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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

TAFLAN (Prunus laurocerasus L.) MEYVESININ
ANTIPROLIFERATIF AKTiVITELERININ INCELENMESI

BULENT YILMAZ

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Ramazan ERENLER

Bitkilerin ilag olarak kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir. Etken madde igeren bitkisel
ilaglar, toprak iistii ve toprak alt1 kistmlarindan olusur. Dogal iiriinler bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanildig1 gibi, en 6nemli kullanim alanlar1 kansere karsi gosterdikleri
tesirdir. Bitkilerden izole edilen biyoaktif etken bilesikler kanser ilaci olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada; taflan meyvesi suda iki saat kaynatildi ve su
kismui sirasiyla hekzan, etil asetat ve n-biitanol ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu.
Elde edilen ekstraktlarin antiproliferatif etkileri HeLa (Insan rahim kanser hiicreleri),
HT29 (Insan kolon kanser hiicreleri), C6 (Sigan beyin tiimdrii) ve Vero (Afrika yesil
maymun bdbrek epitelyum) kanser hiicre hatlarina karsi arastirildi. Antiproliferatif
aktivite BrdU Elisa Kkitleriyle, sitotoksit testleri LDH Kkitleriyle gergeklestirildi.
Ekstraktlarin antiproliferatif etkilerinin diisiik oldugu belirlendi. Ayrica hekzan
ekstraktinin yag asitleri analizleri GC-MS ile gergeklestirildi ve lineloik asit, palmitik
asit ve oleik asit oranlar1 en yiiksek bilesikler olarak belirlendi.

2016, 34 sayfa

Anahtar Kelimeler: Taflan, Prunus laurocerasus, Antiproliferatif aktivite, Hela,
HT29, C6, Vero kanser hiicre hatlari.



ABSTRACT

MASTER THESIS

ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITIES OF
Prunus laurocerasus FRUIT

BULENT YILMAZ
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

SUPERVISOR: Prof. Dr. Ramazan ERENLER

The usage of plants as drugs is as old as mankind. The plants drugs consisting of active
compounds made up of upper soil part and below soil part. Natural products have been
used for treatment of many illnesses. The significant usage of plants is the treatment of
cancer. The active compounds derived from plants have been used for cancer drugs
commonly. In this work, Prunus laurocerasus fruit was boiled in water for two hours
and then, water part was partitioned with hexane, ethyl acetate and n-butanol
respectively. The antiproliferative effects of extracts were carried out on HeLa (human
cervix carcinoma), HT29 (human colon carcinoma), C6 (rat brain tumor), and Vero
(African green monkey kidney epithelium) cells lines. BrdU cell proliferation ELISA
and lactate dehydrogenase (LDH) assays were used for antiproliferation and
cytotoxicity respectively. The plant extracts exhibited the low antiproliferative activity.
Fatty acid analysis of hexane extract was executed by GC-MS and linoleic acid,
palmitic acid and oleic acid were detected as the major products.

2016, 34 pages

Keywords: Taflan, Prunus laurocerasus, Antiproliferative activity, HeLa, HT29, C6,
Vero cells lines.
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1. GIRIS

Karayemis Rosaceae familyasi Prunoideae cinsi ve laurocerasus tiiriine ait bir bitkidir.
Bu bitki, Laurocerasus officinalis Roemer veya Prunus laurocerasus L. Mill. gibi
isimlerle bilinmektedir. Bitkinin tabi yayilma alan Karadeniz'in dogu bolgeleri,
Kafkaslar, Toroslar, Kuzey ve Dogu Marmara'dir. Bu bolgeler igerisinde karayemis,
Rize, Trabzon (Magka-Meryemana Vadisi), Giresun, Sinop (Ayancik), Zonguldak
(Devrek), Kastamonu, Bartin, Bolu, Izmit (Keltepe), Adapazari, Istanbul (Belgrat
Ormani, Alemdag), Bursa (Uludag) ve Osmaniye (Gavurdaglari)’de orman veya orman
kiyilarinda dogal olarak yetismektedir (Islam ve Vardal, 2009). Karayemis (Prunus
laurocerasus) anavatani Dogu Karadeniz Bolgesi olan ve bolgemizde “taflan” adiyla
bilinen meyve ve siis bitkisi olarak yetistiriciligi yapilan bir meyvedir. Karadeniz
bolgesinde yol kenarlarinda, ev bahgelerinde, parklarda ¢ok sik rastlanir. Meyvesi
pazarlarda satilir ve bolge halki tarafindan severek taze olarak tiiketilir. Ayrica regeli,
pekmezi, tuzlamasi yapilir ve kurutularak tiiketilir. Meyvelerinin mide ve bagirsak
hastaliklarina iyi geldigi, seker hastalar1 i¢in uygun oldugu; tokluk verdigi igin diyet
meyvesi oldugu, c¢ekirdeginin i¢ kisminin tansiyon ilaci olarak kullanildigi
bilinmektedir. Ayrica kisin yapraklarini dokmedigi igin yapraklar hayvan yemi olarak
kullanilir. Bunun yani sira, meyveleri likor yapiminda da kullanilir. Kdklerinin derin
olmasi nedeniyle meyilli arazilerde erozyonla miicadelede etkilidirler.

Karayemis bitkisi yaz-kis yapragini dokmeyen (her dem yesil) boylu cali ya da agac
formundadir. Agaglar1 6-10 m kadar boylanabilmektedir. Ozellikle kayin ormanlarinin
altinda yer alir. Ormancilik bakimindan zararli bir alt flora bitkisidir. Kokleri derine
gider. Diizglin ve genellikle dik bir govde yapar. Govde grimsi siyah, donuk siyah
renktedir. Sert odun dokusu ve kuvvetli bir dal sistemi vardir. Karayemislerde agag
basina verim 20-110 kg arasinda degismektedir. Ortalama verim 50 kg’dir. Vejetasyon
doneminde yagisin yeterli olmast meyve iriligini artirmaktadir (Islam, 2002). Toprak
istegi bakimindan ¢ok secici degildir. Tinli-kumlu gegirgen, organik maddece zengin ve
bitki besin elementleri bol topraklarda iyi yetisir. Toprak pH’s1 5-7 arasinda asit
karakterli topraklar uygundur. Karayemis bitkisi besinlerinin yaklasik % 90’11 kokleri
ile alir. Kokleri yeterince olusmamis ve gelismemis bir bitki, diger tiim kosullar

saglansa bile gere8i gibi gelisemez. Bu nedenle biiylime doneminde kok gelisimine



onem verilmelidir. Uygun kok gelisimi kosullariin saglanabilmesi i¢in, ortaminin
bitkinin fotosentez yapimini artiran (bol giines 15181 almali, yeterli karbondioksit gazi
bulunmali1) kosullar1 tasimasi saglanmalidir. Ayrica, karayemis bitkisinin yetistirildigi
topragin hava igeriginin arttirilmasi i¢in tavlandirilmasi gereklidir. Bu donemde toprak
hafif nemli olursa, kdklerin fotosentez iirlinlerinden yararlanmasi artar ve dolayisiyla
kokler daha iyi gelisim gosterir (Sulusoglu, 2012).

Bu ¢alismada; Karadeniz Bolgesi’nde aktif sekilde meyvesinden yararlanilan “taflan”

meyvesinin antiproliferatif aktiviteleri incelenecek ve yag asitleri belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

Bitkiler, eski c¢aglardan beri tedavi amach kullanilmaktadir. Icerdikleri biyoaktif
sekonder metabolitlerden dolayi, ilag hammaddesi basta olmak iizere genis bir kullanim
alanma sahiplerdir (Wang ve ark., 2011). Bitkisel ilaglar, toprak iistii ve toprak alti
kisimlardan olusur ve etkin madde igerirler. Bitkisel materyaller; meyve sulari,
recineler, yag asitleri, ugucu yaglar ve diger maddeler igermesine ragmen, bitkisel
ilaglar, aktif maddelerle birlikte tatlandirici igermektedirler (Harvey, 2008). Dogal
tirtinlerin dogrudan kullanimi, dogal {irtinlerin modifiye edilmesi, (yar1 sentetik iiriinler),

ila¢ sanayinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Cragg ve ark., 1997) (Sekil 2.1).

B Dogal Urtinler (%6)
1 Yari sentetik Grlinler (%26)
B Senteze dayanan dogal (*+9)

urtinler

B Sentetik Grlinler (%39)

Sekil 2.1. Dogal iiriinlerin ilag sanayideki yeri

Etken madde niteliginde olan sekonder metabolitlerin bitkilerden izolasyonu, son
yillarin en 6nemli ¢alisma konularindandir. Etken maddelerin izolasyonu, yapilarinin
belirlenmesi, farmakolojik etkilerinin ortaya konmasi iizerinde yogun c¢aligmalar
yapilmaktadir. Dogal iirlinler bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanildigi gibi, en 6nemli
kullanim alanlar1 kansere kars1 gosterdikleri tesirdir. Kanser, viicuttaki hiicrelerin
anormal olarak ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere saldirmakta ve onlari
yok etmektedirler (de Mesquita ve ark., 2009). Her yil milyonlarca insan kanserden
olmektedir. Amerikan Kanser Kurumuna gore yilda, diinyada gergeklesen oliimlerin
%2-%3’1 kanserden kaynaklanmaktadir. Boylece kanser, yilda diinyada yaklasik 3.5

milyon insanin Oliimiine sebep olmaktadir. Bazi antitiimdr ilaglar kansere karsi



kullanilmaktadir, fakat bunlarin yan etkilerinden dolayr kullanimlar1 kisitlanmigtir
(Fouche ve ark., 2008). Kanserin dliimciil etkisi, kullanilan kemoterapi ve radyasyon
terapilerin ciddi yan etkilerinin olmasi, bir¢ok kanser hastalarini alternatif ve
tamamlayici tedaviye yonlendirmektedir. Son zamanlarda yapilan bilimsel aragtirmalar,
yan etkisi olmayan ve kanseri tedavi edebilen ilaclarin gelistirilmesi {izerinde
yogunlagsmaktadir (Georgaki ve ark., 2009). Bugiin kullanilan ilaglarin %80’i dogal
iriinlerden olugmakta veya dogal iriinlerden elde edilen molekiillere farkli gruplar
takilarak etkinligi arttirilmaktadir (Pezzuto, 1997). Diinya Saghk Orgiitiine gore,
gelismekte olan tilke niifusunun %80’1 ilk tedavi i¢in geleneksel ilaglar kullanmaktadir.
Son yillarda yapilan bir ¢alismada kanser hastalarimin %60°1 vitaminler ve bitkisel
ilaglarla tedavi olmaktadir (Madhuri ve Pandey, 2008). Dogal kaynakli, yeni antikanser
ilaglarinin kesfi lizerinde bilimsel ve ticari ilgi oldukca fazladir (Cragg ve Newman,
2003). Dogal iriinlerin antikanser olarak kullanilma potansiyeli, 1950°1i yillarda
Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan kesfedildi ve bundan sonra bir¢cok
dogal kaynakli antikanser ajanlarinin ortaya konmasi bu alandaki kesfe dnemli katkilar
saglad1 (Cragg ve Newman, 2005). Boylece tibbi bitkilerden yeni antikanser bilesiklerin
izolasyonu, antikanser ila¢ gelisiminin Onciisii olmustur (Sekil 2.2). Podophylum
peltatum’dan izole edilen podophyllotoxin kansere karsi ilk bulunan molekildir. 4'-
demethylepipodophyllotoxin den tiirevlendirilen etoposide ve teniposide klinik olarak

kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Nicolaou ve ark., 1999).

Antikanser

® Dogal iriinler (%17)
B Yar sentetikler (%29)
Sentezlenen dogal Urtinler (%1s)

B Sentetikler (%e38)

Sekil 2.2. Anti kanser ilaglarindaki dogal {irtin oranlari



Dogal tirlinler, anti kanser ilaglar i¢erisinde dnemli bir kismi olusturmaktadir. Amerikan
Ulusal Kanser Enstitiisii, 1960-1982 yillar1 arasinda 35000 bitki 6érneginden elde edilen
114000 ekstrakte tizerinde kanser taramasi gerceklestirdi ve bu Enstitii, 1987°de insan
kanser hiicrelerine kars1 yeni bir dogal irinler programi baglatti. 20 iilkeden topladiklari
28800 bitki 6rneginin anti kanser taramalarini gergeklestirdi. Bu ¢aligmalarin sonucunda
klinik olarak yararli ve satisa uygun ilaglar ortaya ¢ikti. Amerikan Ulusal Kanser
Enstitiisii gecen 10 yil i¢erisinde 87 anti kanser ilacini onayladi. Onayladigi bu ilaglarin
%62’si dogal iirlinlerden olugmaktadir veya dogal iiriinler model alinmistir (Cragg ve

ark., 1997). Bu ilaglardan bazilar1 Sekil 2.3’te verilmektedir.
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Sekil 2.3. Kansere karsi etkili dogal bilesikler



Anti enfeksiyon olarak dogal firiinler kullanilmaktadir. Bu alanda ilk 6nemli bulus
penisilindir. Bundan 6nce hastaligin tedavisi miimkiin degildi, hatta hastalik 6liimle
sonuglaniyordu ancak penisilinin kesfinden sonra enfeksiyon tedavi miimkiin oldu.

Penisilinden sonraki bulus streptomisindir (Sekil 2.4) (Farnsworth ve ark., 1985).
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streptomsin

Sekil 2.4. Enfeksiyonlara kars1 ilk dogal tirtinler

Dogal iiriinler antimikrobiyal 6zellik tasimaktadirlar. Kinin ilk antimikrobiyal ilagtir ve

bunu klorokinin gibi ilaglar takip etmistir (Sekil 2.5) (Miller, 2000).

X
—
N

Klorokinin

Artemisin

Sekil 2.5. Ilk antimikrobiyal ilaglar olarak dogal iiriinler



2.1. Taflan: (Prunus laurocerasus)

Taflanin meyveleri olgunlastik¢a kirmizi renkten mor renge donlismekte olup ¢ekirdek
ve meyveleri halk arasinda bronsit, egzama, mide hastaliklarinin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Sekil 2.6. Taflan (Laurocerasus officinalis) meyvesi

2.2. Literatiir Ozeti

Taflanin meyve ve c¢ekirdeklerinin etanol ekstrakti iizerinde yapilan in-vivo
deneylerinde, ¢ekirdek ekstraktinin farelerdeki kan sekerini %20 oraninda inhibe ettigi
belirlendi. Ayrica cekirdek ekstraktinin oleik asit, linoleik asit ve palmitik asit ana
tirtinleri igerdigi GC-MS analizi ile ortaya kondu (Orhan ve ark., 2015). Yapilan baska
bir ¢aligmada taflanin ikinci derece seker hastaligina karsi faydali olabilecegi ortaya
kondu (Zeytunluoglu ve Zihnioglu, 2015). Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada, taflanin
yaprak ve meyveleri tizerinde degisik ekstraksiyon teknikleri (mikro dalga, Klasik ve
soklet) kullanilarak elde edilen ekstraklarin toplan fenolik, toplam flavonoid ve
antioksidan aktiviteleri incelendi. Ekstraksiyon tekniklerinin sonuglar tizerinde 6nemli
etkilerinin oldugu ortaya kondu. Soklet ektraksiyon ile en fazla ekstrakte elde
edildikten, mikrodalga ekstraksiyon ile elde edilen ekstrakt, en fazla fenolik ve
flavonoid icerdigi ve en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlendi (Karabegovic
ve ark., 2014). Taflanin metanol ekstraktinda, klorjenik asit (ana iiriin), luteolin 7-



glukozit, apigenin-7-glukozit, kaempferol-3-glukozit, kuarsetin-3-glukozit, hidroksi
sinamik asit ve naringenin bilesiklerinin bulundugu HPLC ile belirlendi (Karabegovic
ve ark., 2013). Taflan yapraklarinin dort farkli ekstrakti lizerinde yapilan antifungan
calismasinda, en yiiksek etki metanol ve aseton ekstraktlarinda belirlendi (Sahan, 2011).
Prunus laurocerasus L. var. serbica Pancic tiiriniin yapraklarindan elde edilen ugucu
yaginda, benzaldehit (99.7), (E)-2-hekzanal ve (Z)-2-oksimenon ana iiriinler olarak
belirlendi (Stanisavljevic ve ark., 2010). Prunus tiirlerinde siyanogenik glukozitler
bulunmaktadir. P. serotina, ve P. virginiana tiirleri amidalin igermektedir (Santamour,
1998). Taflanin ait oldugu Rosaceae familyasi Onemli bitkilerin ait oldugu bir
familyadir. Bu familyaya ait bitkiler {izerinde birgok c¢alismalar yapilmistir. Bu
familyadan olan Aruncus dioicus bitkisi 24 adet bilesik i¢ermekte ve kafeoglukoz
tiirevleri ana {iriinleri olusturmaktadir. Ayrica bitki filizlerinin siyanogenik prunasin
bilesigini biitiin gelisme basamaklarinda igerdigi belirlendi. Bitki gelisiminde Sinanur
iceren prunasin igerigi artmaktadir. Ilk yesil yapraklarin gelisiminden sonra filizlerin
gida amach kullanilmamasi gerektigi inancini bu durum dogrulamaktadir (Fusani ve

ark., 2016). Yine Rosaceae familyasindan olan bogiirtlen (Rubus fructicosus L.)’den

ursan tipi triperpenoidler izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 2,3-O-isopropiliden-
1B,2P,3B,19a-tetrahidroksiurs-12-en-28-oik asit (6), 1,2-O-isopropiliden-1p,2a,3a,190-
tetrahidrolsiurs-12-en-28-oik asit (7), 2,3-O-isopropiliden-2a,3a,19a-trihidroksiurs-12-
en-28-oik asit (3) olarak belirlendi (Ono ve ark., 2016).

Sekil 2.7. Bogiirtlen (Rubus fructicosus L)’den izole edilen triterpenoidler

Rosaceae familyasindan olan Fragaria ananassa bitkisi metanol ile ekstrakte edilmis ve
ekstrakt sirasiyla EtOAc, n-butanol ve su ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutulmus.
Ekstraktlarda uygulanan kromatografik yontemler sonucu kaempferol (10), astragalin
(11), kuersetin (12), isokuersetin (13) seksangularetin (14) ve sinensin (15) bilesikleri

izole edilerek yapilar1 spektroskopik yontemlerle belirlenmistir.
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Sekil 2. 8. Fragaria ananassa bitkisinden izole edilen flavonoidler

Taze meyve ve kuru meyveden yapilan pekmezin antioksidan kapasitelerini
degerlendiren bir caligmada siiper oksit radikali ve hidrojen peroksit giderme aktivite
testleri kiyaslanmistir. Yapilan testler sonucunda antioksidana sahip bazi molekiillerin
bozulmasindan dolay1 taze meyveden yapilan pekmezin kuru meyveden yapilan

pekmezden daha yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir (Alasalvar ve ark., 2006).

Taflanin meyvesindeki seker igeriginin, meyve gelisimi ve olgunlasma siirecindeki
degisimi incelenmis ve seker igerigi, fruktoz, sukroz, glukoz ve seker alkolii olan
sorbitol olup fruktoz ve glukoz ana bilesenler olarak bulunmustur. Ciceklenme
doneminin baslangicindan sonra fruktoz ve glukoz miktar1 azalmaya baglamistir.
Fruktoz ve glukoz miktari, 65-86. giin araliginda artarak meyve agirliginin % 23,6 ve
%20,8’1 degerine ulagsmistir. Sorbitol ise cigeklenme periyodunun baslangicindan 58.
giinde maksimum seviyesi olan % 13,4’e ulasmistir. Glikoz, fruktoz ve sorbitol
miktarlarinda ¢igeklenmeden sonraki 79-85. giinler arasi (hasat zamani) hizli bir artis

gozlenmistir (Ayaz, 2001).

Taflan meyvesindeki fenolik maddelerin ¢igeklenme sonrasi donemdeki degisimleri
incelenmistir. Calismada ¢igeklenmeden 40 giin sonra kullanilan meyvenin fenolik

madde igerigi; p-kumarik, kafeik ve ferulik asit (sinamikler) ve benzoik, 4-
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hidroksibenzoik, vanilik, 3,4-dihidroksbenzoik asit (benzoikler) olarak tanimlanmstir.
Benzoik, 4-hidroksibenzoik, vanilik ve kafeik asitler ¢iceklenmeden 6 hafta ile 12 hafta
sonraki periyotta arttig1 gdzlenmistir. Ferulik ve vanilik asit miktarlarinin da olgunlagsma
sonrast periyot olan ¢iceklenmeden sonraki 12-16 hafta arasinda arttig1 gozlense de bu
artig istatistiki olarak anlamli (p=0.05) bulunmamuistir. Taflan yapraklari, ates diisiiriicii
etkisinin olmadig1 tespit edilip ayrica denek hayvanlarinda mide gastritine sebep
olmadigi da aymi ¢alismada ortaya konmustur (Erdemoglu ve ark., 2003). Taflan
cekirdeginde varligi bilinmekte olan bir fitosterol olan B-sitosterol ayrica bitkilerde
yaygin olarak bulanan bir steroid tiirevidir. Kanser hastasi yapilmig olan ve fitosterol
icerikli besinler ile beslenen denek hayvanlarinda, kanserli hiicrelerin biiyiimesini
disiirdiigii, timor boyutlariin kiictldiigli ve prostat, kolon ve meme kanserine
yakalanma riskinin diistiigii yapilan calismalar sonunda ortaya konmustur (Awad ve

ark., 1997; Awad ve ark., 2000; Awad ve ark., 2001; Ju ve ark., 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Karayemis bitkisi Ordu ili Kabadiiz ilgesi Glirpinar kdyilinden 2013 yili temmuz ayinda
toplanilarak kurutuldu. Kurutlulan meyveler hekzan, etil asetat, n-butanol ve su ile
ekstrakte edildi. Ilgili ekstraktlar iizerinde antiproliferatif aktivite testleri yapildi.
Hekzan ekstraktindan GC-MS ile yag asitleri belirlendi.

3.4. Antikanser Aktivite Testleri

3.4.1. BrdU Hiicre ELiZA (Cell ELISA) Testi

Bu tez calismasinda taflan meyve ekstrelerinin hiicre proliferasyonuna olan etkilerini ve
ICso degerlerini dlgmek amaciyla BrdU ELIZA testi kullanilmistir. ELIZA BrdU testi
genomik DNA c¢ogalmasina duyarli olup, buna paralel olarak hiicre ¢ogalmas1 hakkinda
fikir veren bir testtir. Test maddeleri ile kanser hiicre hatlar1 24 saat inkiibe edildikten
sonra bu test protokollii uygulanmistir. Buna gore, inkiibasyonun sonunda ortama bir
primidin analogu olan BrdU (5-bromo urasil) eklenir ve 4 saat daha inkiibe edilerek,
DNA polimerazin BrdU’yu DNA’nin yapisina eklemesi beklenir. Sonra ortama DNA
yapisina eklenen bu BrdU’yu taniyan ve tizerinde peroksidaz enzimi tasiyan Anti-BrdU
antikoru eklenir. Antikora bagli enzim, ortama eklenen subtrati 450-650 nm dalga
boyunda maksimum pik veren bir iiriine ¢evirir. Spektrofotometrede kolorimetrik olarak

bu pik degerinde absorbans dl¢limii yapilarak % inhibisyon degerleri hesaplanir.

Kiiltiirli yapilan hiicreler her bir kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde pipetlenir. Plate
yiiklenen hiicrelerin iizerine DMSO ile ¢oziindiiriilmiis test maddeleri ve pozitif kontrol
(25, 50, 100, 150, 200, 250, 375 ve 500 png/mL) eklenerek kuyunun son hacmi besi yeri
ile 200 puL’ye tamamlanir ve 24 saat inkiibe edilir. Her bir kuyuya 20 pL. BrdU labeling
reagent eklenir ve plate 4 saat inkiibe edilir. Siire sonunda plate ters ¢evrilerek dokiiliir,
kurutma kagidinda ters vurularak kurulanir, sonra iizerine fix-denat’dan 100 pL eklenir,

45 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildikten sonra plate ters ¢evrilerek dokiiliir ve kurulanir.
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Her bir kuyuya Anti-BrdU-POD soliisyonundan 50 pL koyulur ve plate 2 saat inkiibe
edilir. Her bir kuyuya washing buffer’dan 200 uL koyulur, hafif sallanir, dokiiliir,
kurulanir, yikama islemi hizlica ii¢ kez tekrarlanir. Yikamadan sonra hi¢ beklemeden
substrat soliisyonundan her bir kuyuya 50 pL eklenir ve 45 dakika inkiibe edilir. Siire
sonunda her bir kuyuya 1 M H,SO4’den 25 uL eklenir ve hi¢ beklemeden Elisa Reader
cihazinda 450-650 nm ¢ift dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilir. Bulunan absorbans

degerlerinden % inhibisyon ve ICso degerleri hesaplanir.

3.4.2. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Sitotoksisite Testi

Test edilecek molekiillerin hiicre sitotoksik aktiviteleri LDH yontemi ile belirlenmistir.
Test edilen maddeye bagl olarak inkiibasyon siiresinde dlen hiicre miktarindaki artis,
kiiltiir stipernataninda LDH artigiyla sonuglanacaktir. Hiicre hasar1 sonucu ortama
saliman sitoplazmik enzimlerin O&l¢limii bu deneylerin temelini olusturur. LDH
sitoplazmik bir enzim olup, ¢ogu hiicrede bulunur ve stabildir. Bu amagla LDH hiicre
sitotoksisite kiti iireticinin prosediiriine gore kullanilmistir. Bu testin soliisyonlar1 ve
prosediirii asagida verilmistir.

Kiiltiirti yapilan hiicreler her bir kuyucuga 5000 hiicre olacak sekilde pipetlenir. Plate
yiiklenen hiicrelerin tizerine DMSO ile ¢oziindiiriilmiis ICso dozunda test maddeleri,
yiiksek kontrol i¢in %2 Triton X-100 (LDH salimimina etkisi %100 kabul edilecek),
diisiik kontrol i¢in test maddesi igermeyen hiicre hatti, besi yeri kontrol i¢in sadece besi
yeri igeren kuyu ve pozitif kontrol olarak ICsy dozunda 5-FU eklenerek kuyularin son
hacmi besi yeri ile 200 pL’ye tamamlanir ve 24 saat inkiibe edilir. Her bir kuyudan
hiicre igermeyen 100 pL kdltiir siipernatani alinarak baska bir mikroplate transfer edilir.
Uzerine kit i¢inde bulunan taze hazirlanmis reaksiyon karistmindan 100 uL/kuyu olacak
sekilde eklenir ve yarim saat karanlikta inkiibe edilir. Stop soliisyonu olarak 50 pL/kuyu
olacak sekilde 1 N HCI eklenir. Bu islem sonunda 492-630 nm’de okuma yapilir ve

bulunan absorbans degerlerinden % sitotoksisite hesaplanir.

Bitki tiirevli yenilebilir/yenilemez iirlinler biiyilik oranda antioksidan o6zellige sahip
fenolik bilesikler (6rnegin; fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, taninler,

lignanlar ve katesinler) igerir. Bu fenolikler, kalp hastaliklari, baz1 kanser tiirleri ve
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oksidatif strese bagli diger hastaliklara yakalanma riskini arttirdig1 bilinen zararh
serbest radikalleri engeller (Ness ve Powles, 1997). Bu bilesiklerin antioksidan
Ozellikleri temelde onlarin hidrojen atomu vericisi veya indirgeme ajani olarak
davranmalarindan dolay1 indirgeyebilme yeteneklerinden kaynaklanir. Bu dogal
antioksidanlar; serbest radikal toplayicisi, zincir kirici, proantioksidant metal iyonlarini

komplekslestiricisi olarak davranir.

Meyvelerin, sebzelerin ve diger bitki tirevli {irlinlerin antioksidan aktivitesini bir tek
testle kesin olarak tespit etmek zordur. Dogal kaynakli iriinlerin antioksidan aktivitesini
degerlendirmek/tahmin etmek i¢in bir¢ok test 6nerilmistir. Dogal {iriinlerin antioksidan

aktivitesinin belirlenmesi i¢in en azindan iki test uygulanmalidir.

3.4.4. Hiicre Hatlan

3.4.4.1. C6 Hiicreleri (Sican glioma)

C6 sigan (Rattus norvegicus) glioma (glial hiicre kanseri) hiicreleri adheren 6zellikte
olup, fibroblast morfolojisi gosterir. Bu hiicreler glukokortikoid reseptorlere sahiptir, bu
reseptOrlerin uyarilmasi gliseril fosfat dehidrogenaz sentezine neden olur. Bu hiicrelerde
onemli miktarda S-100 ve somatotropin lretimi de olur. N-nitrosometiliire ile
indiiklenen rat (Wistar-Furth 1rk1) glial timériinden klonlanmistir (Benda ve ark., 1968).
Polioviriislere direnglidirler (ATCC). C6 hiicreleri yiiksek proliferatif o6zellik ve
cekirdek pleomorfizmi gosterirler, patolojik olarak kanamali tiimor nekroz bdlgeleri

olusumuna neden olurlar (Grobben ve ark., 1995).

3.4.4.2. HeLa Hiicreleri (Serviks adenokarsinomu)

HeLa hiicreleri adheren olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir ve epitelyal morfoloji
gosterirler. Serviks epitelyal adenokarsinom hiicreleridir. HeLa hiicreleri 1952 yilinda

31 yasinda zenci bir kadindan alinmigtir. Bu hiicrelerin immiinoperoksidaz boyama ile

keratin pozitif olduklar1 gosterilmistir. Polioviriislere duyarli olup, human papilloma
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virus 18 (HPV-18) dizileri igerirler. P53 ifadeleri diisiik, pRB ifadeleri normal
bulunmustur (Capes-Davis ve ark., 2010).

3.4.4.3. HT29 Hiicreleri (Kolon kanseri)

HT?29 hiicreleri adheren 6zellikte olup insan kaynakli kanser hiicre hattidir (44 yasinda
Kafkas kokenli bir kadindan izole edilmistir) ve mikrovillus igerir. HT29 hiicreleri
tirokinaz  reseptdrlerine  sahiptir  ancak  plazminojen  aktivator  aktivitesi
belirlenememistir. HT29 hiicreleri CD4 i¢in negatifdir ancak hiicre yiizeyi galaktoz
seramid ifadesine sahiptir (HIV igin alternatif reseptor olabilir). HT29 hiicrelerinde c-
myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis ve fos onkogenleri ifade edilir. Bu hiicrelerde p53
antijeni ¢ok miktarda iiretilir ve 273 nolu kodonda G>A mutasyonu olur, bunun sonucu
Arg>His aminoasidine doniigiir. Kolorektal adenokarsinom olan HT29 hiicreleri
epitelyal morfoloji gosterirler. HT29 hiicreleri IgA (immiinoglobiilin A), CEA
(karsinoembriyojenik antijen), TGF-binding protein (transforme edici biiyiime faktorii-
beta baglayici protein) ve musin tretirler. HLA, Rh+, A kan grubu gibi antijenleri tagir
(ATCC).

3.4.4.4Vero Hiicreleri (Afrika yesil maymun bobrek epitel)

E. coli toksinlerini (vero toksin de denir) taramada siklikla kullanilir. Viriis
aragtirmalarinda, konak hiicre olarak kullanilir. Tripanosomalar gibi 6karyotik parazitler
icin konak hiicre olarak kullanilir. Vero hiicre hatt1 siirekli ve aneuploid’dir. Siirekli
oldugundan senesens gostermezler. Aneuploidy anormal kromozom sayilar1 ile
karakteristiktir. Vero hiicre hatt1 viriisle infekte oldugunda tip I interferonlar
salgilayamaz (interferon yetmezligi). Ancak interferon reseptorleri vardir, bagka

kaynaklardan elde edilen interferonlar ortama eklenince bunlara cevap verirler.

3.4.4.5.Hiicre Kiiltiirii

Tilim hiicre hazirlama iglemleri laminar kabinde, steril ortamda gercgeklestirildi. Sivi azot

tankindan c¢ikarilan hiicreler 37°C sicakliktaki benmaride 1-2 dakika bekletildikten

14



sonra%?10 (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum), %2 (v/v) PenStrep (Penisilin-Streptomisin)
ve %0,22 (wt/v) NaHCOj; ilave edilen katkili DMEM (Dulbecco's Modified Eagles
Medium, High Glucose (4.5 g/L) besi yeri igeren steril T75’lik hiicre kiiltiir flasklarinda
37°C %5 CO; ortaminda 3-4 giin inkiibe edildi. Hiicreler konfluent hale geldiginde,
flasklerdeki besi yeri dokiildii ve hiicreler 10 mL DPBS (Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline) ile yikandi. Yikama isleminden sonra DPBS dokiildii ve adheren
hiicreleri zeminden ¢dzmek i¢in flaske 5-6 mL %0,25’lik Tripsin-EDTA soliisyonu
ilave edildi. Hi¢ beklenmeden flask el yardimiyla biraz calkalanarak hiicrelerin
yiizeyden ayrilmasi saglandi ve olusan hiicre siispansiyonu 50 mL’lik steril falkon
tiiplere aktarildi. Bu falkon tiiplere, tripsini ndtralize etmek i¢in 10 mL katkili taze besi
yeri eklendi ve hiicreler 1500xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim aspire
edildikten sonra hiicre pelleti lizerine 4 mL taze besiyeri eklenerek steril pastor pipetle
hiicreler siispansiyon haline getirildi. Siispansiyon haline getirilen ilk kusak hiicreleri
eksponansiyel log fazina sokmak i¢in iicer giin arayla 4 hiicre ekimi daha yapildi.
Sonunda eksponansiyel log fazina sokulan hiicreler ¢alisma i¢in uygun hale getirildi.
Hiicre konsantrasyonunu belirlemek icin hiicre siispansiyonundan alinan 20 pL hiicre ile
20 pL %0,4 (wt/vol) tripan mavisi soliisyonu karistirildi, bu karisimin 20 pL’si Thoma
lamina pipetlenerek mikroskop altinda birinci sayim alanindan 5 kare, ikinci sayim
alanindan 5 kare olmak iizere toplam 10 kare sayildi [1 mL hiicre slispansiyonu igindeki
hiicre sayis1 = 10 karede sayilan toplam hiicre sayis1 / 10 x 2 (Tripan mavisi seyreltme
faktorii) x 16 (bir sayim alanindaki toplam kare sayis1) x 10 000 (katsayi)]. Sayim
isleminden sonra yeni bir steril 15 mL’lik falkon tiip i¢inde calisilacak hiicre stok

stispansiyonu hazirlandi.

3.4.4.6. GC-MS Analizleri

Yag asitlerinin analizi Perkin Elmer Clarus 500 marka kromatografi cihazinda yapilmig
olup; FID alev iyonizasyon dedektorii ve Restek(Rtx-2330) kapiller kolon (30 m x 0.25
mm X 0,2 pm) kullanildi. Yag asitlerinin teshisinde standart olarak 37 yag asidinin metil
esterleri karigtmi kullanildi. GC cihazinin dedektor sicaklign 250°C, enjektor sicakligs
250°C, enjeksiyon split 50/1, tastyici gaz akis hizi helyum 1 ml/dk olarak cihaza verildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Islemleri

Taflan meyvesi suda iki saat kaynatildi ve su kismi sirasiyla hekzan, etil asetat ve n-
biitan ile sivi-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstraktlarin antiproliferatif
etkileri HeLa (Insan rahim kanser hiicreleri), HT29 (insan kolon kanser hiicreleri), C6
(Sigan beyin tiimorii) ve Vero (Afrika yesil maymun bobrek epitelyum) kanser hiicre
hatlarina kars1 arastirildi. Hekzan ekstraktt GC-MS analizine tabi tutuldu ve yag asitleri
belirlendi.

Sekil 4. 1. Ekstraksiyon islemleri

4.2. Antikanser Aktivite Testleri

4.3. Prunus laurocerasus Ekstrelerinin Antikanser Etkisi

Taflan meyve ekstreleri hiicre hatlarinda biiylimeyi ¢ok az inhibe etmis ve ekstreler
arasinda belirgin bir fark goriilmemistir (Sekil 4.2). Elimizdeki bilgiler hiicre hatlarinin
ekstrelere kars1 SFU'dan daha dayanikli oldugunu gostermektedir. Ayrica kontrol hiicre
hattiyla karsilagtirildiginda kanser6z hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli belirgin

bir fark goriilmemistir (P > 0.05).
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Sekil 4.2. HeLa, HT29, C6, ve Vero hiicre hatlar1 iizerinde taflan meyvesi ekstrelerinin
ve pozitif kontrol 5FU'nun antiproliferatif etkileri (su, hekzan, etil asetat, n-biitanol
ekstraktlar1 ve 5-florourasil standardz).

Hiicre proliferasyon 6l¢timii BrdU hiicre ELISA oOl¢ltim kitiyle gerceklestirilmistir.
Yiizde inhibisyon {li¢ bagimsiz 6l¢iimiin = SEM degeri olarak raporlanmistir (P < 0.05).

Her bir deney, her hiicre hatti i¢in en az ii¢ kez tekrarlanmstir.
4.4. Prunus laurocerasus Ekstrelerinin Sitotoksik Aktivitesi

Meyve ekstrelerinin ¢esitli konsantrasyonlariin (25, 50, 100, 150, 200, 250, 375, ve
500 pg/mL) HeLa, HT29, C6, ve Vero hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik aktiviteleri
LDH sitotoksisite kiti kullanilarak olglilmiistiir ve konsantrasyon bagimli bir hiicre
membran1 zarart oldugu tespit edilmistir. Sitotoksisite bulgular1 sadece yiiksek
konsantrasyonlarda muamele edilen hiicrelerin membran biitlinliigiiniin 6nemli derecede
bozuldugunu ve aym etkinin daha diisiik konsantrasyonlarda goriilmedigi
gozlemlenmektedir (Sekil 4.3). Meyve ekstraktlart hiicre hatlar tizerinde 375 pg/mL'e

doza kadar herhangi bir sitotoksik etki ortaya ¢ikarmamistir, bu durum meyve
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ekstrelerinin hiicreler iizerinde sitotoksik olmadigini gostermektedir. Daha yiiksek
dozda antiproliferatif etki baglamaktadir. Sonu¢ olarak, taflan meyve ekstraktlarinin

kullanilan hiicrelere kars1 sitositatik etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Taflan meyve ekstrelerinin HeLa, HT29, C6, ve Vero hiicre hatlari tizerindeki
sitotoksik etkisi.

Hiicre hatlar g¢esitli konsantrasyonlarda ekstreler ile 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve
LDH sitotoksisite kiti kullanilarak sitotoksisiteleri belirlenmistir. Yiizde inhibisyon ii¢

bagimsiz 6l¢limiin = SEM degeri olarak raporlanmistir (P < 0.05).

45. Prunus laurocerasus  Ekstrelerinin  Sitotoksisitelerinin  Morfoljik

Degerlendirilmesi

Taflan meyve ekstrelerinin hiicre morfolojileri tizerindeki etkileri kamera bulunan faz-
kontrast mikroskobu ile goriintiilenmistir. Goriintiiler farkli konsantrasyonlarda taflan
meyve ekstreleriyle muamele edilmis hiicrelerin morfolojilerinin ilgili kontrollerle
karsilagtirildigr faz-kontrast imajlarin1 gostermektedir. Taflan meyve ekstreleriyle
muamele edilmis hiicrelerin morfolojileri sadece yiiksek konsantrasyonlarda (>375
ng/mL) yuvarlak hale gelmeden hiicre 6liimiiniin bir belirtisi olan yiizen hiicrelere kadar
degisim gostermistir. Taflan meyve ekstreleri diisiik ve orta konsantrasyonlarda hiicre

biiyiimesini inhibe edememistir. Bu dozlarda kontrol grubu ve normal ¢ogalan hiicreler,
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membran biitliinliigli bozulmamis konfluent bir goriintii sergiler. Kontrol hiicrelerine
benzer sekilde, taflan meyve ekstreleriyle muamele edilmis hiicrelerin biiyiik cogunlugu
yildizims1 ya da normal fibroblast benzeri goériiniimlerini siirdiirmeye devam etmistir.
Genellikle, 375 pg/mL ve daha yiiksek dozlar, hiicrelerin birbirinden ayrilmasina, daha
kiigiik goriinmelerine ve sayilarinin azalmasina neden olmustur. Meyve ekstreleri ile
muamele edilmis hiicrelerde sadece yliksek konsantrasyonlarda apoptotik durumdakine
benzer hiicresel morfoloji ve etkilenmis biiylime gibi hiicresel yikim goriilmistiir.
Fakat, meyve ekstrelerinin diisiik ya da orta konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerin

sayisinda bir azalma olmamuistir ve yapisal olarak kontrolle ayn1 gériiniime sahiptiler.

HT29 Control  HT29 + EAEPL

g%‘

Sekil 4.4. Taflan meyve ekstrelerinin HeLa, HT29, C6 ve Vero hiicre hatlar
morfolojileri lizerindeki etkileri.
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Eksponansiyel biiyiime gosteren hiicreler ¢esitli konsantrasyonlarda taflan meyve

ekstreleri ile 37 °C'de bir gece inkiibe edilmistir. Kontrol hiicreleri sadece DMSO ile

muamele edilmistir. Tiim 6l¢timler 100 um'dir.

4.6 GC-MS Analizleri

Hekzan ekstrakti tizerinde yapilan GC-MS analiziyle ekstraktaki yag asitleri belirlendi.

2 4 8

11

13

16

Sekil 4.5. GC-MS yag asitleri kromatogrami
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29
28
LT JLL.M

31

32 I

Ana bilesenler, linoleik asit (%18.7), palmitik asit (%17.7) ve oleik asit (%16.9)

belirlemistir.
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Pik Zaman Bilesikler Miktar(+)
2 5.127 Kaproik asit 1.75
3 5.698 Kaprilik asit 0.76
4 5.954 Kaprik asit 1.90
5 7.159 Laurik asit 0.61
8 11.430 Myristik asit 2.79
11 13.327 Myristoleik asit 0.79
13 15.383 Cis-10-pentat 1.38
14 16.926 Palmitik asit 17.73
16 18.462 Palmitoleik asit 2.91
20 21.365 Cis-10-heptat 0.53
21 22.885 Stearik asit 5.75
22 24.235 Oleik asit 16.89
24 26.554 Linoleik asit 18.66
28 28.860 Arakhidik asit 0.93
29 29.280 Gama-linole 6.67
31 33.826 belirlenemedi 18.84
32 34.371 Behenik asit 0.55

Cizelge 4. 1. Hekzan ekstaktinda bulunan yag asitleri

Taflan meyvesinden elde edilen hekzan, etil asetat, n-biitanol ve su ekstraktlari
antiproliferatif aktivite testlerine tabi tutulmustur. Kullanilan HelLa, HT29, C6, ve Vero
hiicre hatlar tizerinde etkili bir aktivite gostermedigi goriildi. Hekzan ekstraktindan,
linoleik asit (%18.7), palmitik asit (%17.7) ve oleik asit (%16.9) ana bilesen olarak

belirlenmistir.
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