumu ton cinsinden iiretim miktar1 (Anonim, 2024f)



Tirkiye’ de susam iiretimi i¢ talebi karsilayamamakta ve bu nedenle ithalat
edilmektedir. Susam yetistiriciliginin ekim ve hasat sirasinda yogun isgiicii
gerektirmesi (Sekil 1.5.), bir¢ok {iretici i¢in iiretim konusunda caydirict bir neden
haline gelmistir. Susam, toprak segiciligi, yogun sulama ve bakim gereksinimleri
diisiik ve bdylece ikinci iiriin tariminda 6nemli potansiyel olma gibi avantajlara sahip
bir bitkidir. Verimli ve etkili susuam iireticiligi igin, ekimi yapilan alanlardaki
azalmanin nedenlerinin ortaya konulmasi ve bu firiiniin maliyet ve karliliginin

belirlenmesi gerekmektedir. Bu yiizden bir takim tesvik tedbirlerinin alinmasiyla

susam yetistirme alanlarinin genisletilmesi saglanabilir ve yerel kirsal kalkinma

desteklenebilir (Seger, 2016).

Sekil 1.5. Mugla, Gokova Susam hasadi (Anonim, 2024q)

Iklim degisikligi sorunu susam iiretimi ve verimliligini direkt olarak etkilemektedir.
Ozellikle toprak tuzlulugu, iilkemizde Akdeniz bdlgesinde iiriin verimini sinirlayan en
onemli bir faktordir. Tirkiye'de de yogun tarimsal uygulamalar, zayif su yonetimi,
yeterli drenaj sisteminin olmadigi sulama, uzun siiren sicak ve kurak mevsimler ve
yilksek diizeyde buharlasma, neredeyse 2,8 milyon hektar tarim arazisinin

tuzlanmasina yol agmaktadir (Anonim, 2024h).

1.2. Bitki Stresi

Bitkiler, yasamlar1 boyunca dis ortam ile siirekli etkilesim halinde olan canlilardir.
Bulunduklar1 ortamda meydana gelen degisimler sonucunda diger canlilar gibi
kendilerine uygun olan bagka bir ortama go¢ etme gibi bir kabiliyetleri olmayip, sesil

canlilar olduklarindan ya degisen ¢evre sartlarina adaptasyon yetenegi gosterir ya da
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tireme, biiyiime ve gelismeleri olumsuz yonde etkilenir. Bitkileri negatif yonde

etkileyen tiim bu olumsuz durumlar stres olarak tanimlanir (Biyiik vd., 2012).

Bitkiler ¢evresel streslere yanit olarak cesitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirir.
Farkli abiyotik streslere yamit olarak bir¢ok tibbi aromatik bitkide ikincil
metabolitlerin birikiminin arttigi gdzlemlenmistir. Ikincil metabolitler, esas olarak
birincil metabolitlerden {iretilen ve bitki biiyiimesi ve gelismesinde dogrudan bir rolii
olmayan, ancak bitki savunmasindaki rolleri ve bitkinin aromatik ve tibbi 6zelliklerine

sahip olmalari ile iyi bilinen bir grup biyoaktif bilesiktir (Bloem vd, 2014).

Iklim kosullarindaki degisiklikler canli organizmada biyotik ve abiyotik streslerin
artmasina neden olmaktadir. Bu streslerden bazilar1 ekstrem soguk, kuraklik, asiri
tuzluluk, UV, kimyasallar gibi abiyotik faktorler iken bazilar1 da bakteri, fungus
(mantar) gibi mikroorganizmalar ve yirtict hayvanlarin olusturdugu biyotik
faktorlerdir (Lichtenthaler, 1996) (Sekil 1.6.). Abiyotik stresler tarimsal-ekolojik
kosullarda degisikliklere neden olur ve bitkilerin biliylime ve gelismesini etkiler

(Mahajan vd., 2020).

o \
-

- Abiyotik stres  — —  Biyotikstres
Kuraklik Bakteri
Soguk Mantar
Asiri tuzluluk Viriis
uv Bocek
Agir Metal Nematod

Sekil 1.6. Bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz etkileyen cevresel kosullarin (abiyotik stres) ve
/ veya konukg¢u-patojen etkilesimleri (biyotik stres) (Anonim, 2024i)

Canlilar degisen ¢evresel kosullara anatomik ve morfolojik yapilarini, fizyolojik ve
molekiiller mekanizmalarini degistirerek adapte olurlar ve adaptasyonun yeterli

olmadig1 durumlarda stres kosullarinin olumsuz etkilerine maruz kalabilirler (Biiyiik
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vd., 2012). Bitki toleransi ise bu ¢evresel ve biyolojik stres kosullar1 altinda bitkinin
fiziksel, biyokimyasal ya da molekiiler diizeyde savunma mekanizmasi gelistirerek
tireme ve hayatta kalma yetenegini siirdiirmeye devam etmelerini ifade eder (Simms,
2000). Degisen gevre kosullarinda bitkiler, ilk olarak oksidatif strese maruz kalabilir
ve metabolizmalar1 sonucu hiicrede metabolik reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen
Species, ROS) ag¢i8a ¢ikabilmektedir. Bitkiler, diger streslerde oldugu gibi oksidatif
streste de molekiiler cevap olusturmak i¢in molekiiler mekanizmalarini diizenleyerek
antioksidan enzimlerin seviyesini artirabilmektedirler (Mittler, 2002). Hiicrede
gerceklesen biyolojik reaksiyonlara girmeye oldukc¢a meyilli olabilen ROS’lar bitki
metabolizmasini etkileyerek bitkinin gelisimi tizerinde dogrudan etkili olabilmektedir

(Caylak, 2011).

Kuraklik ve tuzluluk, yaygin olarak ortaya cikmalari ve etkilerinin biiyiikligi
nedeniyle iki 6nemli abiyotik strestir (Bartels ve Sunkar, 2005). Siddetli kuraklik ve
yiiksek tuzluluk, kiiresel Olgekte hizla artan olumsuz faktorlerdir ve topraklarin
¢ollesmesini ve tuzlanmasina neden olabilmektedirler. Ekilebilir alanlarin %10'undan
fazlas1 ¢6llesmis veya tuzlanmis hale gelmis ve temel mahsullerin ortalama verimi
%50'den fazla azalmistir (Wu ve digerleri, 2011). Tuzluluk ve kuraklik stresleri
fizyolojik olarak iligkilidir ¢ilinkii her ikisi de ozmotik stresi tetikler ve stres altindaki
bitkilerin metabolik tepkilerinin ¢ogu benzerdir (Kumar vd., 2011). Su stresinin bitki
biiyiimesi ve tohum verimi tizerindeki etkileri genotipe (Bannayan ve digerleri, 2008)
ve ayn1 zamanda susuzluga maruz kalma siiresine ve biiyiikliigiine de baglidir (Pandey
vd., 2001). Tuz stresi, bitkilerin tiim gelisim asamalarinda olumsuz yo6nde etki
etmektedir (Jamil vd., 2006). Tohum ¢imlenmesi bitkinin yasam dongiisiiniin
baslangicidir ve genellikle fide olusumunda basarili mahsul {iretimini belirleyen en

kritik agamadir (Almansouri vd., 2001)

1.2.1. Tuz Stresi

Tuzluluk, tiim diinyada tarimsal tiretimi biiylik 6lciide kisitlayan ¢evresel faktorlerden
biridir (Botella vd., 2005). Bu 6nemli faktor, olusma sebeplerine gore birincil (dogal)
ve ikincil tuzluluk olarak ikiye gruba ayrilabilir. Birincil tuzluluk, iklim sartlari, ana
kayalar, deniz ve okyanus kaynakli iken ikincil tuzluluk ise tarimsal alanlarda yogun

sulama ile cesitli tuzlar bakimindan zengin yer alt1 suyu seviyesinin toprak yiizeyine
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kadar yiikselmesi, asir1 otlatma, bir bdlgenin dogal vejetasyonunu yok ederek tarim
arazilerinin ac¢ilmast ve topraklarin tuzluluga sebep olan kimyasallarla
kontaminasyonu kaynaklidir (Pessarakli ve Szabolcs, 2019; Munns ve Tester, 2008).
Tuz stresi, bitkilerin bliylime ve gelismesini, iyon ve osmotik streslere sebep olarak
engeller. Kok rizosferinde tuz birikimiyle birlikte, osmotik stres ilk olarak olusan
etkidir. Digsal olarak olusan bu osmotik stres, bitki i¢in 6nemli 6lgiide su miktarinin
da azalmasma neden olur ve bdylece “fizyolojik kuraklik” olarak isimlendirilen
fizyolojik durum ortaya ¢ikar (Parida ve Das, 2005; Tuteja, 2007). Bitkide su
miktarinin diismesi, hiicre genislemesinin azalmasina ve siirglin gelisiminin
yavaglamasina neden olur. Osmotik stresin devaminda ortaya ¢ikan iyon stresi
evresinde, ortamda artan Na* ve CI iyonlarmin K*, Ca*? ve NOs gibi gerekli besin
elementleri ile rekabete girmesiyle bitkilerde, besin eksikligi veya besin dengesizligi

meydana gelir (Hu ve Schmidhalter, 2005).

Yogun tarimsal uygulamalar ve sulama nedeniyle tarim alanlarinin tuzlanmasi, iiriin
verimini sinirlayan énemli bir faktordiir. Tuzluluktan etkilenen ortamlarda en ¢ok
bulunan tuz olan NaCl, cesitli besin maddeleri ile rekabet edebilmesi nedeniyle besin
eksikligi ve spesifik toksisiteye yol agmasi nedeniyle 6zellikle kiiltiir bitkiler: tehdit
altindadir. (Koca vd., 2007; Tester ve Davenport, 2003)

NaCl’ nin neden oldugu baslica sekonder etkiler; DNA, protein, klorofil ve zar
fonksiyonuna zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sentezi; fotosentezin
inhibisyonu; metabolik toksisite; K™ alimmin engellenmesi ve hiicre 6liimii seklinde
siralanabilir (Botella vd., 2005; Hong vd., 2009). Tuz stresinin bitkiler tizerindeki
etkileri; bitkinin cinsine, uygulanan tuz ¢esidi ile miktarina ve maruz kalma siiresine
bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Tuzlu ortamlarda bitkiler genotip
farkliliklarina bagl olarak ¢ok farkli tepkiler verirler (Dajic, 2006). Tuzluluga verilen
bu farkli biiylime cevaplar1 yalnizca farkli iki bitki tiirii i¢in degil ayn1 tiirtin farkl

cesitleri icin de gecerlidir (Munns, 2002).

Topragin tuzlulugu ve su agig1 topragin su potansiyelini azaltir, bu da verimli bitki
olusumunun basarisizligina bagli olarak ge¢ ve yetersiz ¢cimlenmeye yol agar. Sonug

olarak mahsul verimliligi olumsuz yonde etkilenir (Willenborg ve digerleri, 2005).

Literatiirde tibbi aromatik bitkilerin kimyasal icerikleri iizerine yapilan birgok

calismaya rastlamak miimkiindiir. Ancak stres kosullarinin metabolik yolaklar {izerine

13


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847207000032?casa_token=6lrKpZ1-2J0AAAAA:08H7veFxJchTcAZFLl9t4pMt9AptGbXLEg41tH1NpaY7uCeMjQB7KpPX9oY9RRu2Ifva7XHY8T0I#bib46

etkisini incelemeye dayal1 yapilan ¢aligmalar oldukga kisithidir (Gairola ve ark., 2010).
Bitkilerde, tuz toleransinda yer alan dort mekanizma vardir; bunlar ozmotik stres
toleransi, iyon homeostazisine aracilik eden fazla tuzluluga duyarli sinyal yolu,
mitojenle aktiflesen protein kinazlarin sinyalleme basamaklarini diizenleyen ozmotik

homeostazis ve antioksidan savunma sistemi yer almaktadir (Zhang vd., 2019)

Susamdaki tuz toleransinin mekanizmalari hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Diger
yagli tohumlu {iriinlerle karsilastirildiginda susam, tuz stresine karsi orta derecede
toleranshidir, ancak kiy1 ve yar1 kurak/kurak bolgelerdeki ( Li vd, 2018 ). Bu nedenle
susamdaki tuz stresine tepkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi,
temel aragtirmalar ve tuza dayanikli susam ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in degerli bir

bilgi tabani1 saglayacaktir.

Tuza toleransh olan bitkilerle yapilan qPCR caligmasinda, tuza duyarli gruplardaki
proteinlerin daha fazlasinin tirozin metabolizmasinda, fotosentetik organizmalarda
karbon  fiksasyonunda, @ karbon  metabolizmasinda,  alfa-linolenik  asit
metabolizmasinda, amino asitlerin biyosentezinde, fotosentezde ve glutatyon
metabolizmasinda rol oynadigin1 goésterdi (Zhang vd, 2019). Farkli piring genotipleri
lizerine yapilan bir baska proteomik calisma, tuza toleransli genotipin dogasinin
muhtemelen etkili fotosentetik mekanizma i¢in anahtar proteinlerin erken yukari
regiilasyonundan ve tuz stresi altinda antioksidan enzimlerin daha yiiksek

aktivitesinden kaynaklandigini ortaya ¢ikarmistir (Lakra vd, 2018).

Tuz stresi altinda mRNA ekspresyonu ile protein arasindaki iligkileri daha fazla
incelemek icin, tuz stresine yanit olarak yer alan 16 proteinin goreceli transkript
seviyesi, QRT-PCR ile incelenmis. Caligmada bazi tuza duyarl proteinler, amino asit,
alfa-linolenik asit, karbon ve GSH metabolizmalar1 gibi ¢esitli zenginlestirilmis
yollardan se¢ilmistir. Secilen tiim proteinlerin transkript seviyeleri basarili bir sekilde
belirlenmis ve cogu, hem tuza toleransli hem de tuza duyarl bitkilere ait 6rneklerde

onemli 6l¢iide artmistir (Zhang vd., 2019).

Antioksidan enzimler bitkilerin oksidatif strese karsi tolerans gostermelerinde oldukga
etkili olabilmektedir. GST'lerin ekspresyonu, etilen (Zhou ve Goldsbrough, 1993),
oksin (Takahashi ve Nagata,1992) , metil jasmonat ve salisilik asit (Wagner vd, 2002)
ve ABA (Xu vd., 2002) gibi bitki hormonlar1 tarafindan indiiklenir . Cesitli galismalar

bitkilerdeki GST aktivitesinin hiicreleri ¢esitli abiyotik ve biyotik stres tiirlerinden
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korudugunu gostermistir (Agrawal vd., 2002). GST genlerinin diisiik sicakliga duyarl
piring bitkilerinde asir1 ekspresyonu, diisiik sicakliga karsi toleranslarini arttirdi
(Toshikazu vd., 2002) ve tiitiin bitkilerinde oksidatif streslere kars1 direnci arttird1 (Yu
vd., 2003).

GST U25 seviyeleri, tuz stresi altinda (24 saat) hem tuza duyarli hem de tuza toleransh
orneklerde onemli Olclide artti; bu durum tuz toleransi seviyelerindeki farkliliklara
ragmen susamin tuz stresine verdigi tepkide hayati bir rol oynayabilecegini ortaya
koyuyor. Cesitli caligmalardan elde edilen artan kanitlar, GST genlerinin asir1
ekspresyonunun transgenik bitkilerde tuz toleransini arttirdigini1 gostermistir (Liu, vd
2013). Ek olarak glutamat, bitkilerdeki strese yanitta 6nemli iglevlere sahip olan prolin

ve 4-aminobiitanoik asidin onciisiidiir (Forde ve Lea, 2017).

Jasmonatlar (JA'lar), ¢evresel stres faktorlerine, 6zellikle de tuz stresine karsi bitki
tepkilerinde sinyal fonksiyonlarina sahip bir stres modiilatorleri sinifidir (Sasaki-
Sekimoto, vd., 2005). JA'lar kloroplast membranlarinda lokalize olan alfa-linolenik
asitten Uretilir (Wasternack ve Kombrink, 2010). Karbonhidrat metabolizmasinin
semizotunun tuz toleransinda, &zellikle tuza toleransli genotipte Gnemli bir rol
oynayabilecegini ortaya koydu. Acyl-coenzyme A oxidase 2' (ACX2)nin yukari
regiilasyonu semizotundaki bitkinin tuz toleransi ile iliskili olabilir. ACX2' nin yukari

regiilasyonu tuz stresi altinda tuza toleransh bitkilerin biiyiimesini destekleyebilir (Du
vd 2023).

Fosfogliserat mutazlar, glikolizde yer almalar1 nedeniyle bitki biiyiimesi ve gelisimi
i¢in biiyiikk 6neme sahiptir (Westram ve digerleri, 2002 ; Zhao ve Assmann, 2011).
Fakiiltatif halofit Mesembryanthemum crystallinum (buz bitkisi)' da tuz stresi yanitlari
molekiiler diizeyde arastirilmis, glikoliz ve glukoneojenezde rol oynayan bir enzim
olan kofaktoérden bagimsiz fosfogliseromutazi (PGM) kodladigi bulunmustur. Tuzlu
suya maruz kalan bitkilerin yapraklarinda PGM ekspresyonun arttigi
gozlemlenmistir.( Forsthoefel vd., 1995). 2,3-bifosfogliserattan bagimsiz fosfogliserat
mutaz, 1s1 soku 70 kDa proteini ve 1s1 soku 83 proteini dahil olmak {izere ii¢ proteinin
seviyeleri incelendiginde, tuz stresi altinda tuza dayankli olan bitkilerin, tuza duyarl

bitkilerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Zhang vd, 2019).
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1.3. Mikrocogaltim Teknigi

In vitro tekniklerden biri olan mikrogogaltim, bitki biyoteknolojisi uygulamalarinda
en yaygin ve en yiiksek oranda fayda saglayan bir doku kiiltiirti teknigidir. Bu teknik,
bitkinin tohum, embriyo, kok, govde, ¢i¢ek kisimlar1 ve siirgiin gibi bir bitkiyi tam
olarak olusturma potansiyeline sahip kisimlari alinarak, aseptik kosullarda yapay
besiyeri ortaminda, genetik olarak 6zdes c¢ok sayida bitkinin hizli bir sekilde
cogaltilmasini hedefler (Hayashi ve Kozai 1987; Kozai 1991; Ziv 1992; Zobayed vd.,
1999; Seon vd., 2000).

Gilinitimiizde mikrocogaltim teknigi, kisith slire zarfinda ¢ok daha fazla sayida bitki
tiretimini laboratuvar sartlarinda gergeklestirmeye, bu {iretimin bir yi1l boyunca devam
ettirilmesine olanak taniyan, hastaliklardan ari bitkicikler olusturmak amaciyla siklikla

kullanilmaktadir (George ve Sherrington 1984).

Endiistriyel, zirai ve tibbi-aromatik bitki tiirlerinin kitlesel ¢ogaltimi i¢in oldukca
onemli bir bitki liretim yontemi olan in vitro mikrogogaltim teknigi kullanilarak
generatif ve vejetatif liretimde karsilasilan kisitlamalar asilabilmektedir. Bu yontemle,
tohum ya da anag¢ bitkilerden izole edilen gévde ucu ve tomurcuklarin, aseptik
kosullarda, yapay besi ortamlarinda ve bitki biiylime diizenleyicilerinin varliinda,
cogalmalar1 ve gelismeleri tesvik edilmesi saglamis olur. Ayrica ¢ok kisa bir siirede,
birbiriyle ayn1 genetik 6zellige sahip ve/veya istenilen 6zellikte ¢ok sayida tek tip bitki

materyali tiretimini miimkiin kilmaktadir (Carimi ve De Pasquale 2003).

Genel olarak, bitki ¢ogaltmaya yonelik gelistirilen in vitro teknikler, geleneksel
yontemlere gore biiyiik avantajlara sahiptir: Kiiltlir baglangic1 i¢in, siirlt bir ¢alisma
alaninda ve yalnizca kiigiik bir miktar bitki materyaline ihtiya¢ vardir. In vitro
mikrogogaltimin avantajalari; steril bir ortamda ¢ogaltma, patojen icermeyen bitkilerin
elde edilmesi, mevsimsel degisimlerden bagimsiz olarak, genetik ve fizyolojik olarak
standart bitki elde edilmesi ve ticari amaglar icin kimyasal kararlilikta (bitkisel
komponenetler) ¢ok sayida 6zdes klon yetistirilmesi (6rn., bir eksplant ile, 1 yilda
1.000.000'den fazla bitki tiretmek miimkiindiir), stok materyali neredeyse siirekli
olarak giivenli bir sekilde muhafaza edilebilmesi ve kiiltiiriin kurulmasi igin gerekli
olan eksplantlar i¢in bir bitkinin yeterli olabilecegi diisiinlildiiglinde, ana bitkilerin
bakimi daha kolay ve daha giivenli olmas1 seklinde siralanabilir (George ve Debergh

2008).
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1.4. S. orientale L.’nin Tibbi-Ekonomik A¢idan Onemi

Yiizyillardir doga tip icin essiz bir kaynak olmustur. Geleneksel ve ¢agdas tipta
bitkiler, besin olarak kullanimlarinin yani sira hammadde kaynagi olarak da 6nemli bir
rol iistlenmektedir. Diinya saglik orgiitii, gelismekte olan iilkelerdeki insanlarin %
80'inin temel tibbi kullanim i¢in alternatif tibba bagvurdugunu belirtmistir. (Daglia vd.,
2014; Selamoglu, 2017a, 2017b).

Susam bitkisi zengin besin igerigi, lezzeti ve Kkaliteli yagi sayesinde geg¢misten
giiniimiize hem mutfaklarin vazgecilmesi olmus, hem de cok farkli alternatif
tedavilerde kullanilan 6nemli bir kaynak olmustur (Sibt-e-Abbas vd., 2018; Wei vd.,
2022). Bedigan (2004), susamin bitkisel tibbi 6zelligi ilk olarak M.O. 8. yiizyilda Cin
ve Hindistan'da kesfedildigini ve dis agrilarin1 hafiflettigine, enerji verdigine,
yaslanmay1 onledigine, zihni ve viicudu rahatlattigina ve bocek isiriklarini tedavi
ettigine inanildigini belirtmistir. Susamin tarihi neredeyse ziraat tarihimiz kadar eski
olup yapilan ¢alismalar, susamin 5000-5500 yillik bir gegmisinin oldugunu ortaya
koymustur (Sahin, 2014).

Cesitli farmakolojik aragtirmalar, susam bitkisinin farkli kisimlar1 ve tohum
ekstraktlarinin, susam tohumu yaginin antidiyabetik (Mili vd.,2021), antikanser
(Iweala ve digerleri, 2014), antioksidan (Khaleel ve digerleri, 2007), kardiyoprotektif
(Liu ve Liu, 2016), noroprotektif (Ben Othman vd., 2016 ), antiinflamatuar
(Deme,2018), hepatoprotektif ( Hosseini vd., 2016 ), nefroprotektif (Wei vd.,2022),
yara iyilestirici (Kiran ve Asad, 2008), antimikrobiyal (Bennett ve Wallsgrove, 1994;
Wink, 2008), antifungal (Bankole Munir vd., 2007), antibakteriyel (Bankole Munir ve
digerleri, 2007), dogurganlik artirict (Ashamu ve digerleri, 2010) ve antinosiseptif
(Henriques Monteiro vd., 2014) aktivite gibi cesitli farmakolojik aktivitelere sahip

oldugunu gostermistir.

Sesamin, sesamol ve sesamolin gibi lignanlara sahip olan susam, anti-kanser etkilerine
aracilik etmekdir. Sesaminin in vitro ve in vivo olarak giiclii anti-kanser aktiviteleri
gosterebilecegini 6ne siiren deneysel kanitlar bu konuda ikna edicidir. Dolayisiyla
susam, tiimor gelisiminin ve ilerlemesinin iyilestirilmesinde potansiyel olarak etkili
bir koruyucu terapétik ajan olarak kullanilabilir ve bu nedenle gesitli kanser tiirlerinin

onlenmesinde ve/veya tedavisinde kullanilabilir (Majdalawieh vd., 2017).
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Sesamum indicum bitkisi yapraginin diklorometan ekstrakti; kolon kanseri (SW480),
insan hepatoseliiler karsinomu (SMMC-7721), insan meme adenokarsinomu (MCF-
7), insan miyeloid 16semisi (HL-60) ve insan akciger karsinomu (A-549) hiicre
hatlarina kars1 in vitro sitotoksisitesi arastirilmistir. Sonuglara gére susam yapraklarin
diklorometan ekstraktinin tiim hiicre dizilerine kars1 orta derecede sitotoksik aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Iweala vd., 2015).

[-katenin / Tcf4 kompleksi, kolorektal epitel hiicrelerinde kansere yol agcan hedef
genlerin  aktivasyonuyla degisime wugramis olarak bulunan protein-protein
komplekslerinden biridir. Susam lignanlar1 ile p-katenin arasindaki potansiyel
etkilesim mekanizmasi arastirildigi bir in silico ¢alismada; sesaminin, p-katenin / Tcf4
kompleksi olusumunu rekabetci bir sekilde inhibe ettigini, kolon kanseriyle iligkili
tipik Wnt sinyal yolunu bloke ettigi gosterilmistir. Boylelikle sesaminin, tiimorlerin
gelisimini ve ilerlemesini etkili bir sekilde yavaslatabilen giiglii bir anti-kanser ajani

oldugu belirlenmistir (Cavuturu ve ark. 2019).

Sesamoliin apoptozu indiikleyerek ve tiimor biiylimesini inhibe ederek gosterdigi anti-
kanser etkisi insan akciger karsinomu (SK-LU-1) hiicrelerinde arastirilmistir. SK-LU-
1 hiicreleri, 48 saat boyunca sesamol (0,05-10 mM) ile inkiibe edilmis, nétr kirmizi
(NR) testi ile sesamoliin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi belirlenmis, sesamoliin,
(ICs0= 2,7 + 0,0014 mM) hiicre canliligint azalttig1 tespit edilmistir. Sonuglara gore
sesamoliin akciger kanseri hiicrelerinde segici anti-proliferatif 6zellige sahip oldugu

kanitlanmistir (Siwarin ve Weerapreeyakul, 2016).

Harikumar ve digerleri (2010), insan akciger adenokarsinomu hiicre dizisi H1299'u
kulladiklar1 calismada sesamin sesamin, 40,1 pmol/L'lik %50 inhibitér dozla

hiicrelerin ¢ogalmasini1 6nemli 6l¢iide inhibe edebildigini belirlemislerdir.

Insan meme kanseri MCF7 hiicrelerinin 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlar da
sesaminol ile inkiibe edildiginde, doza bagl olarak hiicre biiyiimesini inhibe ettigini
gostermistir. Ayrica 50 uM sesaminoliin ve 6 saatlik uygulamasi yapildiginda akciger
karsinomu A549 hiicrelerine karsi antikanser oOzellik sergiledigi kanitlanmigstir

(Watanabe vd., 2017)

Atimik farelerde MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonu {izerine yapilan bir in vivo
calismada, sesaminin apoptotik aktivitesinin ve sesaminin daha {imit verici bir aktivite

gosterdigi keten tohumu lignaninin, sekoizolarisiresinol diglukositin (SDG) apoptotik
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aktivitesinin bir karsilagtirmasi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiimor hiicresi
proliferasyonu, sesamin tedavisiyle %38 azalmistir ve hiicre apoptozu, apoptotik
ozellik sergilemeden SDG tedavisiyle proliferasyondaki %37'lik azalmaya karsilik
%91 artmistir (Truan vd., 2012).

E vitaminin oral olarak biyo yararli olan gama formu olan y-tokoferoliin insan prostat
kanseri hiicre dizisi PC-3 iizerinde antiproliferasyon etkisine sahip oldugu ve genel
olarak sesamin, sesamolin veya susam tohumu yagi aliminin bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Galli vd., 2004; Cooney vd., 2009).

Sesamin ayrica insan 16semik hiicre dizileri KBM-5 ve K562 ile multipl-miyelom
hiicre dizisi U266'nin ¢ogalmasini da baskilayabildigi belirlenmistir. Bu hiicrelerde
sesaminin biyolojik yolu arastirilirken, lignan ile 6n tedavinin, bir hiicre sinyal proteini
olan tiimor nekroz faktorii (TNF) tarafindan indiiklenen siklooksijenaz-2 (COX-2) ve
siklin D1 ekspresyonlarini baskiladigi kesfedilmistir. Bu veriler sesaminin, kanserin

yayllmasinda 6nemli rol oynadigini géstermistir (Siriwarin ve Weerapreeyakul, 2016).

Susam yaginin fibroblast liretimini uyarici bir etkiye sahip oldugunu ve bu nedenle cilt
yaralarinda yara iyilesmesini ve doku yenilenmesini hizlandirma yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir (Vaghardoost vd., 2016). Tabatabaei ve arkadaslar1 (2017)
tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore susam yaginin farelerde olusturulan iiglincii
derece yaniklarin iyilesmesinde etkili bulunmustur. Baska bir calismada susam yagi
miktar1 arttikca yara iyilesmesi ve epitelizasyondaki etkinliginin arttigi ve susam
yaginin yara iyilestirici potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir (Sharif vd.,

2013).

Sicanlarda deneysel olarak olusturulan yaralarda susam tohumlarinin ve susam yaginin
tyilestirme potansiyelini arastirmistir. Karbopol igerikli % 2,5 susam yag1 (LDSO), %
5 susam yag1 (HDSO), % 2,5 susam tohumu (LDSD) ve % 5 susam tohumu (HDSD)
dort farkli dozaj hazirlanmistir. Uygulama agiz eksizyon yarasi, yanik yarasi ve
insizyon yarasi modelinde LDSO ve LDSD'in HDSO ve HDSD'ye kiyasla
epitelizasyon siiresini ve yara kontraksiyonunu azaltmada %50 oraninda daha iyi
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. LDSO'nun yara iyilestirme potansiyelinin

LDSD'den daha etkili oldugu bulunmustur (Kiran ve Asad, 2008).

Diger bir caligmada eksizyon yarast modeli kullanilarak, merhem ve jel bazinda

karistirilmis susam kokii metanolik ekstrakti aragtirilmistir. Elde edilen sonuglara gore

19



susam ekstrakti standarttan (povidon-iyot merhem) daha iyi aktivite gostermistir

(Nagori ve Solanki, 2011).

Sesaminin antienflamatuvar etkiye sahip oldugu birden ¢ok c¢alismada gosterilmistir
(Deme vd., 2018). TNF-a'nin romatoid artrit olusumunda 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Khansai ve arkadaslari, sesaminin, insan primer sinoviyal fibroblast
hiicre hatlarinda IL-6 ve IL-1'in mRNA ekspresyonunu énemli dlgiide azalttigini
bulmuslardir. Bu sonu¢ sesaminin, TNF-a'nin indiikledigi pro-enflamatuvar sitokin

mRNA ekspresyonunu inhibe ettigini gostermektedir (Khansai vd., 2017).

Abe-Kanoh ve arkadaslar1 (2019) tarafindan, sitokrom P450 (CYP450)'nin in vivo
sesamin metabolitlerinden biri olan SC1'in, fare makrofaj benzeri J774.1 hiicrelerinde
sesaminin kendisinden ¢ok daha etkili antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.

Susam yagi1 ve sesaminin antinosiseptif (doku hasar1 sonucu olusan agrilara karsi) ve
antienflamatuvar 6zelliklerinin arastirildigi calismada; susam yagi ve sesamin 100,
200 veya 400 mg/kg dozlarinda farelere enjekte edilmistir. Elde edilen verilere gore
farelerde karin kasilmalarinin sayisinin azaldigi, penge yalama siiresinin birinci ve
ikinci agamalar1 susam yag1 ve sesamin tarafindan inhibe edildigi kaydedilmistir. 90
dakikalik tedaviden sonra susam yag1 ve sesamin, sicak plaka tizerindeki reaksiyon
stiresini (200 veya 400 mg/kg) arttirmistir. Ayrica 4 saatlik karragenan
uygulamasindan sonra susam yag1 ve sesamin penge ddemine karsi da etkili olmustur.
Damar gegirgenligindeki artis nedeniyle dokularin disina ¢ikan kan sivinin (ekstida)
hacmi ve lokosit gocli de susam yagi ve sesamin ile azaltilmistir. Bu sonuglar,
sesaminin susam yaginda bulunan aktif bilesiklerden biri oldugunu ve bu iirliniin
antinosiseptif ve antiinflamatuar 6zelliklerini dogruladigini géstermektedir (Henriques

Monteiro vd., 2014).

Nahar (2009) yaptig1 ¢alismada, etanollii susam tohumu ekstraktinin, siganlarda asetik
asitin neden oldugu kivranmayi azaltarak analjezik potansiyel gosterdigi de rapor

etmislerdir.

Degisen yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasi ile karakterize kronik bir
metabolik bozukluk olan tip-2 diyabet, Diinya ¢apinda artan prevalansi ile kiiresel bir
halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir. Deneysel ¢alismalar beyaz susam

yaginin diyabetin zararli etkilerini azaltmaya yardimeci olabilecegini gostermistir.

20


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874121007327?via%3Dihub#bib83
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874121007327?via%3Dihub#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874121007327?via%3Dihub#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874121007327?via%3Dihub#bib84

Sonuglar, beyaz susam yagi tiiketiminin yiiksek kan sekerini ve karaciger stresinin
diger biyo-belirteclerini 6nemli dlgciide azalttigi ve ayrica kalp ve bobrek sagligina

olumlu yonde etkiledigini gostermistir (Aslam vd., 2017).

Susam yag1, tip-2 diyabet ilact glibenklamid ve susam yagi ile glibenklamid
kombinasyonu ile tedavi edilen tip-2 diyabetli hastalarda aclik ve tokluk glikoz
seviyelerinin 4. ve 8. haftalarda anlamli derecede diisiik oldugunu bulmuslardir. Bu
sonu¢ ayni zamanda susam yagmin tip-2 diyabet hastalarinda yliksek kan sekeri
semptomlarini1 azaltabildigini ve tip- 2 diyabette lipit profilini iyilestirebildigini de
gostermistir (Devarajan vd., 2016).

Yaprak, tohum ve yagdaki doymamis yag asitlerinin (linoleik, oleik ve linolenik,
palmitoleik), fenolik tiirevlerinin (epikatehin, sesamol, sesamin ve sesamolin) ve
fitosterollerin (3-epibartogenik) varligi ile insiilin duyarliligini artirma potansiyeline
sahiptir. Ayrica karbonhidratlarin glukoza yikimini saglayan a-glukosidaz aktivitesini
azalttigi ve karbonhidrat metabolize eden a-amilaz enzimlerinin antidiyabetik

potansiyeli ile iliskilendirilebilecegi de rapor edilmistir (Mili vd.,2021).

Sesaminin alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve total
bilirubin (TBIL) artisin1 6nemli oOlcilide tersine c¢evirdigi belirlenmistir. Ayrica
sesamin, SOD (stiperoksit dismutaz) ve GSH-Px antioksidan aktivitesini arttirdigi ve
karaciger fibrozlu farelerde 1L-6 ve siklooksijenaz-2 (COX-2) artisin1 6nemli dlglide

azalttig1 bulunmustur (Chen vd., 2015).

Guo ve digerleri (2016), sesaminin, adriamisinin indiikledigi siganlarda serum ALT,
AST, ALP, iire nitrojeni ve kreatinin diizeylerini farkli derecelere diisiirebildigini,
bunun da karaciger ve bobrek fonksiyonlarini etkili bir sekilde koruyabildigini

belirlemislerdir.

Farkli sesamin konsantrasyonlarinin farelerde lipopolisakkarit (LPS)' nin neden
oldugu akut bobrek hasar tizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu bulmuslardir.
Bu, serum iire nitrojeni ve kreatinin seviyelerini 6nemli 6l¢iide azaltmis ve LPS ile
indiiklenen bobrek dokularinda malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesi, katalaz aktivitesi, glutatyon igerigi ve niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili

faktor (Nrf2) seviyelerindeki artislart azaltmistir (Rousta vd., 2018).

Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii olan hipertansiyonun Diinya
capinda 2025 yilina kadar 1,5 milyardan fazla insanda goriilecegi tahmin edilmektedir.
21


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/unsaturated-fatty-acid

Arastirmalar, ¢oklu doymamis yag asitleri ve E vitamini bakimindan zengin bir
beslenme aligkanliginin hipertansiyon ve kardiyovaskiiler morbiditeyi azaltmada
faydal1 olabilecegini gostermistir. Susam tohumlari, kan basinci iizerinde faydali bir
etkiye sahip olan ¢oklu doymamis yag asitleri, fitosteroller, lignanlar ve E vitamini

acisindan zengindir (Liu ve Liu, 2017).

Susam yaginin kalp saglig1 iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarla
ortaya koyulmustur. Bu alanda yapilan bir ¢alismada, romatoid artritli hastalarda
sesamin takviyesinin serum malondialdehit (MDA) diizeylerini 6nemli Olgiide
azaltigim1  ve (toplam antioksidan kapasite) TAC diizeylerini artirdigini
belirlemiglerdir. Hastalarin viicut agirligi, viicut kitle endeksi (BMI) ve sistolik kan
basinci da onemli Olgiide azalmis; bu da sesaminin romatoid artritli hastalarda

kardiyovaskiiler risk faktorlerini azaltabilecegini diistindiirmiistiir (Helli vd., 2016).

Sesaminin rastgele se¢ilmis hipertansif sicanlarda kalp agirligini, sol ventrikiiler
kiitleyi, kardiyomiyosit boyutunu ve sol ventrikiiler kiitle/viicut agirhigi/kalp
agirhigi/viicut agirligi oranini azalttigini, mitokondriyal ve miyofibril hasarin1 6nemli
Olclide azalttigini, sistolik kan basinci artisini baskiladigimi ve kalp hasarini
tyilestirdigini bulmuslardir. Ayn1 zamanda sesamin, toplam antioksidan kapasiteyi
artirdigl, kardiyak malondialdehit (MDA) igerigini ve nitrotirozin seviyelerini
diistirdiigiiniic  ve sol ventrikiilde TGF- 1 protein seviyelerini ve mRNA

ekspresyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Li vd., 2013).

Thuy ve arkadaglar1 (2017), streptozotosin kaynakli tip-1 diyabetli hastalarda 4 hafta
boyunca oral sesamin uygulamasinin kalp hizi, kan basinci ve QT araligindaki
degisiklikleri onemli dlciide iyilestirdigini gostermistir.

Sesamin, kolesterol metabolizmasinin bazi yonlerini etkilemektedir. Kolesterol sentezi
icin hiz sinirlayict enzim olan HMG-CoA rediiktaz’1 asagi dogru indiikleyerek
kolesterol sentezini ve kolesterol-7a-hidroksilaz (CYP7AL) geninin ekspresyonunu ve
aktivitesini azaltmaktadir. Boylece bircok farkli sterol tasiyici seviyesinin asagi
regiilasyonuna neden olabilmekte, bu da kolesterol emiliminde bir azalmaya ve nétr

steroidlerin digkiyla atiliminda artisa yol agmaktadir (Yashaswini vd., 2017).

Bir baska calisma sesaminin ayni zamanda ters kolesterol tasiyici (RCT)
ekspresyonunun yukar1 regiilasyonu ve ayrica PPARy1l, LXRave MAPK
diizenleyici yolaklarin yukari regiilasyonu yoluyla ABCG1 ve ABCA1'in homeostatik
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kolesterol seviyelerinin korunmasina da katkida bulundugunu gostermistir. Bu nedenle
sesamin, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) diizeylerini diistirme ve yliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) diizeylerini

artirma konusunda umut verici bir ajan olabilir (Majdalawieh vd., 2020).

Liang ve digerleri (2017) sesaminin lipitleri diizenlemede ve kolesterolii diisiirmede
faydali oldugunu gostermistir. Sesamin, Niemann-Pick C1 like 1 proteini (NPC1L1),
asil-CoA:kolesterol asiltransferaz 2 (ACAT2), mikrozomal triasilgliserol tasima
proteini (MTP), ATP baglayici tasiyicilarin G alt aile tiyeleri 5 ve 8 (ABCGS5 ve
ABCGS)'in mRNA' sin1 doza bagli olarak asagi regiile etmis ve kolesterol emilimiyle
ilgili proteinler ve enzimlerde yer alan genlerin ekspresyonu iizerinde etkili olmustur

(Liang vd., 2017).

Oksidatif stres, antioksidan dengenin homeostazisini bozan serbest radikallerin asir1
tiretimidir. Serbest radikallerin iiretimi ve wuzaklastirilmasi dengesi “redoks”
mekanizmasi tarafindan saglanir (Kim vd., 2020). Khaleel ve digerleri (2007), susamin
serbest radikalleri temizleme potansiyeli nedeniyle antioksidan aktivite gosterdigini,
antioksidan enzimleri ve oksidatif stres belirteclerini diizenleyerek oksidatif stresi

azalttigini belirtmislerdir.

Kumar ve Singh (2015) tarafindan yapilan calismada, sesaminin serbest radikalleri
temizledigi ve viicutta antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Sesaminin, insan noroblastomunda H20. kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini baskiladigi ve hiicreleri oksidatif stresten korumak i¢in katalaz (CAT) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerini artmasinda etkili oldugu belirlenmistir
(Ruankham vd., 2019).

Ham S. indicum ornegi, DPPH ve demir selasyonu analizlerinde daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermekte iken kavrulmus S. indicum numunesi indirgeme
giiciinde ve ABTS (antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesi) temizleme

aktivitesinde daha yiiksek aktivite sergilemistir (Talabi vd., 2018).

Beyaz susam tohumunun suda ¢oziinen fraksiyonunun (WS-wsf) kanitlanmis
antioksidan  potansiyeli  nedeniyle noroprotektif etkilere  sahip  olabilecegini
varsayilarak, 24 saat boyunca 1-3 mg/ml dozundaki beyaz susam tohumlarinin suda
¢oziinen fraksiyonu ile muamele edilen SH-SY5Y noéroblast hiicrelerinde, PI-3 K/Akt

yolagini aktive ederek WS-wsf'nin, antioksidan kapasitesinden bagimsiz bir anti-
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apoptotik mekanizma yoluyla ilging bir ndroprotektif potansiyele sahip oldugu ortaya
konmustur (Ben Othman vd., 2016).

Susamin alkolik ekstraktinin anti-depresan ve bilissel bozukluklar1 onarma
potansiyeli, kronik 6ngoriillemeyen hafif stres kaynakli fare 6rnekleri tizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Ekstraktla tedavi edilen gruplarda serotonin ekspresyonu artarken,
farelerin hipokampusunda dejenere noronlarda azalma oldugu saptanmistir (Liu vd.,

2018).

Bellek ve 6grenme siirecinde merkezi kolinerjik sistem hayati bir rol oynamaktadir.
Susam tohumu metanolik ekstraktinin (100 ve 200 mg/kg) antiamnezik aktivitesi,
skopolaminle zehirlenmis bir fare modelinde degerlendirilmistir. Ekstrakt alan grupta
transfer gecikmesinde azalma ve pasif kacinma testinde artis oldugu belirlenmistir.
Temel genlerin mRNA ekspresyonu da test edilmis; AChE ve muskarinik reseptor M1
alt tipi ekspresyonunun azalmasiyla birlikte norotrofik faktoriin ekspresyonunun
arttigin tespit edilmistir. Ekstraktla tedavi edilen grupta, hipokampusun CA 1

bolgesindeki noron sayisi artis gostermistir (Chidambaram vd., 2016).

Yapilan bir ¢aligmada susam tohumlarimin etanolik ve sulu ekstraktlarin, vanadyum
kaynakli hepatotoksisiteye karsi hepatoprotektif ve antioksidan ajanlar olarak gorev
yaptigt  goOsterilmistir.  Bununla  birlikte, etanolik  ekstrakt, vanadyum
hepatotoksisitesine karsi sulu ekstrakttan ¢ok daha etkili bir performans gostermistir.
Susam yagi ayrica demirle iligkili akut lipid peroksidasyonunun neden oldugu

karaciger hasarina kars1 da koruma saglamistir (Hosseini vd., 2016)

S. indicum ve Sesamum radiatum yaprak ekstraktlarinin (etanolik, metanolik ve sulu)
farkl1 ¢oziiciili kombinasyonlarinin antibakteriyel ve antifungal ozellikleri disk
difizyon  yontemi  kullanilarak  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus
pneumoniae ve Candida albicans iizerinde arastirilmistir. Etanollii ekstraktin C.
albicans ve S. pneumoniae'ye karsi gii¢lii inhibitor aktivite gosterirken S. aureus'a
kars1 etkisiz oldugu belirlenmistir. Metanolik ekstrakt S. aureus ve C. albicans'a kars1
zayif aktivite gosterirken S. pneumoniae'ye kars1 aktivite gostermemistir. Sulu
ekstrakt, S. pneumoniae, C. albicans ve S. aureus'ta giiclii inhibitor aktivite

gostermistir (Bankole vd., 2007).

Susam tohumlarmin etanolik ve sulu ekstraktinin (100, 200 ve 300

pg/ml) antibakteriyel aktivitesi, gram-negatif bakterilere (Escherichia coli) ve gram-
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pozitif bakterilere (Bacillus subtilis) kars1 disk difiizyon yontemi kullanilarak
aragtirtlmistir. Her iki ekstrakt gram-negatif bakterilere karsi 6nemli inhibitor
ozellikler gostermis, ancak etanolik ekstrakt sulu ekstrakttan daha iyi bir performans

sergilemistir (Sandeep vd., 2014).

Sarma ve digerleri (2020) yaptiklari ¢alismada; susam yapraklarinin ultrason destekli
ekstraksiyon ile elde edilen methanollii ekstraktinin Shigella flexneri (ATCC
9199), Escherichia coli (ATCC 11229), Bacillus subtilis (ATCC 11774), Bacillus
cereus (ATCC 10876) ve Staphylococcus aureus'a (ATCC 12600) karsi inhibitor

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Susam tohumunun etanolik ekstrakti ve susam etonolik ekstrakti ile ¢ vitamini
kombinasyonunun, si¢anlarda dogurganligi arttirma potansiyelleri arastirilmistir.
Vitamin-C + Susam ekstrakti kombinasyonu tiim gruplar arasinda daha iyi etkinlik
gosterirken, susam ekstrakti tek bagina C vitamininden daha etkin bir sonu¢ vermistir

( Ashamu vd., 2010 ).

1.5. Kanser

Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gore kanser, diinya ¢apinda ¢ogu o6liimiin ana
faktorlerinden biridir. Genellikle hiicrelerin anormal biiyiimesi olarak tanimlanan
kanserin insan viicudundaki gelisimine isaret eden cesitli belirtiler vardir. Hiicre
fizyolojisindeki alt1 temel degisikligin esas olarak hiicrelerin kontrolsiiz
biliylimesinden sorumlu oldugu one siiriilmektedir (Gutschner ve Diederichs, 2012).
Biiylime sinyallerinin siirdiiriilebilirligi, biiylime sinyali inhibisyonuna ve apoptoza
kars1 direng, sinirsiz replikasyon potansiyeli, anjiyogenezin siirdiiriilmesi ve yiiksek
doku istila potansiyeli gibi fizyolojideki degisiklikler kanserli hiicrelerin karakteristik
ozellikleridir. Bu belirtilerin tanimlanmasindan on yildan fazla bir siire sonra yapilan
bir caligmada, kanserin iki 6zelligi daha kesfedilmistir. Tiimdr hiicrelerinin ayni
zamanda enerji metabolizmasini yeniden programlayabildigi ve birincil nedenler
olarak genom dengesizligi ve iltihaplanma ile bagisiklik tahribatindan kagabildigi
bildirilmistir ( Wu vd., 2019 ).

Kanser giinlimiizde en ¢ok karsilasilan hastaliklardan biridir ve 6nemli bir halk saglig
sorunudur (Yabroff vd., 2021). Kanser taniminin ilk olarak M.O. 3000’1i yillarda
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Misir’da bir ders kitabinin bir boliimii olan Edwin Smith Papiriisii'nde kullanildigi
bilinmektedir. Fosillesmis kemik tiimorleri, eski Misir’daki insan mumyalar1 ve eski
el yazmalar ise bilinen en eski kanitlardandir (Deniz, 2022). Kanser kelimesi ise
Hipokrat (M.O. 460-370) tarafindan tiimorii yengece (kvdinos) benzetmesi iizerine
verilen bir isimdir (Mukherjee, 2010).

Yas, alkol kullanimi, genetik yatkinlik, kansere neden olan kanserojenler, kronik
enflamasyon, diyet, hormonlar, immiin siipresyon, enfeksiy6z ajanlar, obezite,
radyasyon, giines 15181 ve tiitin en yaygm kanser risk faktorleridir. Bu risk

faktorlerinden bazilar1 6nlenebilse de bazilar1 kaginilmazdir (Ports, 2019).

Kanser diinya capinda 6liim sebepleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir (Oguzonciil
vd., 2019). Tahminlere gore Diinya genelinde 2022'de, 20 milyon yeni kanser vakasi
ve 9,7 milyon 6liim meydana geldi. Kanser teshisini takip eden 5 yil i¢inde hayatta
kalan tahmini insan sayis1 53,5 milyondu. 2050 yilinda 35 milyondan fazla yeni kanser
vakasinin olacagi dngoriiliiyor; bu, 2022'deki tahmini 20 milyon vakaya kiyasla %77
artis anlamina geliyor. Hizla artan kiiresel kanser yiikii, hem niifusun yaslanmasini
hem de biiylimeyi, ayn1 zamanda insanlarin risk faktorlerine maruziyetindeki

degisiklikleri yansitiyor (Anonimj, 2024).

Akciger kanseri, 2022 yilinda toplam yeni vakalarin % 12.4'inii olusturan 2.5 milyon
yeni vakayla diinya ¢apinda en sik goriilen kanser olmustur. Kadinlarda meme kanseri
ikinci sirada (2.3 milyon vaka, % 11.6) goriiliirken bunu kolorektal kanser (1.9 milyon
vaka, % 9.6), prostat kanseri (1.5 milyon vaka, % 7.3) ve mide kanseri (970.000 vaka,
% 4.9) takip etmektedir. Akciger kanseri, kanserden oliimlerin 6nde gelen nedenidir
(1,8 milyon 6liim, toplam kanser Oliimlerinin % 18.7'si), bunu kolorektal kanser
(900.000 oliim, % 9.3), karaciger kanseri (760.000 6liim, % 7.8), meme kanseri
(670.00 oliim, % 6,9) ve mide kanseri (660.000 oliim, % 6.8) takip etmektedir
(Anonimj, 2024).

2017 yili kanser istatistiklerine gore iilkemizde yaklasik 180.288 kisinin kansere
yakalandig1 tahmin edilmektedir. Erkeklerde en sik goriilen kanser akciger kanseridir.
Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirli olan meme kanseri halen kadinlarda goriilen
dort kanserden birini olusturmaktadir. Yil igerisinde toplam 19.211 kadina meme
kanseri teshisi konulmaktadir. Obeziteye bagli toplam vaka sayisinin ise yaklagik

6.707 oldugu tahmin edilmektedir. Obezitenin neden oldugu kanser cogunlukla
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kadinlan etkilemektedir. Kolorektal kanser erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen
ticiincti kanserdir. Losemi ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde en sik goriilen kanser tiirtidiir.
Genglerde (15-24 yas grubu) erkeklerde testis kanseri, kadinlarda ise tiroit kanseri ilk
sirada yer almaktadir (Anonim, 2024Kk).

Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporu’na gore, ortalama bir y1l igerisinde 211.273 kisiye
kanser tanis1 konulmustur. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore daha fazla olan
(erkeklerde yiiz binde 262.4, kadinlarda yiiz binde 188.0) kanser hastaliklarinin yas
ilerledikg¢e goriilme siklig1 artmaktadir (Anonim, 20241).

1.5.1. Akciger kanseri

Kiiresel kanser arastirma verilerine (GLOBOCAN) gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda
2.094.000 yeni akciger kanseri vakasi teshis edilmis ve bu da akciger kanserini diinya
capinda o6nde gelen kanser vakasi haline getirmistir. AKCiger kanseri, tahminen
1.369.000 vakayla erkeklerde prostat kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kanser
olup, 725.000 vakayla kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci en sik goriilen
kanserdir (Thandra vd., 2021). Bu kanser tiiriniin 6lim oraninin yiiksek olmasinin
temel sebebi erken evrede tanisinin zor olmasidir (Wistuba ve Gazdar, 2006). Akciger
kanseri farkli tiplerde goriilmektedir. Bunlardan bazilar1 kiigiikk hiicreli akciger
karsinomu ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinomu, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli

karsinomdur (Wd, 2004).

Sigara igmek, akciger kanseri i¢in bilinen 6nemli bir risk faktoriidir (Fishman vd.,
1999). Nikotin, beyindeki nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanan, bagimlilig
tesvik etmek i¢in gen ve reseptdr ekspresyonunu ve ndrotransmiter seviyelerini
degistiren, tiitiin icimindeki bagimlilik yapict maddedir. Tiitlinlin yanmasi, aralarinda
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve N-nitrozaminlerin de bulundugu 60'n
tizerinde bilinen kanserojen madde iiretmektedir. Bu bilesikler, kullanimdan onlarca
yil sonra organ sistemlerinde karsinojenez riskini artiran DNA hasarma ve

mutasyonlara neden olmaktadir (Thandra vd., 2021).

Esrarin yakilmasiyla ortaya ¢ikan katran ve poliaromatik hidrokarbonlar gibi bazi
maddelerin tiitiindekilerden daha yiiksek oranda kanserojen maddeler iirettigi
bilinmektedir. Esrar tiiketiminin, brons epitelinde tiitiin i¢cimindekine benzer

premalign histolojik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Kuzey Afrika'daki
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vaka kontrol ¢calismalari, diizenli olarak esrar igen erkeklerde, tiitiin dumani ve mesleki
maruziyete gore yapilan arastirmalar akciger kanseri riskinin 2,4 kat arttigin1 ortaya

koymustur (Berthiller vd., 2008).

Akciger kanserine yol agan bir baska madde ise asbesttir. Asbest, koklii bir mesleki
kanserojendir ve cesitli lifli, dogal olarak olusan silikat minerallerini ifade eder;
yiikksek seviyelerde asbest maruziyeti akciger kanserine neden olabilir. Asbest
liflerinin solunmasi agirlikli olarak madenler, insaat alanlari, tersaneler, demiryolu ve
tekstil endiistrileri dahil olmak iizere mesleki maruziyet sirasinda ortaya c¢ikar
(McCormack vd., 2012). Asbest, alev geciktirici 6zelligi nedeniyle insaatlarda
kullanilan dogal olarak olusan bir mineraldir. Asbestin akcigerlerde lif biriktirdigi
bilinmektedir. Bu sebeple pndmokonyoz, bronkojenik akciger kanseri ve akciger
plevrasinin nadir bir malignitesi olan mezotelyoma dahil olmak iizere cesitli akciger

patolojileriyle iligkilendirilmistir (Nielsen vd., 2014).

Asbest kullanimi, M.O. 500’ lii yillardan giiniimiize kadar uzanmaktadir (Atabey,
2015). Yalitkan, siirtiinmeye kars1 direngli ve bir¢ok asitte ¢oziinmemesi gibi avantajli
Ozellikleri sayesinde “sihirli mineral” olarak tanimlanmis olan asbset, 6zellikle 1950°1i
yillardan sonra insan sagligina zarar veren kanserojen bir mineral oldugunun tespitiyle
de “oldiiriicii toz” olarak nitelendirilmistir (Anonim, 2024m). Avrupa Birligi tilkeleri
1980’lerden itibaren bireysel olarak asbest kullanimini yasaklamaya baslamis ve
nihayet 1 Ocak 2005 tarihinde ise tim iiye iilkelerde asbest iretim ve kullanimi
yasaklanmistir. 28539 sayili ve 25.01.2013 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan
“Asbestle Calismalarda Saglik ve Giivenlik Onlemleri Hakkinda Y&netmelik” geregi
iilkemizde de asbest ve asbestli iiriin iretimi ve bunlarin her tiirlii ticareti

yasaklanmistir (Anonim, 2024n).

Akciger kanseri i¢in bilinen bir diger risk faktorii ise hava kirliligidir. Fabrikalarin ve
otomobillerin neden oldugu kirli hava, yemek pisirme dumanlar1 veya i¢ mekan
dekorasyonundan kaynaklanan formaldehite uzun siire maruz kalmak gibi durumlarin

akciger kanseri riskini artirdigi gozlenmistir (Raaschou-Nielsen ve vd., 2010).

Radyasyonun da akciger kanseri iizerinde 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Calismalar
sonucunda yiiksek dozda radyasyona maruz kalma ile akciger kanseri arasinda bir

iliski oldugunu gostermektedir (Hende, 1992).
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Radon, yerdeki uranyumun ciirlimesinden dogal olarak iiretilen, mutajenik 6zelliklere
sahip bir gazdir. Ozellikle uranyum konsantrasyonunun yiiksek oldugu cografi
bolgelerde, bodrumlarda veya madenlerde yer altinda gecirilen siire, radona maruz
kalmayla iligkilidir. Metal veya uranyum madenciligi yapan yeralt1 is¢ilerinin
akcigerlerinde ve diger organlarda skuamoz hiicreli karsinom riskinin belirgin sekilde

arttig1 bilinmektedir (Markowitz vd., 2013).

Pawel ve Puskin, (2004)’ in yaptig1 ¢alismada binalarda bulunan ve topraktan ya da
insaat malzemelerinden gelen radon {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda akciger

kanseri olusumunda sigaradan sonra en etkili neden oldugu tespit edilmistir.

1.5.1.1. A549 akciger kanseri hiicre hatt

AS549 hiicreleri adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicreleridir ve ilk olarak
1972'de 58 yasindaki beyaz bir erkegin eksplante edilen tiimoriinden kanserli akciger
dokusunun ¢ikarilmasi ve kiiltiirlenmesi yoluyla elde edilmistir. Bu hiicreler, akciger
kanserinin incelenmesi ve buna kars1 ilac tedavilerinin gelistirilmesi i¢cin model olarak
kullanilmaktadir. A549 hiicreleri, kdkenlerinin akciger dokusunda bulundugu sekliyle
skuamozdiir (silindirik yapida hiicrelerin biraraya gelmesiyle olusan bir yap1) ve su ve
elektrolitler gibi baz1t maddelerin alveoller boyunca difiizyonundan sorumludur. A549
hiicreleri in vitro olarak kiiltiire alinirsa, kiiltiir sisesine bagli veya yapigmis bir sekilde
tek tabaka olarak biiyiirler. A549 hiicreleri, ilag metabolizmast i¢in bir tip II pulmoner
epitel hiicre modeli olarak ve bir transfeksiyon konagi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Yeterli siire hiicre kiiltiiriinde biiyiitiildiigiinde, A549 hiicreleri,
multilamellar (¢oklu katmanlar) govdelerin varligiyla isaret edildigi gibi farklilagsmaya
baslayabilirler (Giard vd.., 1973; Foster vd., 1998). A549 hiicreleri, akciger dokusunun
metabolik isleyisini ve dokuya olast ilag verme mekanizmalarini inceleyen
aragtirmalarda alveolar Tip II pulmoner epitel modeli olarak hizmet etmistir (Barlis

vd, 1984; Swain ved., 2010).
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1.5.2. Meme kanseri

Meme kanseri diinya c¢apinda kanser morbidite ve mortalitesinin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Kanser insidans: ve mortalitesine iliskin GLOBOCAN 2018
tahminlerine iliskin durum raporuna goére meme kanseri, tiim kadin kanserlerinin
%11,6 sindan fazlasini olusturmaktadir ve en sik teshis edilen ikinci kotii huylu

tiimdrdiir (Bray vd, 2018).

Meme kanserlerinin %10'dan azmin nedeni kalitsal bir genetik mutasyona
baglanabilmektedir (Rojas ve Stuckey, 2016). Meme kanseri vakalarinin ¢ogunda
kalitsal genetik faktorlerden ziyade cevresel ve yasam tarzi faktorleri sorumludur.
Hastalig1 olan ¢ogu kadinin aile dykiisii yoktur ve etkilenen akrabalar1 olan kadinlarin

¢ogunda hicbir zaman meme kanseri gelismeyebilir (Lichtenstein vd.,2000).

Meme kanseri daha ¢ok cevresel, ireme ve yasam tarzi faktorleriyle iliskilidir ve
bunlarin bazilar1 potansiyel olarak degistirilebilir (Rojas ve Stuckey, 2016). Meme
kanserinin degistirilebilir baslica risk faktorleri arasinda obezite (Renehan vd., 2008),
fiziksel hareketsizlik (McTiernan vd., 2003), eksojen hormonlar veya kanserojen yan
tirtinler igeren kirmizi et gibi yiiksek proteinli diyet tiikketimi (Levine vd., 2014), alkol
tiketimi (Hamajima vd., 2002), sigara igme (Lushniak vd., 2014) ve oral kontraseptif
haplarin kullanimi (Hunter vd., 2010) yer almaktadir.

Yerlesik risk faktorlerinin ¢ogu Ostrojen hormonu ile baglantilidir. Cocuk dogurma
hastaligin riskini azaltmaktadir. Emzirmenin muhtemelen koruyucu bir etkisi
olabilmektedir. Menopoz igin kullanilan oral kontraseptifler ve hormonal tedavi,
meme kanseri riskinde kii¢iik bir artisa neden olabilmekte ve kullanim kesildiginde bu
risk azalabilmektedir. Alkol hastalik riskini artirirken, fiziksel aktivitelerin koruyucu
oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 genlerdeki mutasyonlar meme kanseri riskini biiyilik
Olciide artirmaktadir, ancak bunlar vakalarin kiigiik bir kismin1 olugturmaktadir (Key
vd., 2001).

Yasa bagli meme kanseri insidansi incelendiginde, ireme yillarinda yasla birlikte hizla
arttig1 ve ortalama menopoz yasi olan yaklasik 50 yasindan sonra daha yavas bir
oranda artis gosterdigi goriilmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika'daki kadinlar
arasinda kiimiilatif meme kanseri insidanst 55 yasinda yaklasik % 2.7, 65 yasinda
yaklasik % 5 ve 75 yasinda yaklasik % 7.7'dir (Collaborative Group on Hormonal

Factors in Breast Cancer, 1997).
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Meme kanseri i¢in risk faktorlerinden biri menars ve menstrilasyon dongiisiidiir.
Menstriiasyon baglangici ne kadar ge¢ olursa meme kanserine yakalanma riski de o
kadar azalmaktadir. Menstriiasyon dongiisii uzunlugu ve diizenliligi gibi diger
menstrilasyon faktorleri, meme kanseri riskiyle tutarl bir sekilde iligkili degildir (Key

vd., 2001).

Bunun yani1 sira meme kanseri dykiisii olan kadinlarda, 6zellikle tan1 anindaki ilk yas
40"n altindaysa, hastaligin tekrar gelisme riski daha yiiksektir. Ilk tan1 yas1 40'n
tizerinde olan kadinlarda niiks riski 1.5 kat, 40 yasin altinda meme kanseri tanisi1 alan

kadinlarda ise 4.5 kattir (Schueler vd., 2008; Winters vd., 2017).

Bir diger risk faktorii de sigara kullanimidir. Mevcut bilgilere dayanarak, menopozdan
once sigara igmenin meme kanseri riskini artirdigin1 gdsteren kanitlar vardir. Sigaraya
ilk hamileliklerinden 6nce baslayan kadinlarda (% 21'e kadar daha yiiksek risk) ve
agir, uzun siireli sigara igenlerde (yani yilda 40 paketten fazla) daha yiiksek risk
goriilmistir (Winters vd., 2017). Sigara gibi alkol tiiketimiyle alakali da yapilan
calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar sonucunda alkol tiiketimi artmis meme kanseri
riski ile iligkilendirilmistir. Baz1 ¢alismalar doza bagimli bir iligki ortaya koyarken,
digerleri uzun siireler boyunca kiimiilatif ortalama alkol tiiketimi ile bir iliski

bulmustur (Smith-Warner vd., 1998).

Diizenli fiziksel aktivite yapan kadinlarda ve bol meyve sebze tiikketenlerde meme
kanseri riski azalmaktadir. Haftada en az 7 saat yliriiyen kadinlarin, aktif olmayan
kadinlara kiyasla % 10-25 oraninda daha diisiik meme kanseri riski vardir ve bu
postmenopozal kadinlarda daha da yiiksek bir koruyucu etkiye sahiptir (Buki vd.,
2007).

Radyasyona maruz kalan birkag popiilasyonun kapsamli takibi, memenin radyasyonun
etkilerine en duyarli dokular arasinda oldugunu géstermistir. Iyonize radyasyonun 17
meme kanseri riski lizerindeki etkisi, 40 yasindan once radyasyona maruz kalan

kadinlar i¢in kanitlanmistir (Boice vd., 1996).
1.5.2.1. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti

Ostrojen reseptorii pozitif olan meme kanseri, en yaygin meme kanseri tiiriidiir. Tiim
meme kanserlerinin yaklagik % 80'1 dstrojen reseptoriinii eksprese eder ve bu kanser

hiicrelerinin biiylimesi ve yayilmasi Ostrojene baglidir. Tamoksifen gibi hormonal
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tedaviler, ostrojen etkisini bloke ederek Ostrojen reseptorii pozitif meme kanserlerinin
biiylimesini yavaslatmaya veya durdurmaya yardimc1 olabilmektedir (Lykkesfeldt ve

Briand, 1986).

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti 1970 yilinda 69 yasinda Kafkasyali bir kadin
hastadan elde edilmistir. MCF-7 meme kanseri invaziv duktal bir karsinom tiirtidiir
(Neve vd., 2006). MCF-7 &strojen ve progesteron gibi hormon reseptdrlerine sahiptir.
Metastaz etkinligi diisiiktiir ve zayif bir agresif 6zellik gostermektedir. Laboratuvar
ortaminda ¢alismaya elverisli yapisi nedeniyle antikanser calismalarinda sik¢a

kullanilmaktadir (Nieves-Neira ve Pommier, 1999).

Meme kanseri ve/veya Ostrojen reseptor biyolojisine odaklanan in vitro ¢aligmalarin
biiyiik cogunlugu MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattin1 kullanmistir (Levenson ve
Jordan, 1997; Planas-Silva ve Waltz, 2007). MCF-7 hiicreleri 6strojene duyarlidir ve
siklikla Ostrojen reseptorii pozitif meme kanserlerini incelemek igin in vitro olarak
kullanilmaktadir. Genomik kararsizliklarina ragmen, mevcut literatiiriin ¢oklugu
MCF-7 hiicrelerini 0strojen reseptdriinii ve meme kanseri biyolojisini anlamak icin

kullanish bir model haline getirmektedir (Wang ve Phang, 1995).

1.6. Yara

Deri, insan viicudunun en biiyiik organidir (Rodriguez vd., 2019). Ayrica deri,
viicudun canliligimi koruyabilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu bir¢ok islevi yerine getirme
ozelligne sahiptir. Yaralanma, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitlinliigliniin
ihlali olarak tanimlanmaktadir (Gerald vd., 1994). Bu isleyisin yeniden saglanmasi ve
doku biitiinliigiiniin yeniden kazanilmasi ise yara iyilesmesi olarak tanimlanmaktadir
(Okumus vd., 2023). Yaralar, 6zellikle de kronik yaralar bir¢ok hastay1 etkilemekte ve
yasam kalitelerini diistirmektedir. (Kumar vd., 2007)

Bir¢ok insanin cilt hasar1 sorunu yasamasi nedeniyle yara iyilesmesi, hem giinliik
hayatta hem de saglik hizmetleri alaninda 6nemli bir rol oynamaktadir (Magosonu ve

Grumezescu, 2014; Xu vd., 2015).

32



1.6.1. Yara lyilestirme

Yara iyilesmesi yeni doku olusumuna yol agan tramvanin neden oldugu sistematik,
hiicresel ve biyokimyasal olaylarin sonucudur. Yara iyilesmesinin temel prensibi doku
hasarini en aza indirmek, yeterli doku perfiizyon ve oksijenlenmesini saglarken ayrica
yeterli doku beslenmesi ve hidrasyonuna imkan elde etmesidir (Altindas, 2001). Yara
terimi, ciddiyeti ve derinligi degisebilir olsa da basit¢e normal cilt yapisinin bozuldugu
veya tahrip oldugu bir durumu ifade eder. Yaralar, deri alt1 dokunun ag¢ik deri
tabakasindaki (agik yara) yirtilma ve yirtiklarin yani sira daralmayi (kapali yara) igerir.
Ancak patolojide bu terim, cilt yapilarinin neden oldugu travmanin epidermise niifuz
ettigi ve dermise zarar verdigi durumlarla sinirlidir. Yara onarimi, ayni anda yara
enfeksiyonunu 6nlerken ayn1 zamanda bu islevleri hizla geri kazandiracak sekilde de
gelismistir (Han, 2015). Kisa siirede deri kapatilmazsa enfeksiyon, doku kurulugu,
eritrosit, 10kosit, protein, immun madde vs. kaybi gibi baz1 faktorler yara iyilesmesini
engeller (Altindas, 2001). Yaralanmalarin en sik goriilen belirtileri yara bolgesinde
fiziksel hasarlar, kanama, duyu ve fonksiyon kaybi, yara ¢evresinde kizariklik, aci,
zonklama hissi, bolgedeki dokularda biiziisme ve akintidir (Rashed vd,. 2003). Fiziksel
ve kimyasal yanma, basing, hayvan isirig1 yada sokmasi, diyabet hastaligi gibi
metabolik bozukluklar, travma, ilag etkilesimleri ve yetersiz beslenme gibi sebepler

yara olusumuna neden olabilir (Keast ve Orsted, 2000).

Yara iyilesme siirecinde dogrudan hiicreden hiicreye ve hiicreden matrikse direkt
etkilesimden olusan ii¢ 6nemli adim vardir; homeostaz ve inflamasyon, proliferasyon
ve olgunlasma ve yeniden sekillenme (Han, 2015). Iinflamasyon, doku biitiinliigiiniin
hemen ardindan baglar, trombositler pihtilasma faktorleriyle cekici hale gelirler ve
kanamay1 durdurmak i¢in homeostatik plak olustururlar. Prostaglandinler (PGE ve
PGE2) inflamasyon bdlgelerinde salinir. Bu faktorler akut inflamasyonun son
aracilaridir ve 16kositler ve fibroblastlar iizerinde hemostatik etki gosterirler. Aktif,
hareketli beyaz kan hiicreleri yaranin i¢ine gog¢ eder ve hiicresel kalintilar olusturmaya
baslar. Son asamalarda yara kontraksiyonu yavas yavas baslar ancak 3-4 giin sonra
yara kenarindaki miyofibroblastlar yara kasilmasi i¢in mekanizma gorevi goriir. Yara
sinirina yakin bazal hiicrelerin ¢ogalmasi ve gocii yoluyla yara epitel ile kaplanir. Yara

igindeki hematomun yerini yeni kilcal damarlar ve fibroblastlar i¢eren graniilasyon
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dokusu alir. Fibroblastlar bag dokusu mukopolisakkaritlerinin {iretiminden sorumlu

hiicrelerdir. Son olarak yeni sinir lifleri ve yara izleri olusur (Kumar vd., 2007).

Yara iyilesmesinin ilk asamalarinda fibrin hizla polimerize olur ve birikir. Plazma
fibronektini, l16kositlerin ve fibroblastlarin gégiinii ve yapismasini tesvik eden bir
fibrin kilifi olusturmak igin fibrine ¢apraz baglanir. Fibroblastlar yara bolgesine gog
eder ve ilave fibronektin iiretir (Ozgen vd., 2006). Normal yara iyilesmesi, birgok
hiicresel aktivitenin ayn1 anda ve diizenli bir sekilde gerceklesmesiyle gergeklesir. Bu
faaliyetler: 1. Fagositoz; Polimorfik Iokositler ve makrofajlar, fagositozu
gerceklestiren birincil fagositlerdir. 2. Kemotaksis; hiicrelerin engellere karsit gog
etmesi olgusudur. Hiicreyi etkileyen kemotaktik ajanlar, inflamatuar hiicrelere ve
fibroblastlara etki ederek anjiyogenezi ve iyilesmeyi destekler. 3. Mitoz; mitoz
olusumunu uyaran ilaglar, yara iyilesmesi i¢in gerekli hiicre béliinmesini saglar. 4.
Kollajen sentezi; esas olarak fibroblastlar tarafindan sentezlenen proteinler ve
glikoproteinler, kolajen ve ara maddeleri olusturarak yara iyilesmesinin kilit
noktalarin1 tamamlar. 5. Diger matriks bilesenlerinin sentezi; yara kontraksiyonu ve
yara izinin yeniden sekillenmesi yara iyilesmesinin son adimlarini olusturur.
Yaralanmanin hemen ardindan trombositler hasarli dokuya yapisir ve graniilleri
icindeki pihtilagma faktorlerini ve biiyiime faktorlerini salgilarlar. Ortaya ¢ikan damar
duvarindaki diiz kasin gevsemesiyle damar genislemesinin yerini damar biiziismesi
(daralmasi) alir. Fibrin olgunlastik¢a, yaralanan bolge daha fazla sivi ve elektrolit
kaybindan ve kurumus pihti nedeniyle ¢evrenin kirlenmesinden korunur. Boyelece
trombositlerin salgiladig1 biiylime faktorleri iyilesme siirecini baslatir (Keast ve

Orsted, 2000).

Yara iyilesmesi birden fazla hiicre tipini, ¢esitli sitokinleri, biiyiime faktorlerini ve
bunlar arasindaki etkilesimleri igceren karmasik bir biyolojik siirectir. Bu karmasik
siireci etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri beslenmedir. Yapilan ¢alismalar yetersiz
beslenmenin yara iyilesme siirecini olumsuz etkiledigini gostermektedir (Arnold ve
Barbul, 2015). lyilesme siirecindeki her adimin son asamasi dolasimdaki amino

asitlere, lipitlere ve karbonhidratlara baglidir (Smith vd., 2005).

Yaralanmalarda bazal metabolizma hizinin artmas: proteinlerin  (kaslarin)
pargalanmasina ve viicudun dehidrasyonuna neden olur (Cereda vd., 2009). Lipidler,
temel yag asitlerini igerirler ve yagda ¢oziinen vitaminlerin tastyicisi olarak gorev

yaptiklari i¢in yara iyilesmesindeki en 6nemli bilesenlerden biridir (MacKay ve Miller,
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2003). Cesitli aragtirmalar yag asitlerinin yara iyilesme siirecinde dnemli bir parcasi

oldugunu gostermistir (Rodriguez vd., 2011).

Yara iyilesmesinin koagiilasyon, inflamasyon, kollagen yapimi, epitel olusumu gibi
cesitli asamalarina etki eden tibbi bitkiler bilimsel literatiirde yerini almistir. Bu
bitkisel ekstraktlar yiizyillardir yara iyilesmesinde kullanilmakta olup, giiniimiizde de

bu durum gegerliligini korumaktadir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).

Yara iyilesmesi siirecinde birgok modern ve geleneksel tedavi yontemi gelistirilmistir.
Geleneksel tedaviler kolay ulasilabilir ve uygun fiyathidir. Bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan elde edilen bir¢ok farkli iiriin, yara iyilesmesini hizlandirmak veya
diizenlemek i¢in arastirmalarda kullanilmistir. Pedaliaceae familyasina ait olan susam
degerli bir eski iiriindiir. Susamin en faydali kismi kiitlesinin yaklasik %75' lipit ve
proteinden olusan tohumudur. Susam yag: kaliteli bir yag olup, kalitesi, aromas1 ve
giizel tad1 nedeniyle yagli tohumlarin kraligesi olarak adlandirilmaktadir (Rodriguez
vd., 2011; Rousseau vd., 2013). Susam yagi, fibroblast {iretimini uyardigi ve bu
nedenle cilt yaralarinda yara iyilesmesini ve doku yenilenmesini hizlandirma

yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Tehrani vd., 2016).

Doktora tezi ¢alismasi kapsaminda kullanilan bitki materyali, altin susam olarak da
bilinen ve halen geleneksel yontemlerle iiretimi yapilmakta olan Gokova susami in
vitro ortama aktarilmi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Aseptik kosullarda,
yapay besi ortamlarinda ve bitki biiylime diizenleyicilerinin varliginda, cogalmalar1 ve
gelismelerinin tesvik edildigi mikrocogaltim yontemiyle, ¢ok kisa bir siirede, birbiriyle

ayni genetik 6zellige sahip cok sayida bitki elde edilmistir.

Tibbi biyokimya ve farmokoloji gibi alanlarda yapilan pek ¢ok c¢aligmada, bitkisel
ekstraktlarin veya metabolitlerin hiicresel par¢alanmasini incelemek, yonlendirmek,
sitotoksisitesini ve fitokimyasalin hiicre boliinmesi ve/veya farklilasmasi iizerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla klinik uygulama oncesi hiicre hatt1 uygulamalari
temel nitelik tasimaktadir. Fibroblastlar yaralanmis dermisin tamirinde énemlidirler.
Bu hiicreler yara bolgesini genisletmek ve bolgeye go¢ etmek igin ¢ogalirlar, yeni
ekstraseliiler matriks sentezlerler ve ayn1 zamanda miyofibroblastlar gibi kalin aktin
demetlerinin ekspresyonunu saglarlar (Schafer ve Werner, 2007; Gurtner vd., 2008).
Scratch deneyi bitki preparatlarinin veya izole edilmis bilesiklerin yeni doku
olusumunu nasil etkiledigi ile ilgili ilk bilgileri elde etmek i¢in degerli ve ucuz bir
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deneydir (van Horssen vd., 2006; Liang vd., 2007). Mevcut tez ¢alismasinda in vitro
bitkilerden elde edilen ekstrakt yara iyilestirme ve antikanser c¢alismalarinda
kullanilmistir. Ulusal ve uluslararas: literatiirde ilk kez S. orientale cv. “Gokova”
bitkisinden elde edilen oOziitiin hem sitotoksiteleri hem de yara iyilestirme ve

antioksidan potansiyeli L929 Murine Fibroblast hiicre hatlarinda incelenmistir.

Geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan bitkiler, glinlimiizde ¢agdas tip
uygulamalarinda hammadde olarak onemli bir rol oynamaktadir. Literatiirdeki
deneysel c¢alismalar Sesamum indicum’ un sahip oldugu farmakolojik aktiviteleri
destekler niteliktedir. Ozellikle anti-kanser ve yara iyilestirme etkileri hem in vitro
hem de in vivo galismalarla kanitlanmistir. Giiniimiizde en ¢ok karsilagilan, 6nemli bir
halk sagligi sorunu olarak tanimlanan kanser farkli risk faktorlerini icinde
barindirmaktadir. A549, akciger kanserinin incelenmesi ve buna karst ilag
tedavilerinin gelistirilmesi i¢in model olarak kullanilmaktadir. Akciger kanseri ilag
gelisimi baglaminda, hiicreler sirasiyla hiicre kiiltiirii ve ksenograftlama yoluyla hem
in vitro hem de in vivo olarak paklitaksel, dosetaksel ve bevasizumab gibi yeni ilaglar
igin test alani olarak hizmet vermistir (Barlis vd., 1984; Swain vd., 2010). Meme
kanseri ve/veya Ostrojen reseptor biyolojisine odaklanan in vitro ¢alismalarin biiyiik
cogunlugu MCF-7 insan meme kansert hiicre hattin1 kullanmistir (Levenson ve Jordan,
1997; Planas-Silva ve Waltz, 2007). MCF-7 hiicreleri 6strojene duyarhidir ve siklikla
Ostrojen reseptorii pozitif meme kanserlerini incelemek igin in vitro olarak
kullanilmaktadir. Tez calismasi kapsaminda S. orientale cv. “Gokova” in vitro
kiltlirlerinden elde edilen hiicre oziitliniin hem A549 akciger kanseri hem de MCF7

meme kanseri hiicre hatlarinda antproliferatif etkileri arastirilmistir.

Tuzluluk, tiim diinyada tarimsal iiretimi biiyiik 6l¢tide kisitlayan ¢evresel faktorlerden
biridir (Botella vd., 2005). Degisen iklim kosullar1 sonucu meydana gelen stresler,
bitkide metabolizma diizeyinde etkilere sebep olup, genellikle tibbi aktivitelerin temeli
olan sekonder metabolit liretiminde 6nemli rol oynayabilmektedir. Stres kosullarinin
metabolik yolaklar {izerine etkisini incelemeye dayali yapilan caligmalar oldukca
kisithidir (Gairola vd., 2010). Doktora tez ¢alismasinin diger bir asamasinda ise tuz
stresinin S. orientale cv. “Goékova” bitkisinin in vitro kiiltiirlerinde farkli derisimlerde
uygulanan tuz (NaCl)’un oksidatif stres toleransinda gérev alan enzimlerin etkileri

transkripsyonel diizeyde degerlendirilmistir.
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Tez calismasinda elde edilen verilerle geleneksel yontemler kullanarak hem
endiistriyel hem de butik iiretim yapan susam iireticilerinin uygulamis olduklar
yonteme biyoteknolojik yaklagimlarinin getirilerek iireticilere yeni kazanimlar
saglamak amaglanmistir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler 1s181nda
gelistirilecek potansiyel iiriiniin sitotoksisite, yara iyilesmesi, kanser tedavilerinde
etken madde olarak kullanilabilecek nitelikte, ekonomik, ticari ve sosyal degere sahip

olabilecegi ongdriilmiistiir.

Bu baglamda, ¢alisma 6zgiin nitelik tasimakta olup, elde edilen veriler literatiire ilk
defa kazandirilmig, hem ulusal hem de uluslararas1 platformlarda yayinlanabilir

ozellige sahiptir.
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2. MATERYAL - METOD

2.1. Tohum Temini

S. orientale L. “Gokova” bitkisinin tohumlari, Mugla Biiyiiksehir Belediyesi, Tarimsal
Hizmetler Birimi, Yerel Tohum merkezinden temin edilmis ve (Protokol Taslak No:
2020-167422; Sayi: 10452259-030.02-1240) in vitro kiiltiir baglatilmistir.

2.2. Gokova Susami In vitro Mikrocogaltim

Tohumlarin in vitro ortama aktarilmasi asamasinda dis ortamda maruz kaldiklar
kontaminatlardan arindirilmasi1 amaciyla laminair akimli kabin igerisinde yiizey
sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Bunun igin;

v' EtOH (%70) ile 5 dk,

v' H202 (%10) ile 10 dk ,

v" Ticari Domestos® (%20) ile 5 dk, Ticari Domestos® (%10) ile 5 dk

muamele edilmistir.
MBB Yerel Tohum Merkezinden edinilen Gokova Susami tohumlari, tohumlarin

sterilizasyon soliisyonlariyla muamele edilmesi, yitkama islemi ve siizme, tohumlarin

yari kat1 besi yerine aktarilmasi asamalar1 Sekil 2.1.’de verilmistir.
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Sekil 2.1. a) MBB Yerel Tohum Merkezinden edinilen Gokova Susami tohumlari, b) Susam
tohumlarinin yiizey sterilizasyon soliisyonlariyla muamele edilmesi, ¢) Sterilizasyon sonrasi
yikama islemi ve siizme, d) Sterilizasyon asamalarindan sonra tohumlarin yari kat1 besi yerine
aktarilmasi

Sterilizasyon isleminin ardindan kontaminantlardan ari hale gelen Gokova susami
tohumlari, ¢imlenmesi i¢in MS yar1 kat1 besiyeri (Murashige ve Skoog, 1962) ve benzil
adenin icerikli (MS+BA), pH 5.8 besiyerine ekilerek in vitro ortama [23+2 °C
sicaklikta, 16/8 saat fotoperiyot (50 pmolm2s™) kiiltiir kosullar1] aktarilmistir (Cizelge
2.1.). In vitro ortama aktarilip kiiltiire alinan tohumlar basarili bir sekilde ¢imlendikten
ve yeterli fide uzunluguna geldikten sonra steril kabin igerisinde nodal segmentlerine
ayristirilarak alt kiiltiir islemi uygulanmigtir.  S. orientale L. “Gokova” bitkisinin 4
haftalik periyotlarla bu sekilde mikro cogaltimi yapilmis ve hiicre oziitleri i¢in gerekli
olan bitkisel materyal elde edilmistir (Sekil 2.2.).

Cizelge 2.1. Sterilizasyon sonrasi Gokova susami tohumlarinin ¢imlenmesi icin hazirlanan
besiyeri icerigi ve miktarlar

Kullanilan malzeme Miktan
MS 4.405 gL™
Siikroz 20 gL
Benzil adenin 1 mgL?
Agar 7gL?
dH20 1 litreye tamamlanacak
pH 5.8
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Sekil 2. 2. In vitro ortamda ¢imlenen Gokova susami tohumlarinin alt kiiltiirlenme agamalari

2.3. In vitro Klonal Cogaltim Sonras1 Tuz Uygulamalari

1mgL? Benzil adenin (BA) ile desteklenen MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besiyerine ve aktif komiir [charcoal, (CH)] igeren BA ile desteklenen MS besiyerine 0
(kontrol), 50 mM ve 100 mM olmak iizere farkli derisimlerde NaCl ilave edilmesi ile
tuz uygulamasi gergeklestirilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Siirgiin olusturan bitkilerin in vitro klonal cogaltimi sonrasi tuz stresi uygulamasi
icin hazirlanan Charcoal icerikli besi yerlerinde kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Besi yeri
MS+BA+CH+0 | MS+BA+CH+50 | MS+BA+CH+10
LI mM NaCI mM NaCI 0 mM NaCT
malzemeler (KONTROL)
MS (4.405 g/L1) v v v
Siikroz (20 gL!) v v v
Benzil adenin (1 mgL!) v v v
AKtif kémiir (10 gL) v v v
NaCI (1 M) OmL 50 mL 100 mL
Agar (7 gL' v v v
dH,O (1 litreye tamamlanacak) Y Y Y
pH (5.8) Y Y Y
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Cizelge 2.3. Siirgiin olusturan bitkilerin in vitro klonal cogaltimi sonrasi tuz stresi uygulamasi

icin hazirlanan besi yerlerinde kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Besi yeri
Kullanilan MS+BA+0 MS+BA+50 | MS+BA+100
mM NaCl mM NaCl mM NaCl
malzemeler (KONTROL)
MS (4.405 g/L-1) e ¥ v
Siikroz (20 gL ') v v v
Benzil adenin (1 mgL!) v v v
1M NaCl OmL S50 mL 100 mL
Agar (7 gL) v v v
dH,O (1 litreye tamamlanacak) v v v
pH (5.8) v v v

Deneyler ii¢ tekrarli ve her bir tekrarda 5 adet binodal ucu olacak sekilde dizayn
edilmistir. Uygulama sonrasi 6rnekler, 2742 °C sicaklik, 16/8 saatlik fotoperiyot ve 50
pmol-1m-2s-1 beyaz giin 15181 floresan ile aydinlatilan ortam kosullarinda 24 ve 48
saat siireyle inkiibe edilmistir. (Kaya vd., 2017). Inkiibasyon sonras1 &rnekler hizlica
stv1 azot yardimiyla ezilmis ve RNA izolasyonu protokolil i¢in hazir hale getirilmistir

(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Siirgiin olusturan bitkilerin in vitro klonal cogaltim sonrasi tuz stresi uygulamasi i¢in
hazirlanan besi yerlerine aktarimi.

2.4. Molekiiler Analizler

NCBI primer Blast veritabaninda accession numarasi ya da fasta sekansi kullanilarak
housekeeping olarak kullanilacak 18S ribosomal RNA (JX444508.1) ve tuzluluk stresi
regiilasyonununda rol aldigi diistiniilen GST U25-like, -acyl-coenzyme A oxidase 2,
2,3- bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase ve GSTL3-like
genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri Real-Time Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction (qPCR) ile tespit edilmistir. Cizelge 2.4. * de tuzluluk
stresinde rol aldig1 diigiiniilen genlerine ait primerlerin protein numarasi, gen numarast

ve sekanslar1 verilmistir.
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Cizelge 2.4. Glutatyon-S transferaz (GST U25-like), asil-koenzim A oksidaz 2 (ACX), 2,3-
bisfosfogliserattan bagimsiz fosfogliserat mutaz, ornitin aminotransferaz (XP_011096597) ve
glutatyon-S transferaz (GST L3-like) genlerine ait primerlerin sekanslari (Zhang ve ark. 2019)

Yolak Protein | Gen No. | Gen Tanimi 5° Sequens 3’
No.
XP_011
089832, LOC105 | GST ~ U25- | CTGCCTTCTGATCCTTAC
. 165502 | like GACAACTCTTCCACCATT
Glutathione 1
Metabolism 8<9F:1—7%161_ LOCI105 | o) o e | ATAGCCTACTCCGATACATT
1 174379 ACTGAACTGACCAAGGAA
2,3-
XP 020 bisphosphogl
Biosenthesis of 551998 LOC105 | ycerate- ACAAGTAGATTAGCCGAGAG
amino acids 1 " | 178665 | independent | CGTTCAATACCGCTTACAAT
phosphoglyc
erate mutase
Ipha- XP_011 -acyl-
aLinloallenic acid 097_5094. LOCLES cacl)cg]zyme A G CTCARPRACATAAGC
. 176477 y TGTGTCTTCTTCATCTCAG
metabolism 1 oxidase 2

2.4.1. Total RNA izolasyonu

Farkli derisimlerde tuz uygulamasi sonrast in vitro ortamda rejenerasyonun

gerceklestirilmesi ile gelisen yaprak ve govde gibi bitki kisimlarindan ve hig strese

maruz birakilmayan in vitro ortamda mikrogaltimi gergeklestirilen susam bitkisinin

farkli kistmlar1 kullanilarak Thermo scientific GeneJET Plant RNA Purification Mini

Kit protokoliine gore asagidaki Cizelge 2.5. de belirtildigi sekilde total RNA

1zolasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.5. Thermo Scientific GeneJET Plant RNA Purification Kit ile in vitro Gokova susami

bitkisinden total RNA izolasyon protokolii

Bitki RNA Izolasyon Protokolii

Steril bir havan igerisine 100 mg bitki 6rnegi alinmis ve sivi azot
yardimiyla hizlica ezilerek bitki hiicresi mekanik olarak parcalanmis ve
ornekler direkt 500 pl Bitki RNA Lizis Sollisyonunu igeren 1.5 ml
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis. Ardindan karisim  10-20  sn
vortekslenmistir.

Karisim 56°C“de 3 dakika inkiibe edildikten sonra 14,000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 tlipte olusan iki fazdan siipernetant fazi (genellikle 450-
550 pl) alinarak temiz bir mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir. Tiipe %96’
lik EtOH’ dan 250 pl eklenmis ve pipetajlama yapilarak karistirilmistir.
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Cizelge 2.5. Devam

4 Karigim saflasgtirma kolonuna aktarilarak ~11.000 rpm’de 1 dk boyunca
santrifiijlenmistir.

5 Saflastirma kolonuna 700 ul Yikama Tamponu WB 1 eklenmis ve
~11.000 rpm*“de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir.

6 Saflagtirma kolonuna 500 pl Yikama Tamponu WB 2 eklenmis ve
~11.000 rpm*“de 1 dk boyunca santrifiijlenmistir.

6. Basamak tekrar edilmis ve kolon maksimum hizda 1 dk yeniden

7 santrifiij edildikten sonra kolon RNaz igermeyen 1,5 ml“lik toplama
tiipiine aktarilmigtir.
8 Kolon membraninin merkezine 50 pl niikleaz icermeyen su eklenmis ve

~11,000 rpm'de 1 dk santrifiijlenmistir.

2.4.2. Spektrofotometrik analizler

RNA izolasyonu sonrasi elde edilen total RNA"lar, spekrofotometrik olarak analiz
edilmistir. Bunun i¢in kuyulara kér (RNA izolasyonun son basamaginda RNA’nin
¢oOzdiiriildiigii niikleaz igermeyen dH>O) ve RNA 6rneklerinden 4 uL koyularak analiz
gerceklestirilmistir. Bu analiz sonrasinda total RNA’larin safliklarin1 ve miktarlarim
nicel olarak tespit etmek amaciyla A260/280 ve A260/230 degerlerine, ayrica bir
sonraki asama olan cDNA sentezi i¢in gerekli olacak RNA konsantrasyonlari

belirlenmistir.

2.4.3. cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA, OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit (Cat. No. G236)
kullanilarak ters transkribe edilmistir. Real-Time PCR analizinde kullanilmak tizere
OneScript® Plus Reverse Transcriptase OneScript® cDNA Synthesis kiti ile stres
durumuna maruz kalan ve kalmayan bitki 6rneklerinden elde edilen total RNA’lardan

Cizelge 2.6.” da belirtildigi sekilde cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.6. OneScript® Plus Reverse Transcriptase OneScript® cDNA Synthesis kiti ile cDNA

sentezi

cDNA sentez protokolii

Tim RNA Ornekleri ve diger reaktifler buzda c¢ozdirildii ve nazikce

1 vortekslenmistir.
2 IAsagidaki reaksiyon karisimi buzda hazirlanmistir.

PCR Bilesenleri Hacim/Reaksiyon Final Konsantrasyon

Total RNA 5uL 500 ng/pL
Oligo (dT) (10w 1puL 0,5 uM
dNTP Mix (10mM) 1uL 500 uM

Niikleazsiz H,O 7,5uL -

3 Karigim 65 °C de 5 dk boyunca isitildiktan sonra 1 dk buz iizerinde inkiibe
edilmis. Ardindan bilesenler kisa bir santrifiijde toplanmistir.

4 Asagidaki bilesenler reaksiyon tlipline eklenmistir.

Bilesenler Hacim/Reaksiyon Final Konsantrasyon
5X RT Buffer 4 uL 1X
RNaseOFF Ribonuclease
Inhibitor (40 U/uL) 0,5uL 20 U/rxn
OneScriptRTase (200 U/
pL) 1upL 200 rxn
g Karigim, kisa bir santrifiij ile tiim bilesenler son hacmi 20 pL de
toplanmustr.
6 Reaksiyon tiipii 50 °C’ de 30 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyon Tiipii 35 °C’de 5 dk boyunca 1sitilarak reaksiyon durduruldu.
7 Sentezi tamamlanan reaksiyon tiipii 6nce oda sicakligina gelmesi beklendi

ardindan 1 dk buzda bekletilerek sogutulmasi saglandi.

2.4.4. Real-Time PCR

Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulamasi ile tuz stresi olusturulan susam bitkisinde

NCBI Primer Blast veritabaninda mRNA sekanslar1 iizerinden tasarlanan primerler

kullanilarak Ampliqgon RealQ Plus 2x Master MixGreen kit ile Cizelge 2.7." de

belirtildigi sekilde Real-Time PCR yapilarak tuz uygulamasi yapilmistir. Tuzluluk

stres toleransinda ilgili oldugu diisiiniilen genlerin ekspresyon seviyelerinin tespiti

referans genlerin kontroliinde tespit edilmistir.
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Cizelge 2.7. Ampligon RealQ Plus 2x Master MixGreen kit ile Real-Time PCR protokolii

Q-PCR protokolii

1 PCR tilipiine asagidaki bilesenler sirasiyla belirtilen hacimde eklenerek
deneysel reaksiyon hazirlanmustir.
PCR Bilesenleri Hacim/Reaksiyon Einal Konsantrasyon
cDNA 1,5uL 20 ng (1-100ng)
Forward Primer 0,75 uL 0,1 uM (0,05-0,5 pM)
Reverse Primer 0,75 uL 0,1 uM (0,05-0,5 uM)
RealQ Plus 2X Master 7,5uL X
Mix
dH.0 4,5 uL -
9 Hazirlanan karisim baloncuk olusturmadan karistirilmistir (Baloncuklar
fliioresanin algilanmasini engeller).
3 Reaksiyon tiipii Q-PCR cihazina yerlestirilmis ve gergek zamanli PCR
reaksiyon basamaklar1 agagida belirtilen sekilde gerceklestirilmistir.
Basamak Dongii Siiresi Sicaklik Dongii sayisi
On inkiibasyon 15 dakika 95°C 1
30 saniye 95 °C
Amplifikasyon 55
. 30 saniye 40
(Ug Asamalr) °C
30 saniye 72 °C
30 saniye 95°C
Erime 30 saniye 65°C 1
30 saniye 72 °C
Soguma 30 saniye 37°C 1

2.4.5. Verilerin istatistiki Analizi

Real-Time PCR ile elde edilen sonuglar 18S ile normalize edilmis olup 244" yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilig1 i¢in T-
Test yapilmistir. p < 0.05, p <0,01 ve p <0,001 degerinde olanlar istatiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

46




2.5. Ekstraksiyon

Cogaltilan bitki materyalleri fanli kurutma firminda 35°C sicaklikta 24 saat kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan bitkiler siv1 azot yardimiyla havanda dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis
olan bitki agirliginin 10 kati olacak sekilde % 99'luk etil alkol (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany) ile siispanse edilip ultrasonik ekstraksiyona tabi tutulmustur.

Ekstraksiyon igleminde her bir 30 dakikalik ¢evrim sonrasi siispansiyon 4000 rpm’ de
4 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant filtre kagidi yardimiyla siiziilerek behere
aktarilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Elde edilen ekstrakt bir beherde
toplanmis ve alkol ortamdan uzaklastirilmistir. Boylece ham ekstrakt elde edilmistir

(Sekil 2.4.).

,,‘r e

A Yol

-,
o

‘s

Sekil 2.4. In vitro Gokova susam bitkisinin ekstraksiyon asamalari.

Ekstraktin stok soltisyonu DMEM ile 200 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. In

vitro sitotoksisite, ile kanser hiicre hatlarindaki antiproliferatif etkilerinin
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aragtirtlmasinda kullanilacak test konsantrasyonlar1 bu stoktan DMEM ile diliie

edilerek hazir hale getirilmistir (Sekil 2.5.).

L

Sekil 2.5. a. Gokova Susami ekstrakti, b. DMEM ile ¢ozdiiriilen Gokova susam stok soliisyonu.

2.6. Hiicre Hatlan1

Calismada kullanilan L929 fibroblast (ATCC® CCL-1), A549 akciger epitel (ATCC®
CCL-185) ve MCF-7 meme epitel (ATCC® HTB-22) hiicre hatlar ticari olarak temin

edilmistir.

2.6.1. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Hiicreler % 10 oraninda fetal bovin serum (FBS) ve % 1 oraninda antibiyotik
(penisilin-streptomisin) soliisyonu igeren, yliksek glukoz oranina sahip Dulbecco’s
Minimal Essential Medium (DMEM) besiyerinde (hazir besiyeri) 37 °C'de % 5 CO2’li

ortamda gelistirilmistir.

Her bir hiicre hatti, 25 T-flaskta 37°C’de % 5 CO2’li etiivde % 98 nem altinda
monolayer kiiltiir olarak gelistirilmis ve hiicreler yaklasik % 80 yogunluga ulastiginda,
flasktaki besiyeri dokiilmiis, yiizey steril phosphate-buffered saline (D-PBS) ile
yikanarak hiicresel atiklar ve serum uzaklastirilmistir. Monolayer durumdaki
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in, hiicre yiizeyini 6rtecek miktarda Tripsin EDTA
uygulanarak yaklagik bes dakika inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin yiizeyden
ayrilmasi inverted mikroskop altinda takip edilmistir. Adherent hali bozulan hiicrelerin

tizerindeki tripsinin etkisini inhibe etmek amaciyla, tripsin hacminin en az bes kati
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olacak sekilde, FBS iceren DMEM (besiyeri) eklenmistir. Flasktaki hiicreler
pipetlenerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik steril falkona alinmig, 4 dakika 1200
rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis; pellet 1 mL’
lik taze hazir besiyerinde c¢oziilerek T 75 flasklara ekilmis ve inkiibasyona

birakilmistir.

2.6.2. Gokova Susami Ekstraktimin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

S. orientale L. “Gokova” bitki ekstraktinin in vitro sitotoksik etkileri 3-4,5-dimetil-
tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) testi ile belirlenmistir. Maddelerin
sitotoksisitelerini belirlemek i¢in kullanilan MTT testi hassas, kesin, kullanisli, hizl
ve ekonomik bir test yontemidir. Canli hiicrelerdeki mitokondriyal enzim siiksinat-
dehidrojenazin, tetrazolyum tuzu MTT'yi izo-propanol iginde ¢oziiniir mavi renkli bir
liriine (formazan) indirgemektedir. Uretilen formazan miktar;, mevcut canli hiicre

sayist ile orantili olmaktadir (Mosmann, 1983).

Hiicre dizisi olarak L929 murine fibroblast (ATCC® CCL-1) hiicre hatt1 kullanilmustur.
Hiicreler T 75 flask lizerinde 37°C’de % 5 CO2’li etiivde % 98 nem altinda monolayer
kiiltiir olarak gelistirilmis ve yaklasik % 80 yogunluga ulastiginda besiyeri ortamdan
uzaklastinlmistir. D-PBS ile flask yiizeyi yikanmis ve tripsin eklenerek 5 dk
inkiibasyona birakilmistir. Tripsin etkisiyle yiizeyden ayrilan hiicreler FBS icerikli
DMEM ile siispanse edilerek steril 15 ml’ lik falkona alinmis, 4 dakika 1200 rpm’ de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak pellet 1 mL’lik taze
hazir besiyerinde ¢ozdiiriilerek elde edilen hiicre slispansiyonu Trypan Blue boyasi ile

boyanarak Thoma laminda sayilmistir.

L.929 hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu mikroplakalara her bir kuyucukta 200 pL’ de,
1x10%hiicre olacak sekilde ekilerek 37°C’de % 5 CO2’li etiivde % 98 nem altinda %

90 doluluga ulasmasi i¢in inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan plaklardaki kiiltir mediumu bosaltilmig, yerine bitki
ekstraktinin DMEM i¢erisindeki farkli konsantrasyonlarindan 200 pl aktarilmis, hiicre
kontrol kuyucuguna sadece 200 pl besiyeri mediumu eklenmistir. Etken madde
uygulanan plakalarin 24 saatlik inkiibasyonunun ardindan kuyucuklar tamamen

bosaltilmis, her bir kuyucuk 2 kez 100 ul D-PBS eklenerek yikanmistir. Yikama
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sonrasi kuyucuklara 100 pL taze besiyeri ve 10 pL MTT aktarilmis ve 3 saat 37°C’de
% 5 CO2’li etiivde % 98 nem altinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilmis, 100 pl Dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenmis, ¢alkalayicida oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edilip, mikroplaka okuyucu
(Thermo Scientific Multiskan FC, Vantaa, Finlandiya) ile 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik 6l¢iimler yapilmistir. Kontrol kuyucugundaki hiicre canliligt % 100
olarak kabul edilerek diger kuyucuklardaki % canlilik hesaplanmistir. inhibitor
konsantrasyon 50 (ICsg, hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii konsantrasyon) degerleri

EXCEL programinda istatistiksel olarak hesaplanmaistir.
Canli hiicre yiizdesi asagidaki formiil ile belirlenmistir:
(%) = [100 x (Ornekaps)/ (Kontrolaps)]
Ornekabs: S. orientale cv. “Gokova” uygulanan kuyulardaki absorbans

Kontrolass: Kontrol kuyucugunun absorbansi

2.7. InVitro Scratch Testi (Yara-Cizik Testi)

Bitki ekstraktinin yara iyilestirme aktivitesi in vitro scratch testi ile belirlenmistir.
Flasktan alinarak sayimi1 yapilan 1929 fibroblast hiicreleri 75x10* hiicre olacak sekilde
60 mm’ lik hiicre kiiltiir Petrilerine inokiile edilmistir. Yaklasik 24-48 saat arasi
tutunduklar1 hiicre kiiltlirii kabinin yiizeyini %90’ a yakin dolduran hiicrelerin
yizeyinde 10 uL’ lik mikropipet ucuyla yara ¢izgisi olusturulmustur. Yara
olusturulurken pipet ucu hiicre kiiltiirii kabi {izerinde bir ugtan diger uca dogru sabit
hizla tek seferde ¢izilmis, ¢izme isleminden sonra hiicreler bir kez D-PBS ile yikanmis
ve kopan hiicreler uzaklastirilmistir. Gokova susami ekstraktinin 1929 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik (1Cso) degeri altindaki 4 farkli konsantrasyonunda (150 pg/mL,
100 ug/mL, 50 pg/mL ve 25 pg/mL) 2,5 mL tam besiyeri konularak inkiibe edilmistir.
Kontrol grubu olarak tam besiyeri ve ekstrakt ¢oziiciisii olan solvent érnekle ayni
konsantrasyonlarda hazirlanarak Petrilere aktarilmistir (Sekil 2.6.). Ardindan 0., 24.
ve 48. saatlerde faz kontrast mikroskobu ile yara ¢izgisi goriintiilenerek kontrol grubu

ile karsilagtirilmis ve ekstraktin yara iyilestirme aktivitesi belirlenmistir.
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Sekil 2.6. In Vitro Scratch testi uygulamasi

2.8. Bitki Ekstraktinin A549 Akciger ve MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatlar
Uzerindeki Antiproliferatif Etkisinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi

Hiicreler % 10 oraninda fetal bovin serum (FBS) ve % 1 oraninda antibiyotik
(penisilin-streptomisin) soliisyonu igeren, yiiksek glikoz oranina sahip Dulbecco’s
Minimal Essential Medium (DMEM) besiyerinde 37 °C'de % 5 CO2’li ortamda
gelistirilmistir. Ardindan hiicreler 96' I platelerde her kuyucukta 1x10* hiicre olacak
sekilde aktarilip 37 °C' de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Yaklasitk % 90
doluluga ulasan kuyucuklardan besi yeri uzaklastirilarak, etken maddenin 4000; 2000;
1000; 500; 250; 125 pg/mL’ lik farkli dozlarini igeren taze besi yeri igeren karigimlari
ilave edilmis ve hiicre kontrol olarak etken madde ilave edilmeyen kuyucuklara 200
uL taze besi yeri uygulanmistir. Ardindan plate tekrar 24 saat ayni kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak 100; 50; 25; 12.5; 6.25; 3.125
ng/mL’lik konsantrasyonlarda cisplatin kullanilmistir. Her bir konsantrasyon 8 tekrarlt
olacak sekilde calisilmistir. Plakalardaki kuyucuklar 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
tamamen bosaltilarak her bir kuyucuga 100 uL D-PBS eklenerek yikama yapilmstir.
Yikama sonras1 100 pl taze besiyeri ve 10 pL MTT eklenmis, 3 saat 37 °C’de % 5
CO’li etiivde % 98 nem altinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar
bosaltilarak 100 pl Dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis, ¢alkalayicida oda sicakliginda
25 dakika inkiibe edilip 540 nm’de absorbans alinmistir. Etken madde icermeyen hiicre
kontrol kuyucugundaki hiicre canlilifn % 100 olarak kabul edilerek diger

kuyucuklardaki canlilik degerlerine gdre % inhibisyon hesaplanmustir. Inhibitor
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konsantrasyon 50 (ICsg, hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii konsantrasyon) degerleri

istatistiksel olarak EXCEL programinda hesaplanmustir.

Hiicre inhibisyon ylizdesi asagidaki formiil ile belirlenmistir:
(% Inhibisyon) = [(Kontrolabs —Ornekabs) / Kontrolass] x 100
Ornekans: S. orientale L. “Gokova” uygulanan kuyulardaki absorbans

Kontrolass: Kontrol kuyucugunun absorbansi
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3. BULGULAR

3.1. Tuz Stresi uygulamalarinda Morfolojik ve Molekiiler Analizler

Mevcut tez ¢alismada, in vitro yetistirilen S. orientale cv. "Gokova" siirgiin uglarindan
In vitro biiyiiyen bitkilerde morfolojik veriler 1s18inda, %86 ile %100 arasinda degisen
rejenerasyon yiizdesi elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Tuzla muamele edilmis veya kontrol grubu 6rneklerinin 4 haftalik inkiibasyondan

sonra rejenerasyonu, siirgiin basina gelisen govde sayisi, siirgiin basina gelisen géovde
uzunluklari ve hesaplanan siirgiin olusturma kapasitesi (SOKI) indeksleri.

Ortalama Ortalama
.. ) Rejenerasyon Siirgiin siirgiin
Uygulama ve besin icerikleri (%) e ST (SOKI)
(no =£SE™) (cm = SE)
MS+1mgL! BA 100 + 0** 322 £0.12%  1.70 £0.09? 322
MS+1mgL!
Kontrol i
ontro BA+10gL-! 100 + 0? 178 +0.148 183 +0.142 178
Charcoal
MS+1mgL! BA 100 =02 3.15+£020% 142 +£0.09° 3.15
MS+1mgl!
SOmMNaCl s 10gLt 100 = 02 20£0098 149=017% 20
Charcoal
MS +1mgL! BA 100 =02 3.06 £023%4 159 =0.10% 3.06
MS+ImgL-!
100mM NaCl 5\ 11 0g1 1 86.67 = 457" 212+0.128 092+017° 184
Charcoal

* Yiizde degerler istatistiksel olarak parametrik olmayan bir test olan post hoc ¢oklu
karsilastirma testi ile analiz edilmistir (Marascuilo ve McSweeney 1977). Istatistiksel
analiz ANOVA ve ardindan P<0.05'te LSD testi ile gerceklestirilmistir.

**SE, standart hata.

Cizelge 3.1 incelendiginde, kontrol ve tuz stresi uygulama gruplarinin neredeyse

tamaminda %100 rejenerasyon gozlenmistir. Ancak 100mM tuz i¢eren komiirlii MS
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besin ortaminda rejenerasyon oraninda azalma tespit edilmistir. Bir diger dikkat ¢ekici
durum ise kontrol grubu da dahil olmak iizere odun kdmiirii i¢eren besin ortaminda
yetistirilen tiim Orneklerde siirgiin olusturma kapasitesi (SFC) indekslerinin odun
komiirii icermeyenlere gore daha diisiik olmasidir. Benzer sekilde, tiim odun komiirii
uygulamalarinda siirgiin basma gelisen govde sayisinda da onemli bir diisis

gozlenmistir.

Gokova susamu in vitro bitkilerinden izole edilen total RNA’larin nicel olarak safligi
ve konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemler kullanilarak 6l¢iilmiis, absorbans
degerleri Cizelge 3.2° de verilmistir. Elde edilen RNA’larin saflik degerleri
incelendiginde 24 saat tuzluluga maruz birakilan 6rneklerde Azeo/Azgo orani ortalama
2,16; Azeo/Azzo orani ortalama 2,11 iken, 48 saat tuzluluk uygulanan orneklerde

Az60/A2g0 orani ortalama 1,61; Azeo/A230 orani ortalama 2,02 olarak kaydedilmistir.

Cizelge 3.2. 24 ve 48 saat boyunca tuzluluk stresine maruz birakilan bitkilerden elde edilen total
RNA’larin spektrofotometrik analiz sonuc¢lari

A260/A280 Aze0/ A23o
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
MS+0 mM NaCl 2,26 2,12 1,93 2,01
MS+50 mM NacCl 2,15 2,11 1,73 2,16
MS+100 mM NaCl 2,19 2,14 1,85 2,17
MS+CH+0 mM NaCl 2,13 1,96 1,25 1,54
MS+CH+50 mM NacCl 2,10 2,20 1,87 2,11
MS+CH+100 mM NacCl 2,13 2,13 1,05 2,16

*(MS: Yan kat1 besiyeri (Murashige ve Skoog, 1962), CH: Charcoal (aktif komiir),
NaClI: Sodyum klortir (tuz)).

Zhang ve arkadaglarinin (2019), daha 6nceki ¢aligmalarinda tuz stresi regiilasyonunda
rol aldig1 kanitlanmis genlere ait dort farkli primer kullanilarak Gokova susami
bitkisinde ilgili genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Calisilan bu
genler; GST U25-like, -acyl-coenzyme A oxidase 2, 2,3- bisphosphoglycerate-
independent phosphoglycerate mutase ve GSTL3-like genlerinin mRNA diizeyinde

ekspresyon seviyelerini tespiti i¢in yapilan Real-Time PCR sonrasi elde edilen CT
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degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve standart hatalari hesaplanarak grafikler

olusturulmustur.

3.1.1. S.orientale L. “Gokova Susamm” bitkisinde tuz stres toleransi olusumu

sirasinda GST U25-like gen ekspresyon seviyesinin incelenmesi
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Sekil 3.1. GST U25-like geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <
0,001

Sekil 3.1.” deki GST U25-like geninin bagil mRNA ekspresyonuna ait grafigi
incelendiginde, 24 saatte kontrol grubuna kiyasla MS+50 mM NaCI ve MS+CH+0
mM NaClI gruplarinda anlamli bir artig goriilmiistiir. 48 saatte ise kontrol grubuna
kiyasla MS+100 mM NaCIl ve MS+CH+100 mM NacClI gruplarinda anlamli bir artig

sOz konusudur.
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3.1.2. S.orientale L. “Gokova Susamm” bitkisinde tuz stres toleransi olusumu

sirasinda -acyl-coenzyme A oxidase 2 gen ekspresyon seviyesinin incelenmesi
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Sekil 3.2. -acyl-coenzyme A oxidase 2 geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi *, p < 0,05; **, p <
0,01; ***, p <0,001

Sekil 3.2.” de -acyl-coenzyme A oxidase 2 geni bagil mRNA ekspresyonu verilmistir.
Bu grafige gore, 24 saatte kontrol grubuna kiyasla MS+CH ve MS+CH+50 mM NaCl
gruplarinda anlamli bir artig goriilmiistiir. 48 saatte ise kontrol grubuna kiyasla
MS+100 mM NaCI ve MS+CH+50 mM NaCl gruplarinda anlamli bir artis

gorilmiistiir.
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3.1.3. S.orientale L. “Gokova Susamm” bitkisinde tuz stres toleransi olusumu
sirasinda  2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase gen

ekspresyon seviyesinin incelenmesi
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Sekil 3.3. 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase geninin bagil mRNA
ekspresyon grafigi *, p < 0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001

Sekil 3.3.de bagil mRNA ekspresyon grafigi verilen 2,3-bisphosphoglycerate-
independent phosphoglycerate mutase geni incelendiginde, 24 saatte kontrol grubuna
kiyasla MS+50 mM NaCl ve MS+CH+50 mM NaClI gruplarinda anlamh bir artis
gorilmiistiir. 48 saatte ise kontrol grubuna kiyasla MS+100 mM NaCl ve MS+CH+50

mM NaCl gruplarinda anlamli bir artig goriilmistiir.
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3.1.4. S.orientale L. “Gokova Susam” bitkisinde tuz stres toleransi olusumu

sirasinda GST L3-like gen ekspresyon seviyesinin incelenmesi

GST L3-like

24

E48

Bagil mRNA ekspresyonu

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.4. GST L3-like geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi *, p < 0,05; **, p<0,01; ***, p <
0,001

Sekil 3.4.” deki GST L3-like geninin bagil mRNA ekspresyonuna ait grafigi
incelendiginde, 24 saatte kontrol grubuna kiyasla MS+100 mM NaCI ve MS+CH+100
mM NaClI gruplarinda anlamli bir artig goriilmiistiir. 48 saatte ise kontrol grubuna
kiyasla MS+100 mM NaCIl ve MS+CH+50 mM NaClI gruplarinda anlamli bir artig

gorilmiistiir.
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3.2. In vitro Cogaltilan S. orientale L. “Gokova Susami” Bitkisi Ekstraktinin
L929 Murine Fibroblast Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

L.929 hiicreleri Gokova susamt bitki ekstraktinin 4000, 2000, 1000, 500, 250 ve 125
pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilmis ve hiicre canliligit MTT testi ile

belirlenmistir.

MTT ile muamele edilmis mikroplaka goriiniimii Sekil 3.5.’de, Gokova susami bitki
ekstrakti ile muamele edilmis 1929 hiicrelerinin MTT ile dl¢iilmiis yilizde canlilik
degerleri (Sekil 3.6)’da verilmistir.

Sekil 3.5. Gokova susamu ekstrakti uygulanmis kuyucuklarmm MTT uygulamasi sonrasi
goriiniimii.
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Sekil 3.6. Gokova susamu ekstraktinin MTT uygulamasi sonrasi murine fibroblast hiicre hatti
iizerindeki canhlik yiizdeleri

Gokova susami ekstrakti uygulamasi sonrasi en yiiksek canlilik degeri 125 pg/mL’ lik
konsantrasyonda % 53,38 olarak, en diisiikk canlilik degeri 4000 pg/mL’ ik
konsantrasyonda % 15,06 olarak olgiilmiistiir. Gokova susami ekstraktinin L929
hiicreleri {izerindeki 1Cso degeri istatistiksel olarak 154,70 ug/mL olarak
hesaplanmistir. Gokova susami ekstrakti ile L929 hiicreleri arasinda doza bagl olarak

negatif korelasyon oldugu, konsantrasyon arttik¢a canliligin diistiigii gézlemlenmistir.

3.3. In vitro S. orientale L. “Gokova Susamm” Bitkisi Ekstraktinin Yara

Iyilestirme Aktivitesi

Gokova susami ekstraktinin  L929 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
degerlendirilerek ICso degeri hesaplanmigtir. Ekstraktin ICso’ li degeri ve altindaki
dozlar belirlenmis ve in vitro yara iyilestirme testi yapilmistir. Hiicre migrasyonu
etkinligi zaman ve konsantrasyon parametreleri kulanilarak degerlendirilmistir. Yara

lyilestirme testinde Gokova susamu ekstraktinin 1929 hiicreleri iizerinde 4 farkh
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konsantrasyonu (150 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL ve 25 ug/mL) ve kontrol grubu
olarak sadece besi yeri kullanilmistir. 0., 24. ve 48. Saatlerde hiicreler invert

mikroskopta yara bolgeleri goriintiilenip fotograflanarak kaydedilmistir (Sekil 3.7.)

Goriintiilerdeki yara alanlarindaki hiicrelerin migrasyonu (kapanma), kontrol grubu ile
kiyaslanarak degerlendirilmistir. Yara iyilestirme aktivitesinin en iyi oldugu
konsantrasyon 25 pg/mL’ lik ekstrakt uygulanan Petride, en az yara yara iyilestirme
aktivitesi 150 pg/mL’ lik konsantrasyon uygulanmis Petride gézlemlenmistir. Yapilan
mikroskobik goriintiilemelerde, ekstraktin konsantrasyon miktar1 azaldik¢a kontrol
grubuna kiyasla hiicre gogiinii 6nemli Slgiide tesvik ettigi belirlenmistir. Gokova
susam1 ekstraktinin test konsantrasyonlarinda yara iyilestirme aktivitesine sahip

oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 3.7.).
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Gokova susam ekstraktimin farklh konsantrasyonlarina ait 1929 hiicreleri iizerindeki zamana bagh yara iyilestirme aktivitesi
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3.4. Invitro S. orientale L. “Gokova Susanm” Bitkisi Ekstraktinin A549 Akciger

Kanseri Uzerindeki Antiproliferatif Aktivitesi

AS549 akciger kanseri hiicreleri Gokova susami ekstraktinin 4000, 2000, 1000, 500,
250 ve 125 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilmis ve akciger kanseri
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisi MTT testi ile belirlenmistir (Sekil 3.8.).

MTT ile muamele edilmis mikroplaka goriiniimii Sekil 3.8” de, Gokova susami bitki

ekstrakti ile muamele edilmis A549 hiicrelerinin MTT ile dl¢lilmiis yiizde inhibisyon

degerleri (Sekil 3.9.)’da verilmistir.

Sekil 3.8. a: Gokova susam ekstrakti uygulanmis kuyucuklarin goriintiisii, b: Gokova susami
uygulanmis kuyucuklarin MTT uygulanmasi sonrasi goriintiisii
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Sekil 3.9. Gokova susam ekstraktinin MTT uygulamasi sonrasi akciger kanseri hiicre hatti
iizerindeki inhibisyon yiizdeleri

Gokova susamu ekstrakti uygulamasi sonrasi en yliksek yiizde inhibisyon degeri 4000
pg/mL’ lik konsantrasyonda 73.25 olarak, en diisiik yiizde inhibisyon degeri
125pg/mL’ lik konsantrasyonda 24.41 olarak Olgiilmiistiir. Gokova susami
ekstraktinin  A549 hiicreleri {izerindeki ICsp degeri 922.73 pg/ml olarak
hesaplanmistir. GoOkova susami ekstrakti ile A549 hiicreleri arasinda pozitif
korelasyon oldugu, uygulanan ekstraktin konsantrasyonu arttik¢a inhibisyonun arttigi

gozlemlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin MTT uygulamasi sonrasi1 A549 akciger
kanseri hiicre hatt1 {izerindeki 24 saatlik inhibisyon yiizdeleri (Sekil 3.10.)’ da

verilmistir.
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Sekil 3.10. Cisplatin MTT uygulamasi sonrasi akciger kanseri hiicre hatti iizerindeki inhibisyon
yiizdeleri

Cisplatinin 24 saat uygulama sonucunda A549 hiicreleri tizerinde MTT ile elde edilen
en yiiksek inhibisyon degeri 100 pg/mL’ lik konsantrasyonda % 84.96, en diisiik
inhibisyon degeri 12.5 pg/mL’ lik konsantrasyonda % 15.62 olarak dl¢tilmiistiir. ICso
degeri ise 43.00 ug/mL olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).

3.5. Invitro S. orientale L. “Gokova Susam” Bitkisi Ekstraktinin MCF-7 Meme
Kanseri Uzerindeki Antiproliferatif Aktivitesi

MCF-7 meme kanseri hiicreleri Gékova susami ekstraktinin 4000, 2000, 1000, 500,
250 ve 125 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilmis ve akciger kanseri
hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisi MTT testi ile belirlenmistir. Gokova susami1
bitki ekstrakti ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin MTT ile Ol¢lilmiis yiizde
inhibisyon degerleri (Sekil 3.11.)’de verilmistir.
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Sekil 3.11. Gokova susami ekstraktinin MTT uygulamasi sonras1 meme kanseri hiicre hatti
iizerindeki inhibisyon yiizdeleri

Gokova susami ekstrakti uygulamasi sonrasi en yliksek ylizde inhibisyon degeri 4000
pg/mL’ lik konsantrasyonda 66.14 olarak, en diisiik yiizde inhibisyon degeri 125
pg/mL’ lik konsantrasyonda 16.01 olarak ol¢lilmiistiir. Gokova susami ekstraktinin
MCEF-7 hiicreleri tizerindeki ICso degeri 1837.06 pg/ml olarak hesaplanmistir. Gokova
susami ekstrakti meme kanseri hiicreleri lizerinde antiproliferatif etkinlik gostermis ve

artan doza bagli olarak inhibisyonun arttig1 gdzlemlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan cisplatinin MTT uygulamasi sonrast MCF-7 meme
kanseri hiicre hatt1 lizerindeki 24 saatlik inhibisyon yiizdeleri (Sekil 3.12.)" de

verilmistir.
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Sekil 3.12. Cisplatin MTT uygulamasi sonrasi meme kanseri hiicre hatt1 lizerindeki inhibisyon
yiizdeleri

Cisplatinin 24 saat uygulama sonucunda MCF-7 hiicreleri tizerinde MTT ile elde
edilen en yiiksek inhibisyon degeri 100 pug/mL’ lik konsantrasyonda % 64.89, en diisiik
inhibisyon degeri 3.1 pg/mL’ lik konsantrasyonda % 28.33 olarak ol¢tilmiistiir. ICso
degeri ise 12.50 pg/mL olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Gokova Susamu ekstrakti ve cisplatinin A549 Akciger kanseri, MCF-7 Meme
kanseri ve L929 murine fibroblast hiicre hatlari iizerindeki ICso degerleri.

Hiicre Hatti Madde ICs0 Degeri(ng/mL)
Gokova Susami 922,73 + 3,07
A549
Cisplatin 43,00 £ 2,15
Gokova Susami 1837,06 + 7,84
MCF -7 i :
Cisplatin 1250+ 1,79
L929 Gokova Susami 15470 £ 7,16
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4. TARTISMA

4.1. Susam Bitkisinde In vitro Tuz Stresinin Morfolojik ve Molekiiler Diizeyde
Etkileri

Tuzluluk bitkilerde ozmotik ve toksik etkiler yoluyla bitki biiyiimesini azaltir ve
yiiksek sodyum alim orani degerleri, kok ve govde gibi bitki kisimlarinda biiytimeyi
sinirlayan ve hidrolik iletkenlikte bir azalma ile kok boyunca su hareketini azaltan

etkilere neden olur (Rengasamy ve Olsson, 1993).

Tuz stresinin in vitro kosullarda da bitki biiyiime ve gelismesi iizerinde sinirlayict
etkilere sahip oldugu bazi arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarla dogrulanmustir.
Ornegin, tuz konsantrasyonunun B. monnieri'nin in vitro siirgiin rejenerasyonu ve
slirgilin sayis1 lizerindeki olumsuz etkisi Sable ve digerleri (2018) tarafindan da rapor
edilmistir. Bu sonuglar, tuz stresinin hiicrelerin rejenerasyon yetenegini engelledigini
gostermektedir. Bu engelleyici etkinin hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
kaynaklandig1 diisliniilmiistiir. Tuz stresi altindaki hiicrelerde ROS f{iretildigi
bilinmektedir (Oukarroum vd., 2015). ROS, DNA, pigmentler, proteinler, lipitler gibi
bircok kritik hiicresel molekiil ve metabolitle etkilesime girerek bir dizi yikici siirece
neden olur (Mittler, 2002; Hong vd., 2009). Ayrica, artan ROS iiretimi lipid ve protein
oksidasyonuna, niikleik asit bozulmasina, enzimlerin tutuklanmasina ve hiicrelerin
6liimiine yol agar (Biiyiik vd., 2012). Tuz stresi hiicrenin boliinmesini ve uzamasini
etkileyerek bitkilerin biiylimesini engeller ve hiicre sayisinda, mitotik aktivitede ve

hiicre boliinmesinde azalmaya yol agar (Burssens vd., 2000).

Tuz stresinin in vitro ortamda gelisen bitkiler {izerinde morfolojik ve molekiiler
diizeyde etkilerinin belirlenmesini de hedefleyen bu tez calismasinda, farkli tuz
konsantrasyonlari i¢eren farkli besin ortamlar1 denemistir. Calismada denenen besiyeri

kompozisyonlarminda igerdigi aktif komiir, bitki doku kiiltiirii caligmalarinda hiicre
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biiyiimesini ve gelisimini uyarmak icin siklikla kullanilmaktadir. Doku kiiltiirii
ortamina aktif komiir eklenmesi, fenolik oksidasyonu onemli Olgiide azaltarak
optimum morfogenez i¢in ortamin pH'im1 diizenler (Thomas, 2008). Aktif komiir
uygulamasinin 6zellikle kriyoprezervasyon g¢alismalarinda sivi azot uygulamasindan
sonra Orneklerin donma stresine toleransi iizerinde olumlu etkisi oldugu turuncgil
(Ozkaya vd., 2022), okaliptiis (Kaya vd., 2013) ve seker kamisinda (Kaya ve Souza,
2017) dogrulanmistir. Calismamizin temelini olusturan tuz stresi uygulamalarinda ise
aktif komiirii, biiyiime, gelisme, rejenerasyon ve diger faktorler tizerinde beklenilenin
aksine kontrol grubu ve tiim tuz konsantrasyon morfolojik olarak olumsuz etki
gostermistir (Cizelge 3.1). Bu sonug, biyoaktif komponentleri tutma 6zelligine sahip
aktif komiiriin, tuz stresinin olumsuz etkilerini kontrol eden bazi hiicresel biyo-aktif

bilesenleri de tutmus olabileceginden kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Kullanilabilir su miktarmin azalmasi hiicre genislemesinin azalmasina ve siirgiin
gelisiminin yavaslamasina neden olur. Ozmotik stresten sonra ortaya ¢ikan iyon stresi
asamasinda ise ortamda artan Na* ve CI iyonlarinin K*, Ca*™ ve NOs™ gibi gerekli
besin elementleri ile rekabete girmesi sonucu bitkilerde besin elementi eksikligi veya
besin dengesizligi ortaya ¢ikar (Shrivastava ve Kumar, 2015; Assaha vd., 2017). Tuz
stresinin bitkiler lizerindeki etkileri; bitkinin tiirline, uygulanan tuzun tiiriine ve
miktarina ve maruz kalma siiresine bagli olarak degismektedir (Machado ve
Serralheiro, 2017; Hannachi vd., 2022). Tuzlu ortamlardaki bitkiler genotipik
farkliliklara bagl olarak ¢ok farkli tepkiler verirler. Tuzluluga kars1 bu farkli biiylime
tepkileri sadece iki farkli bitki tiirii i¢in degil, aym tiirin farkl ¢esitleri icin de
gecerlidir (Tester ve Davenport, 2022; Atta vd., 2023).

Bitkiler tuzun etkilerinden kaginsalar da tuzlu habitatlarda biiyiiyebilirler ve bunu
tuzluluga kars1 gelistirdikleri tolerans mekanizmalar ile yaparlar. Bitkiler, artan iyon
konsantrasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan ozmotik ve iyon stresine karsi
gelistirdikleri tolerans mekanizmalar1 veya tuz regiilasyonu olarak adlandirilan
protoplazmaya fazla tuzun ulagsmasini engelleme yoluyla tuza diren¢ kazanirlar
(Flowers vd., 2015; Acosta-Motos vd., 2017). Mevcut ¢alismadan elde edilen veriler
1s18inda, S. orientale cv. "Gokova" tuzluluk stresine kars1 yiiksek bir toleransa sahiptir.
Ciinkii in vitro yetistirilen susam siirgiinlerine uygulanan tuz stresi, bitki
rejenerasyonu, siirgiin sayisi ve siirglin uzunlugu iizerinde istatistiksel olarak anlamli

bir fark yaratmamistir (Tablo 3.1).
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Tuzluluk stresinde gen ifadesinin diizenlenmesi, bitkiler tarafindan belirli gen
tiriinlerinin (protein veya RNA) iiretimini yukar1 veya asagi diizenlemek (artirmak
veya azaltmak) i¢in kullanilan ¢ok cesitli mekanizmalar igerir. Merkezi dogma
sirasinda, transkripsiyonel baslatmadan RNA islemeye ve bir proteinin
posttranslasyonel modifikasyonuna kadar ¢esitli gen diizenleme mekanizmalar
tanimlanmistir. Tuzluluk stresine yanit olarak yukari veya asagi regiile edilen ¢ok
sayida tuza duyarli transkripsiyon faktorii ve gen, transkriptomik ve genomik
yaklasimlar kullanilarak tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Gupta ve Huang,
2014). Bu baglamda mevcut tez ¢calismasinda morfolojik verilere ilaveten in vitro tuz
stresi uygulanan bitkilerde, tuz stresi metabolizmasinda etkili oldugunu
diistindiigimiiz Glutatyon-S transferaz (GST U25-like), asil-koenzim A oksidaz 2
(ACX), 2,3-bisfosfogliserattan bagimsiz fosfogliserat mutaz, ornitin aminotransferaz
ve glutatyon-S transferaz (GST L3-like) genlerinin mRNA diizeyinde ifadeleri

incelenmistir.

Denenen tiim tuz uygulamalarinda ekspresyon analizi yapilan genlerin ifadelerinde 48.
saatte istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Bu sonucun, uygulama
stiresi arttikea, yliksek diizeyde tuz stresi varliginda, asirt miktarda enerjinin molekiiler
oksijene yonlendirilmis olabilecegine ve bunun da singlet oksijen, siiperoksit iyonu,
hidrojen peroksit ve diger ¢esitli serbest oksijen radikallerinin asir1 iiretimi yoluyla
oksijen zehirlenmesinin aktivasyonuna yol agabilmesinden (Faryal vd., 2022; Azeem
vd., 2023) kaynakli olabilecegi ve ayrica serbest radikallerin proteinler, lipidler,
niikleik asitler ve diger biiylik molekiiller iizerinde zararh etkilere sahip olmasindan
ve bu molekiillerin birtakim hasarlara ugramasina neden olmasindan ileri

gelebilecegini diisiindiirmektedir (Saleem vd., 2022; Ramzan vd., 2023).

Calismamizda kontrol grubu ve tuz stresi uygulanan Orneklerde, hiicresel
makromolekiilleri reaktif elektrofillerin saldirisindan koruma islevi goren Glutatyon
S-transferazlardan Glutatyon-S transferaz (GST U25-like) ve glutatyon-S transferaz
(GST L3-like) genlerinin transkripsyonel diizeyde artiglar1 degerlendirilmis olup, her
iki gende de 48 saatlik 100 mM NaCl uygulama bu genlerin ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. Bu da artan tuz uygulamasinin artan
konsantrasyonlarinda hiicresel makromolekiillerin korunmasina yonelik bitkinin
savunma gerceklestirdigini diisiindiirebilir. Gong ve digerleri (2005)’nin hardal bitkisi

tizerinde, Glutatyon-S-transferazin ekspresyonu ve in vivo bitki biiyiimesi ve gelisimi
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ile in vitro siirglin morfogenezindeki roliinii inceledikleri bir ¢alismada, Glutatyon-S
transferaz transkriptlerinin hardal organlarinda farkli sekilde biriktigini ve transkriptin
en ¢ok kokte bol miktarda ifade edildigini bulmuslardir. Bitkilerdeki Glutatyon-S
transferaz ifadesi dis uyaranlardan da etkilenebilmektedir. Bitki dokularindaki
Glutatyon-S transferaz transkriptlerinin seviyelerinin bitki biiylime diizenleyicilerinin
digsal uygulamalariyla arttigi gosterilmistir (Dixon vd., 1998; Wagner vd., 2002;
Mang vd., 2004). Bununla birlikte H.O2'nin Glutatyon-S transferaz ifadesi tizerindeki
tesvik edici etkisi Arabidopsis (Chen vd., 1996), misir (Polidoros ve Scandalios,
1999), Solanum commersonii (Seppanen vd., 2000) ve soya fasulyesinde (Levine vd.,
1994) de rapor edilmistir, ancak diizenleyici mekanizmanin detaylar1 tam olarak
anlasilmamistir. H2O; ile indiiklenen Glutatyon-S transferaz ifadesi, stresin ROS
tiretimini uyardigini gosteren 6nceki bulgularla birlikte (Rao ve ark., 1997; Cummins
ve ark., 1999), stresle indiiklenen Glutatyon-S transferaz ifadesine H»O; iiretiminin

aracilik edebilecegini diisiindiirmektedir.

48 saatlik tuz uygulama sonrasi transkirpsyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis, Lipid katabolizmasi ve bitki hormon biyosentezinden sorumlu yol olan yag asidi
beta-oksidasyonunun ilk adimini kataliz eden asil-koenzim A oksidaz 2 (ACX) gen
ifadesi i¢cin MS + CH + 50 mM NaCl besiyerinde, glikolizin bir basamagi olan 3-
fosfogliserat ve 2-fosfogliseratin tersinir izomerizasyonunu kataliz eden 2,3-
bisfosfogliserattan bagimsiz fosfogliserat mutaz gen ifadesi icin MS + 100 mM NaCl
ve MS + CH + 50 mM NacCl besiyerlerinde goriilmiistiir. ACX1 ve ACX5'in jazmonik
asit biyosentezindeki islevi, domatesteki homolog bir enzimin (ACX1A) JA
sentezinde 6nemli bir rol oynadigini gosteren dnceki caligmalarla uyumlu bulunmustur
(Li ve ark., 2005). Arabidopsis ACX1 ve domates ACX1A arasindaki yapisal ve
islevsel korunma, x-1isim1 kristalografi c¢alismalari (Pedersen ve Henriksen, 2005;
Powers ve ark., 2006) ve ACXI1A'ya kars1t ylikseltilmis antikorlarin 6zellikle
Arabidopsis ACX1 ile gapraz reaksiyon gosterdigi desteklenmistir. Pedersen ve
Henriksen (2005) Arabidopsis ACX1'in substrat baglama cebinin, yapisal bilgilerin
mevcut oldugu diger ACX'lere kiyasla nispeten genis oldugunu gostermistir. Diger
taraftan, fosfogliserat mutazlar, glikolizdeki rolleri nedeniyle bitki biiyiimesi ve
gelisimi i¢in biiyiilk onem tagimaktadir (Westram ve ark., 2002; Zhao ve Assmann,

2011).
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Caligmada incelenen biitiin genlerin ekspresyon seviyelerine bakildiginda; 24 saatlik
tuz uygulamasi yapilan Orneklerle elde edilen sonuglar molekiiler diizeyde yorum
yapilabilecek diizeyde anlamli sonuglar elde edilmedigi goriilmiustiir. Bitki, 24 saatte
tuz stresine yonelik herhangi bir tolerans saglayamamustir. 48 saat tuz uygulanan
gruplardan, 50 mM NaCl uygulanmis 6rneklerden elde edilen sonuglar tiim genlerdeki
eksspresyon seviyeleri artarken, 100 mM NaCI uygulanmis 6rneklerde bu artig tiim
genlerde anlamli olarak goriilmiistiir. Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde 24
saatlik gruplarda daha anlamli sonuglar elde edebilmek amaciyla deney sayisinin
arttirtlabilir ve/veya tuz stresinin bitkinin farkli eksplantlarina uygulanarak analizlerin

yapilabilir.

4.2. In vitro Cogaltilan Susam Bitki Ekstraktlarimin Yara Iyilestirme ve Anti-

kanser Ozellikleri

Geleneksel olarak hastaliklar1 tedavi etmede bitkilerin kullanimi, binlerce y1l dncesine
hatta tibbin kokenine dayanmaktadir. Son yillarda bitki ve botanik iiriinlere olan
talebin artmasi, farmakolojik ve analitik yontemlerdeki gelismelere bagli olarak
bitkisel lirlinlerin sayisinin artmasina ve tedavi edici etkilerin elde edilmesine yonelik

yapilan klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarin artmasina neden olmustur.

T1bbi bitkiler diinya ¢apindaki tiim iilkelerde 6nemli farmakolojik roller oynamaktadir.
Bu bitkiler farkli hastaliklar1 tedavi etmek, olasi salgin hastaliklar1 ortadan kaldirmak,
yemeklere lezzet katmak ve gidalar1 muhafaza etmek amaciyla kullanilmaktadir
(Farnsworth, vd, 1991, Aslam ve Ahmed, 2016). Geleneksel tibbin degerli kaynaklari
olarak kabul edilen bu bitkilerden sentetik ilaglar iiretilmektedir. Tibbi bitkiler
tarafindan iiretilen biyoaktif bilesikler, diinya ¢apinda kullanilan bitki tiirlerinin ¢esitli
metabolik yollarindan biiyiik 6l¢iide sorumludur (Kivrak, S vd, 2019, Mohammed,
2019). Sifal bitki tiirlerinin saglik tizerindeki etkilerinin arastirilmasi, yeni ilaglarin
icat edilmesi veya yaratilmasi agisindan dnemlidir. Bu baglamda bu ¢alismada tohumu
ve yagi geleneksel tipta dnemli bir bitki olan susam bitkisinin yara iyilestirici ve

antikanser o6zellikleri arastirilmistir.

Diinyanin en eski yagli tohumlu iiriinii olarak 3500 yildan fazladir tarimi yapilan

susam (Sesamum orientale L.), genellikle firincilikta yaygin kullanima sahiptir.
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Ayrica, susamdan elde edilen susam yagi, hem miishil hem de yumusatici 6zelliklere
sahip zengin bir besin kaynagidir. Susam, antioksidan olarak islev goren ve serbest
radikallerin etkilerini azaltan, kanseri dnleyen nadir bir bilesik olan fitat i¢erir. Serbest
radikaller, bir¢ok kanser tiiriine ve kalp hastaliklari, erken yaslanma ve bilissel arizalar
gibi diger cesitli kosullara bagli olan hiicresel metabolizmanin tehlikeli yan
tirtinleridir. Susam ayrica 16semi, meme, akciger, pankreas, kolon ve prostat kanseri

riskini azaltmakla da pozitif olarak iligkilendirilmistir.

Tirkiye’de sadece Mugla’nin Gokova havzasinda geleneksel yontemlerle yetistirilen
ve Tirkiye'nin en kaliteli susami olarak bilinen ve de olduk¢a dnemli bir sekonder
metabolit kaynagi olan Gokova susamina ait biyoteknolojik ve molekiiler diizeyde
yaklagimlarin gelistirilmesi amaciyla bu tez ¢alismasi gerceklestirilmistir. Bu
Calismada Gokova susamina ait in vitro kiltiir uygulamalar1 ve ekstraktlarmin
sitotoksisite, yara iyilestirme ve antikanser Ozelliklerinin hiicre hatlar1 {lizerinde
arastirilmasi yapilmistir. Bu kapsamda, oncelikle S. orientale bitkisinin in vitro ortama
aktarilarak klonal ¢ogaltimi saglanmis, in vitro bitkilerden elde edilen ekstrakt
sitotoksisite, yara iyilestirme ve antikanser potansiyellerinin incelenmesi amaciyla
L929 Murine Fibroblast, A549 Akciger Kanseri ve MCF-7 Meme Kanseri hiicre

hatlarinda uygulamalar yapilmistir.

In vitro yetistirilen S. orientale L. cv. “Gokova” bitkisi ekstrakti 1.929 fibroblast
hiicreleriyle yapilan sitotoksisite calismasinda elde edilen ylizde hiicre canliligi
degerlerine gore ICso, 154,70+7,16 pg/ml olarak belirlenmistir. I1Cso’ 1i deger ve alti
konsantrasyonlarda bitki ekstrakti uygulanan, 1.929 hiicre kiiltiirlerinde yapay olarak
olusturulan yaralarin 48 saat igerisinde iyilesmesini saglamistir (Sekil 3.1.1.). Yara,
saglikli dokularin anatomik ve fonksiyonel biitiinliigliniin bozulmas1 olarak

tanimlanmaktadir (Kujath, P. vd 2008).

Yara iyilesmesi, yeni doku olusumuyla sonuglanan, travmaya bagl sistematik,
biyokimyasal ve hiicresel bir olaydir. Yara iyilesmesinin temel prensibi doku hasarini
azaltmak, yeterli doku oksijenasyonu ve perfiizyonunu saglamak, yeterli doku
beslenmesi ve hidrasyonunu saglamaktir (Guo, S., Dipietro ve L.A..2008; Wilkinson,
H.N.ve Hardman, M.J.,2020). 2019'da Bolla ve arkadaslarinin, L929 hiicre hattinda
Aristolochia saccati bitkisi metanol ekstraktinin yara iyilestirici 6zelliklerini
arastirdigl ¢aligmada bitki ekstrakti uygulamasindan 48 saat sonra yaranin %93,52

oraninda kapandigini bulmuslardir. Dioscorea villosa bitki yapraklarindan elde edilen
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ekstraktinin yara iyilestirme potansiyelini arastirmak i¢in 1929 fibroblast hiicre hattini
kullanilmistir. Bu ¢aligmada, 125 pg/ml bitki ekstraktinin 1.929 fibroblast hiicrelerinde
%88,58 hiicre gociinii indiikledigini bulunmustur (Alsawalha, M. vd, 2019).
Peucedanum ostruthium yapragi ve rizom ekstraktlarinin yara iyilestirme potansiyelini
belirlemek i¢in 1929 fibroblast hiicre hattin1 kullanildig: bir baska ¢alismada, 1.929
fibroblast hiicreleri her iki ekstraktla benzer sekilde yara kapanmasini uyarmistir
(yaprak ekstrakti igin ICs, 801; rizom ekstrakti igin ICso, 385) (Danna, C. Vd. 2022).
Literatiirdeki bu ¢alismalar, geleneksel tipta kullanilan bu bitkilerin bizim tez
calismamizda oldugu gibi yara iyilestirme potansiyeline sahip olabilecegini

gostermistir ve bu sonuclar ¢alismamizi desteklemektedir.

Bitki ekstraktlarindan elde edilen hammaddelerden olusturulan pek ¢ok sentetik ilag
bulunmasina ragmen insanlarin karsilastigi hastaliklarin cesitliligi ve hastaliklara
verilen farkli tepkiler ila¢ arastirmalarinin 6nemini artirmaktadir. Bilinen insan
hastaliklarinin yalnizca tigte biri i¢in kabul edilebilir tedavilerin mevcut oldugu tahmin
edilmektedir. Bu nedenle gelecekteki arastirmalar i¢in tibbi a¢idan 6nemli tiirlerin
biyolojik 0Ozelliklerinin ortaya c¢ikarilmast onemlidir (Talib, W.H.ve Mahasneh,
A.M.,2010; Newman, D.). vd, 2003). Kanser tedavisinde bitkisel {iriinlerin
kullanilmasi olas1 saglik sorunlarini goreceli olarak dnleyebilmektedir. Bu nedenle son
yillarda antikanser ilact olarak kullanilan ¢esitli bitki kaynaklarinin kimyasal
bilesenleri iizerine yapilan arasgtirmalarda bir artis yasanmaktadir (Desai,

A.G.vd.2008).

Bu tez ¢alismasinda in vitro kiiltiirii yapilan S. orientale L. cv. "Gokova" bitki ekstrakti
MCF-7 meme kanseri ve A549 akciger kanseri hiicre hatlar1 izerindeki antiproliferatif
etkisi arastirilmis ve elde edilen bulgular her iki hiicre hattinda artan dozlarla birlikte

inhibisyon oraninin arttig1 kanitlanmistir.

Calismamizda, akciger kanseri hiicre hatt1 A549'da, en yliksek konsantrasyonda bitki
ekstrakti uygulanan grupta yiizde inhibisyon orant ~%73.25 olarak belirlendi.
Watanabe ve ark. (2017), sesamoliin 50 uM konsantrasyonda ve 6 saatlik inkiibasyon
sonrast A549 hiicre hatlarina karsi antikanser ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir.
Sesamum indicum’ dan elde edilen, lipidde ¢o6ziinebilen bir lignan olan sesamin,
bilinmeyen bir mekanizma yoluyla antikanser aktiviteleri sergiler. Akciger kanserinde
sesaminin siklooksijenaz 2 (COX-2) yoluyla antikanser aktivitesi arastirtldigi

calismada, sesaminin A549 hiicre hattinda COX-2 gen ekspresyonunu azaltma
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yeteneginin ayni zamanda inflamatuar yanitt notralize ettigi, dolayisiyla PI3K-Akt
yolunun inhibisyonuna bagl restenozu azalttig1 da rapor edilmistir (Fang, Q. Vd,

2019).

Calismamizda, meme kanseri hiicre hattt MCF-7' de, en yiiksek konsantrasyonda bitki
ekstrakti uygulanan grupta yiizde inhibisyon orani ~%66,14 olarak belirlendi.
Nivethitha ve ark.(2020), ¢alisgmamiza benzer sekilde S. indicum bitki ekstraktinin
antikanser 6zelliklerini MCF-7 hiicre hattinda arastirmis, bitki ekstraktinin antikanser
aktivitesinin (ICso, 148.76 pg/ml) oldugunu bulmuslardir (Nivethitha, R. vd 2020). Bir
baska c¢alismada S. indicum tohumlarinin MCF-7 hiicre hatlar1 {izerindekib
antiproliferatif 6zelliklerini ve etki mekanizmasini arastirmis ve hiicre inhibisyonunun
doza bagl bir sekilde arttigin1 sonucuna ulagilmistir (10 ve 50 pM konsantrasyonlarda,
hiicre canliligin1 sirasiyla %18 ve %30 azalttr) (Siao, A.C. vd, 2015). Tim bu
calismalarin sonuglari ve literatiirdeki diger baz1 ¢aligsmalarin sonuglari, ¢alismamizin

sonuglariyla tutarhidir (Akl, M.R.vd, 2013; Yokota, T. vd,2007).

4.3. Sonuclar

Tuz stresi; ozmotik etkisi ile kullanilabilir su igerigini kisitlayan, iyonik etkisi ile de
iyon igeriginin toksik seviyelere ulagsmasina neden olan karmasik bir abiyotik strestir.
Dolayisiyla tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkilerinin ve bitkilerin tuza tolerans
mekanizmalariin anlasilabilmesi i¢in hem ozmotik hem de iyon stresinin tiim bitki,
doku ve hiicresel diizeydeki etkilerinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar diizeyinde incelenmesi gerekmektedir. Bu baglamda, in vitro
tuz stresinin yerel ¢esidimiz S. orientale cv. "Gokova" {izerinde etkilerini morfolojik
ve molekiiler diizeyde inceleyen bu tez ¢alismasi, susamda verimi artirmaya ve stres
faktorlerinin bu tiir iizerindeki in vitro diizeyde etkilerinin mekanizmalarini
aydinlatmaya yonelik besiyeri kompozisyonunda biiylime diizenleyicilerinin pozitif

yonde aktif karbonun ise negatif yonde etkileri oldugunu belirlemistir.

Bitkisel tibbi 6zelligi milattan 6ncelere dayanan susam bitkisinin geleneksel olarak
tedavi amagh kullanimi halen yaygin bir sekilde devam etmektedir. Biyoteknolojik
yenilikler ve deneysel calismalar susamin sahip oldugu birden ¢ok farmakolojik

Ozellik kanitlarla desteklenmekte ve cagdas tip uygulamalarina hammadde olarak
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kazandirilmaktadir. Susam yiiksek protein ve zengin yag igerigiyle degerli bir yag
bitkisi olmasina karsin degisen iklim kosullariyla verimliligi ve tiretimi diistiktiir.
Sekonder metabolit igerigi zengin bir bitki olan susam 6&zellikle sitotoksisite, yara
tyilestirme ve anti-kanser 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Gokova susami in vitro
bitki ekstrakti uygulanan akciger ve meme kanseri hiicreleri lizerinde antproliferatif
etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Ayrica ekstraktin 1.929 hiicre hattinda belirlenen
ICs0’ 1i degeri ve alt konsantrasyonlarinda yara iyilestirme potansiyeli oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu bilgilere gore Gokova susami bitkisinin aktif
bilesiklerinin saflastirilmasi/tanimlanmasi, ilgili koruyucu mekanizmalarin daha iyi

anlasilmasi saglik alanindaki uygulamalari i¢in gereklidir.
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