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Damisman: Prof. Dr. Niliifer Cinkilig

Kanser, tum dinyada morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya
devam etmektedir. Kanser, bulasici olmayan hastaliklar disinda, kardiyovaskuler
hastaliklardan sonra ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir. Son yillarda, g¢esitli bitkisel
tirtinlerin farkli kanserlere karsi umut verici anti-kanser etkinligi gosterilmistir. Bu
baglamda tez c¢alismasinda, Anemone blanda bitkisinden elde edilen metanolik
ekstraktlarinin anti-kanser potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amaca
yonelik olarak, insan saglikli bronsiyal epitel hiicre hatt1 olan Beas-2B ve insan akciger
karsinoma hiicre hatt1 olan A549  hiicreleri kullamilmustir.  Sitotoksisitenin
belirlenebilmesi icin XTT testi ve Klononjenik testi, DNA hasarlarinin belirlenebilmesi
icin Komet yontemi ve hicre ici reaktif oksijen seviyesine etkilerini belirlemek icin ROS
testi kullanilmstir.

XTT testi sonucunda Beas-2B ve A549 hiicre hatlarindaki IC50 degeri sirasiyla 21,90
pg/mL ve 21,25 pg/mL olarak, Klonojenik testte ise bu degerler Beas-2B ve A549 hiicre
hatlar1 i¢in sirasiyla 24,57 pug/mL ve 27,62 pg/mL olarak belirlenmistir. Komet testinde
ise XTT ve Klonojenik testinde kullanilarak dozlara ek olarak H20.’li kombine dozlarda
eklenmistir. Beas-2B ve A549 hiicre hatlarindaki kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve
olive kuyruk momenti hesaplanmis ve elde edilen sonuglarda DNA iplik kiriklarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugu belirlenirken H20.’li
dozlarda istatistiksel olarak azaldigi belirlenmistir. ROS testinde komet testindeki ayni
dozlar kullanilirken sonuglarinda ise Beas-2B i¢in hiicre ici ROS seviyesinde istatistiki
olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Kombine dozlarda ise Anemone ekstraktinin
ortalama hiicre ici ROS seviyesini 40 pg/mL dozdan itibaren istatistiki olarak anlamli
sekilde azalttig1 goriilmiistiir. A549 i¢cin ROS seviyesini istatistiki olarak anlamli sekilde
diigiirtirken H202 kombine dozlarda hiicre i¢ci ROS seviyesini istatistiksel anlamli olarak
diigtirdl fakat 100pg/mi+1000 pM H202’lik kombine dozda ekstrakt H>Oz'in etkisini
arttirarak hiicre i¢i ROS seviyesini istatistiki olarak anlaml sekilde arttirdigi goriildu.

Anahtar Kelimeler: Anemone blanda, Akciger kanseri, anti-kanser, A549, Beas-2B,
Klononjenik testi, Komet testi, ROS testi, XTT testi
2022, x + 81 sayfa.
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Cancer continues to be one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide.
Cancer is the second leading cause of death after cardiovascular diseases, excluding non-
communicable diseases. Today, research on various herbal products is increasingly
continuing to develop new drugs against diseases such as cancer. In recent years,
promising anti-cancer efficacy of various herbal products against different cancers has
been demonstrated. In this context, in the thesis study, it was aimed to investigate the anti-
cancer potentials of methanolic extracts obtained from Anemone blanda plant. For this
purpose, the human healthy bronchial epithelial cell line Beas-2B and the human
carcinoma cell line A549 cells were used. XTT test and Clonogenic test were used to
determine cytotoxicity, Komet method to determine DNA damages and ROS test to
determine their effects on intracellular reactive oxygen level.

As a result of the XTT test, the IC50 values in Beas-2B and A549 cell lines were
determined as 21.90 pg/mL and 21.25 pg/mL, respectively. In the clonogenic test, these
values were determined as 24.57 pg/mL and 27.62 pug/mL for Beas-2B and A549 cell
lines, respectively. In the Comet test, it was used in XTT and Clonogenic tests, in addition
to the doses, it was added in combined doses with H>O». Tail length, tail % DNA and
olive tail moment in Beas-2B and A549 cell lines were calculated, and it was determined
that there were statistically significant increases in DNA strand breaks compared to the
control group, while it was statistically decreased at doses with H,O,. While the same
doses as in the comet test were used in the ROS test, there was no statistically significant
change in the intra-ROS level for Beas-2B in the results. In combined doses, it was
observed that the mean intracellular ROS level of Anemone extract was statistically
significantly reduced from 40 pug/mL dose, while it statistically decreased the ROS level
for A549, while it decreased the intracellular ROS level statistically at combined doses,
but 1001g/ml+1000 uM H20>' It was observed that the extract at a combined dose of 1,0
increased the effect of H.O> and increased the intracellular ROS level statistically
significantly.

Keywords: Anemone blanda, Lung cancer, anti-cancer, A549, Beas-2B, Clonongenic
test, Comet test, ROS test, XTT test
2022, x + 81 pages.
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1.GIRIS

Tim diinyaya bakildiginda kanser, mortalite ve morbiditeyi 6nemli 6lglde etkileyen
sebeplerden biri olarak gortilmeye devam etmektedir. Kanser, bulasici olmayan
hastaliklar diginda, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci dnde gelen 6liim nedenidir
(Hoyert ve ark. 2006). Kanser: AIDS, tiiberkiiloz ve sitmanin toplamindan daha fazla
oliim oranina sahiptir ve diinya ¢apinda sekiz 6liimden birinden sorumludur. Genel kanser
insidans1 ve mortalitesi, diinyanm geri kalanma kiyasla Kuzey Amerika, Yeni Zelanda,
Avustralya ve Bat1 Avrupa Ulkelerinde daha yiiksektir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
her dort 6liimden biri kansere baglh gerceklesmektedir. Kanser sebebiyle gerceklesen
olimleri kiresel olarak degerlendirildiginde 2002'de 7,1 milyon olarak rapor edilirken

2030'da 11,5 milyona ¢ikacagi 6n gorilmektedir (Avni ve ark. 2008).

Kanser ¢ogunlukla normal olmayan hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasini
iceren bir hastalik olarak tanimlanir (Ferlay ve ark. 2013). Bu hiicreler, kontrolsuz bir
sekilde ¢ogalarak tiimor olusturabilir ve metastaz ile gé¢ ederek viicudun herhangi bir
bolgesinde tiimor olusturabilir. Kanser genellikle radyoterapi, kemoterapi, anti-kanser
ilaglar1 veya cerrahi yontemle tedavisi miimkiinken tedavi sirasinda veya sonrasinda bazi

yan etkileri gorilebilir (Bray ve ark. 2013).

Kemoterapi, kanser tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir. Kanser hicreleri, normal
hiicrelerde bulunan diizenleyici fonksiyonlarin ¢ogunu kaybeder fakat bolinmeye devam
ederler. Bu 6zellikleri, kanser hiicrelerini kemoterapotik ilaglara duyarli hale
getirir. Kemoterapotik tedavilerin  bir sonucu olarak cesitli toksisiteler ortaya
¢ikabilir. Ornegin, yaygim bir kemoterapétik ajan olan 5-florourasil'in miyelotoksisiteye,
kardiyotoksisiteye neden oldugu bilinmesiyle beraber nadir olarak bazi vakalarda
vazospastik bir ajan olarak etki ettigi gosterilmistir. Yaygin olarak kullanilan diger bir
kemodrug, doksorubisin kardiyak toksisiteye, renal toksisiteye ve miyelotoksisiteye
neden olur (Avni ve ark. 2008).



Kemoterapdtik ilaglarin toksisitesi bazen kanserin tedavisinde dnemli bir sorun yaratir.
Bitkisel kaynakli iriinler uygulanan kanser tedavisi i¢in ¢esitli terapiler
Onerilmistir. Bugiin piyasada bitki kaynakli antikanser ajanlarinin dort sinifi vardir, vinka
alkaloidleri (vinblastin, vinkristin ve vindesin), epipodofilotoksinler (etoposid ve
teniposide), taksanlar (paklitaksel ve docetaxel) ve kamptotesin (kamptotesin ve
irinotekan) tdrevleridir. Bitkiler yeni ilaglar saglamak i¢in muazzam bir potansiyele
sahiptir ve bu nedenle kansere karsi kemoprotektif potansiyel saglayabilen dogal

kimyasallarin bir rezervuaridir (Avni ve ark. 2008).

Ranunculaceae cinsine ait olan Anemone, 150'den fazla tir igerir ve bu tiirlerin bir¢ogu
sifall bitkiler olarak bilinirken geleneksel tipta uzun stiredir
kullanilmaktadir. Anemone bitkilerinde, ozellikle bazilar1 anti-kanser
aktiviteleri gosteren triterpenoid saponinler olmak tiizere ¢esitli tibbi Dbilesikler
bulunmustur. Bazi Anemone bilesikleri ve 6zleri, immiinomodiilator, anti-inflamatuar,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gdsterir. 50'den fazla tiiriin, modern ilag kesfi
icin ipuglar1 saglayan etnofarmakolojik kullanimlar1 vardwr. Anemone bilesikleri,

antikanser ve diger biyoaktiviteleri bircok yolla gosterir (Hao ve ark. 2017).

Bu ¢alismada Anemone blanda bitki 6zutlerinin in vitro sitotoksik ve in vitro genotoksik
etkilerinin saglikli akciger fibroblast (Beas-2B) ve akciger kanser (A549) hiicre hatlari
Uzerindeki etkilerini karsilastirmali olarak arastirilmas: amaglanmustir. Sitotoksik ve
antiproliferatif etkilerin belirlenmesi amaciyla, klonojenik test ve XTT testleri
kullanilmistir. Genotoksik etkilerinin ve DNA kiriklarinin arastirilmasi: amaciyla komet
test yontemi kullanilmis, ayrica hiicre i¢i oksudatif hasar olusum mekanizmasini

belirlemek icin reaktif oksijen tirleri (ROS) dlzeyi DFCDA kullanilarak dl¢tilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Kanser

“Cancer” veya “carcinos” kelimeleri Latinceden tiireyen yenge¢ anlamina gelen
kelimeler olup kansere ait en eski bilgiler M.O. 3000’lerde belirlenmistir. Kanser
kelimesini ilk olarak, M.O. 460-377 yillarinda Hipokrat organizmada tedaviye cevap
vermeyen olusumlar1 tanimlamak i¢in kullanmistir. Viicudun yiizeyinde gelisen, diger
yapilara gore farkli karakterde olan, yavas biiyliyen ve kirmizi renkli olan sislikleri
Hipokrat “Carcinos” ya da “Carcinoma” olarak adlandirmistir. Hipokrat “cancer” terimini
ilk defa M.O. 3. Yiizyilda Kitle (timor) gevresinde olusan siskin damarlar1 bir yengecin
bacaklarina benzettigi i¢in kullanirken Galen ise “oncos” terimini sisme anlamina geldigi

icin kullanmustir (Harris ve ark. 1993, Unal 2006).

Kanser, son yillarda hizla artis gostermektedir. Tedavisinde degisik metotlar
denenmesine ragmen kanseri tamamen tedavi edecek bir yontem gilinlimiizde heniiz
kesfedilememistir. Giiniimiizde kanser, kardiyovaskiiler vakalardan sonra ikinci sirada
bulunmaktadir. Kolorektal, akciger ve prostat erkek bireylerde sikga goriiliirken
kolorektal, akciger ve meme kadm bireylerde en sik karsilasilan kanser tiirleri oldugu
gozlemlenmistir (Aktas 2010). Tedavide kullanilan farkli yontemler mevcuttur; Cerrahi
metodlar, kemoterapi, radyoterapi, immunoterapi, hormon tedavisi, sinyal ileti sistemi
inhibitdrd, gen tedavi protokoli, anjiyojenez ve geleneksel tibb1 yontemleri gibi (Aktas
2010). 2000’1l yillara bakildiginda akciger kanseri en sik goriilen kanser tiirii oldugu
belirtilirken, vakalarin tiimiine bakildiginda ise akciger kanseri %12,8'ini olusturmasiyla
beraber her yil %3 artig gosterdigi rapor edilmistir. TUm bireylerde, akciger kanserinin
diger kanser tirlerine nazaran daha fazla 6liim oranina sahip oldugu belirtilmistir. Oran
olarak ise bakildiginda tiim kanser vakalarma bagli 6liimlerin %17,8’ini akciger

kanserinin olusturdugu bilinmektedir (Bakar 2017).

Kanser, vicutta bulunan herhangi bir farkli hicre turinin olagandisi g¢ogalmasiyla
gergeklesebilir. Farkli hiicre tiirlerindeki bu degisim tedaviye verilen cevabi ve
davraniglarin1  degistirmesinden dolayr ylizden fazla kanser tlrevi oldugu

gozlemlenmigtir.



Kanser patolojisinde en dnemli konu iyi huylu (benign) ve koti huylu (malign) timor
ayrimdir. Bir timdr, iyi huylu veya kotii huylu olabilen hiicrelerin anormal ¢ogalmasidir.
Yaygin bir cilt sigili gibi iyi huylu bir tiimor, ne ¢cevreleyen normal dokuyu isgal eder ne
de uzak viicut bolgelerine yayilir, orijinal konumuyla smirl kalir (Bakar 2017). Tdm
bunlarin yani sira kotl huylu bir timor metastaz yoluyla tiim viicuda yayilabilirken
bulundugu ¢evredeki diger normal dokulara da etki edebilir (Sekil 2.1.) (Bakar 2017).

K6tu huylu olan timorler kanser olarak betimlenirken onlar1 bu kadar tehlikeli yapan
metastaz ve istila etme 6zellikleridir. Iyi huylu tiimérler genellikle cerrahi yontemlerle
oniine gecile bilinirken, kot huylu timdrlerin metastaz 6zelliklerinden dolay1 lokal

olarak yapilan tedavilere direng kazanirlar (Su ve ark. 2015, Bakar 2017).
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Sekil 2.1. Kanser gelisim asamalarinda genetik modeller. Yesil, saglikli epitel hlcresi.
Mavi, metastaz yapma yetenegine sahip olmayan kanserli hicreler. Kirmizi, metastaz
yapma yetenegine sahip olan kanserli hiicreler. A ve D modellemelerinde metastaz yapma
yetisi olan kanserli hicreler gosterilirken, B ve C modellemelerinde metastaz yapma
yetisine ek olarak baskin biiyiime yetenegi olan kanserli hiicreler resmedilmistir (Yokota
ve Kohna 2004)



Tumorler iyi huylu veya kotl huylu fark etmeksizin olustuklar1 hiicre tipine gore ¢ ana

grupta yer alirlar;
I-Karsinomlar,

I1-Sarkomlar

[11-Losemiler veya lenfomalar;

Karsinomlar; en sik goriilen kanser tiiriidiir. TUm viicudu kaplayan epitel hicrelerden
koken alirlar. Insanlarda goriilen kanserlere bakildiginda yaklasik olarak %90'm1 igeren

karsinomlar, epitel hiicrelerinin maligniteleridir (Su ve ark. 2015).

Adenokarsinom; mukus, sivi gibi maddeler Ureten epitel hiicrelerden olusan tiirlerdir.

Meme, kolon ve prostat kanserlerinin ¢ogu adenokarsinomdur (Su ve ark. 2015).

Bazal hicreli karsinom; insanlarda en ¢ok karsilagilan kanser tiirlerinden biridir. Siklikla
giinese maruz kalan kisimlarda bas gosterir. Epidermisin alt veya bazal kisimlarinda
gordlen bir tirken ayn1 zamanda gelisimi yavas ve nadiren metastaz yapar. Bazal huicreli
karsinom gelisme riski, diisiik bagisiklik, giinese maruz kalma, genetik yatkinlik, gibi

degisken faktorlere baglidir (Adisen ve Giirer 2007).

Skuamdz hucreli karsinom; bu kanser tipi vicut yuzeyinin altinda bulunan skuaméz
hiicrelerde olusan bir tiirdiir. Bu hiicre tipi ayn1 zamanda mide, bagirsaklar, akcigerler,
mesane ve bobrekler dahil olmak tizere diger bircok organt da kaplamaktadir.
Mikroskobik olarak incelendiklerinde balik pullar1 gibi diiz bir goériiniime sahiptir.

Skuamdz hiicreli karsinomlara bazen epidermoid karsinomlar da denir (Su ve ark. 2015).

Gegis hiicreli karsinom; ayn1 zamanda {irotelyum ad1 verilen epitel dokusunda olusan bir
kanser tlriddr. Esneyebilen epitel hiicre katmanlarmmda olusan bu doku, mesane,
ureterler, bobrek pelvisi ve diger birka¢ organin astarinda bulunur. Mesane, iireter ve

bobreklerin bazi kanserleri gegis hiicreli karsinomlardir (Su ve ark. 2015).

Sarkomlar, nadir olarak goriilen bu kanser tiirli tiim kanser vakalarina bakildiginda %1°lik
bir dilimi olusturur. Karmasik ve heterojen bir kanser tiirli olmalarinin sebebi mezengimal

farklilik gostermelerinden kaynaklanmaktadir.



Nadir olarak gozlemlenen sarkomlar, kas, yag, kan damarlari, lenf damarlar1 ve fibroz
doku (tendonlar ve baglar gibi) dahil olmak iizere kemik ve yumusak dokularda olusan
kanserlerdir. Osteosarkomlar bu tiirde en sik gdzlemlenen kanser tiiriidur. Histopatolojik
Ozellikleri, anatomik bolgeleri ve biyolojik davranislarindaki farkliliklar1 nedeniyle
anlasilmasi, tanimlanmasi ve tedavisinde gii¢liikler olusturmaktadir. (Yazilitas ve ark.

2014).

Losemi ve Lenfoma; kan olusumunda gorevli olan kemik iligi dokusunda bas gdsteren
kanser turlerii 16semi olarak adlandirilir. Bu tiirler kitle olusturmazlar bunun yerine,
kanda ve kemik iliginde ¢ok fazla miktarda anormal olan beyaz kan hucresi birikir ve
normal kan hiicrelerini disarida birakir. Normal kan hiicrelerinin diisiik seviyede kalmas1
pihtilasmanm kontrolii, dokulara oksijen tasinmasi, enfeksiyonlara karsi savunmasiz
kalma gibi bircok duruma sebebiyet verir. Insan malignitelerinin yaklasik %8'ini
olusturan 16semiler kan olusturan hiicre grublarindan olusurken, lenfomalar ise bagisiklik
sistemi hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Tiimérler ayrica koken aldigir dokuya ve ilgili
hiicre tipine gore smiflandirilir. Ornegin, fibrosarkomlar fibroblastlardan ve eritroid
16semiler, eritrositlerin dnciilerinden kaynaklanir. Hastaligin ne kadar hizli kotiilestigine
(akut veya kronik) ve kanserin basladigi kan hiicresi tipine (lenfoblastik veya miyeloid)
gore gruplanan dort yaygin 10semi tiirii vardir. Akut 16semi formlar1 hizla biiyiir ve kronik

formlar daha yavas biiyiir (Su ve ark. 2015).

Lenfoma; bagsiklik sistemi elemanlar1 olan B hiicreleri ve T hiicrelerinde gézlemlenen
turlerdir. Bu tip kanser tiirleri lenf sisteminde bulunan digiimler ve damarlarda
goriiliirken bunlarin disinda diger organlarda da anormal lenfosit olusumuna sebep

olabilirler
Lenfoma turlerini iki ana baslik altinda toplanir;

Hodgkin lenfoma — ¢ogunlukla B hiicrelerinde goriilen bu kanser tiirtinde Reed-Sternberg

hiicreleri ad1 verilen anormal lenfositler bulunur.

Hodgkin olmayan lenfoma — B veya T hiicrelerinde gozlemlenen ve hizli veya yavas

yayilim gosteren bu kanser tiirli genis bir kanser grubudur (Su ve ark. 2015).



2.1.2. Kanser hicrelerinin 6zellikleri

Normal hiicreler sinirlt boliinme sayisina sahipken kanserli hiicrelerde bdyle bir durum
s0z konusu degildir. Kanserli olan hiicrelerin boliinme yetenegi sinirsizdir ve bu durum
immortalite olarak adlandirilir. Bu yetenegin sinirsiz olmasmin sebebi, normal hucreler
boliindiigiinde telomeraz enzimi sistemli bir sekilde azalirken telomerlerde kisalir.
Boylece tamamen farklilasmis bir hiicre siklusun GO fazinda durur ve sonunda ¢ogalma
kapasitesini kaybeder. Fakat kanserli hiicrelerde bu enzim etkinligini siirdiirmeye devam
eder ve telomerin uzunlugu sabit kalir bu yiizden kanserli hiicreler smirsiz boliinme

yetenegi kazanirlar (Shay ve ark. 2001).

Yapilan son ¢alismalarda yeniden programlanma, enerji metabolizmasi ve bagisiklik

sisteminden kag¢inma gibi 6zelliklere de sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 2.2).

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
strdiriilmesi kagma

enerji bagisiklik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kagma

hiicresel
olime
direng

hiicresel
olimsizliigiin
etkinlestirilmesi

genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 1.2. Kanser htcrelerinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)



2.1.3. Kanser gelisim asamalar

Malign transformasyon, kanserli hiicrelerin saglikli hiicrelerden gelistigi karmagik

stirectir. Birkag adimdan olusur:
-Bagslatma

-Gelisim

-lerleme

Baslatma, iki asamali kanser gelisimi modelinde ilk adimdir. Baslaticilar, halihazirda
DNA ile reaktif degillerse, viicuttaki ilag metabolize edici enzimler araciligiyla degisir
(siklikla elektrofilik hale getirilirler) ve daha sonra DNA'da degisikliklere (mutasyonlar)
neden olurlar (Troll ve Wiesner 1985). Bir¢ok baslaticinin aktif hale gelmeden 6nce
metabolize edilmesi gerektiginden, baslaticilar genellikle belirli doku tiplerine veya

turlerine 6zgudur (Pitot ve ark. 2004).

Baslaticilarin etkileri geri dondiiriilemez. Belirli bir hiicre bir baglatic1 tarafindan
etkilendiginde, Oliimiine kadar ilerlemeye aciktir. Baslatma kalici genetik degisimin
sonucu oldugundan, mutasyona ugramis hiicrenin béliinmesinden {iretilen herhangi bir
yavru hiicre de mutasyonu tasiyacaktir (Yamagiwa ve ark. 1918). Fare derisi
karsinogenezi caligmalarinda, baslatici dozu ile {iretilebilen tiimér miktar1 arasinda
dogrusal bir iliski gozlemlenmistir, bu nedenle baslaticiya herhangi bir maruz kalma

durumu, riski artirir ve bu risk, daha yiiksek maruziyet seviyeleri ile siiresiz olarak artar

(Pitot ve ark. 2004).

Gelisim, bir hiicre bir baslatict tarafindan mutasyona ugratildiginda, promotorlerin
etkilerine kars1 hassastir. Bu bilesikler, baslatici tarafindan yaratilan mutasyonu iceren
cok sayida yavru hiicreye yol acarak hiicrenin ¢ogalmasimi tegvik eder. Daha 6nce bir
baslaticitya maruz kalmayan promotorlerin, s6z konusu organizma iizerinde higbir etkisi

olmaz (Pitot ve ark. 2004).

Bagslaticilarin aksine, promotorler hiicre i¢indeki DNA veya makromolekiillere kovalent
olarak baglanmazlar. Bircogu, artan hiicre proliferasyonuna yol acan hiicre i¢i yollar1

etkilemek i¢in hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanir (Troll ve Wiesner 1985).



Iki genel promotdr kategorisi vardir; tanimlanmis dokularm hedef hiicreleri iizerindeki
veya icindeki reseptorlerle etkilesime giren spesifik promotorler ve bilinen bir reseptor
olmaksizin gen ekspresyonunu degistiren spesifik olmayan promotorler. Promotorler,
farkli doku tiplerinde farkli miktarlarda bulunan reseptorlerle etkilesimleri nedeniyle

genellikle belirli bir doku veya ture 6zgudr.

Promotor uygulamasi ile tiimor biiyiime riski doza baglh olmakla birlikte, promotorlerin
hem bir esik etkisi hem de maksimum etkisi vardir. Cok diisiik dozlarda promotdrler
timor gelisimine yol agmaz ve asir1 yiiksek dozlar, orta diizeyde maruziyetten daha fazla

risk olusturmaz (Pitot ve ark. 2004).

Bununla birlikte bazi kanserojenler, promotorlere ihtiyagc duymadan kansere neden
olabilecek kadar gii¢liidiir. Ornegin iyonlastirici radyasyon (X-1smnlarmda kullanilan ve
niikleer santrallerde ve atom bombas1 patlamalarinda iiretilen) basta sarkomlar, 16semi,

tiroid kanseri ve meme kanseri olmak iizere cesitli kanserlere neden olabilir.

Ilerleme, Leslie Foulds tarafindan ortaya atilan progresyon (ilerleme) terimi, iyi huylu bir
tiimdriin bir neoplazmaya ve maligniteye adim adim doniisiimiinii ifade eder. Ilerleyen
hemen hemen tiim tiimorler andploid oldugundan (yanlis sayida kromozoma sahip
olduklarindan) progresyon karyotipik bir degisiklik ile iligkilidir. Bu karyotipik
degisiklik, artan bir biiylime hizi, istila, metastaz ve biyokimya ya da morfolojide bir
degisiklik ile birlestirilir (Pitot ve ark. 2004).

Kanser dogrudan onu ¢evreleyen dokuyu istila edebilir veya yakindaki/uzaktaki dokulara
veya organlara yayilabilir. Kanser lenfatik sistem yoluyla da yayilabilir. Bu tiir yayilma,
karsinomlar icin tipiktir. Ornegin, meme kanseri genellikle dnce koltuk altindaki
yakindaki lenf diigiimlerine yayilir ve ancak daha sonranda uzak bolgelere yayilir. Kanser
ayrica kan dolagimi1 yoluyla da yayilabilir. Bu yayilma tiirii sarkomlarin tipik bir

ornegidir.



2.1.4. Akciger kanseri

Akciger kanseri; diinya saglik orgiitiiniin 2014 yili verilerine gére en ¢ok karsilasilan
kanser turt oldugu ifade edilmistir. Kansere bagli 6liim sebeplerinde akciger kanseri ilk
sirada yer almaktadir. Cinsiyet dagilimina bakildiginda akciger kanseri erkeklerde ilk
sirada yer alirken kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci siray olusturur (Ferlay ve
ark. 2014). Tirkiye’deki durumda ise Oliim oranma bakildiginda ilk sirada yer alan
akciger kanseri, kadin bireylerde 2014 verilerine gore meme kanserinden sonra gelirken
erkek bireylerde ise ilk sirada yer almaktadir (Ferlay ve ark. 2014). “Tiirkiye’nin akciger
kanseri haritas’” projesini yoneten Tirk Toraks Dernegi’nin sonuglarinda her yil
Tiirkiye’de 29.314 yeni akciger kanseri vakasmin eklendigi belirtilirken bu vakalarin
%380,7’s1 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), %16,4’1i kiigiik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) ve %2,9’u ise diger alt tiplerden olustugu belirtilmistir.

Akciger kanseri goriilen hastalarin yas ortalamasi Tiirkiye’de 60’ken, %90,4’1 erkektir
(Ferlay ve ark. 2014). Skuam6z olmayan hicreli akciger kanserleri en ¢ok goriilen tiir
iken 45 yas alt1 topluluklarda ve kadin bireylerde en ¢ok karsilasilan tiir adenokarsinom
olarak belirlenmistir. Bu kanser turtine tani konuldugunda %47 gibi blylk bir dilim
metastaik evrede iken %16’s1 operasyona uygun olan evrede belirlenmektedir (Sencan ve
Keskinkilig 2015).

Cografik varyasyon gosteren akciger kanser insidansi yaygin olarak gelismis olan
Ulkelerde goriiliirken, gelismekte olan tilkelerde insidans daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(Gilliland ve Samet 1994). En 6nemli etiyolojik faktorlerden olan sigara kullanimi
akciger kanser riskini kullanmayanlara gore 30 kat artirirken pasif icici olanlarda bu risk
3,5 kat artmaktadir. Diger etiyolojik faktorler ise yas, irk, kronik hastaliklar, genetik
faktorler, cinsiyet, gecirilmis akciger hastaliklari, mesleki ve cevresel kanserojenler,

sosyoekonomik durum gibi smiflandirila bilinir (Nam ve ark 2016).

Kanser oliimlerinin dnde gelen nedenlerinden olan akciger kanseri (tiim vakalarin
%11,6's11 olusturur) tiim diinyada en sik teshisi konulan ve toplam vakanin %11,6’sin1
olusturan kanser tiiriidiir. Akciger kanseri tiim kanser vakalarinda yasanan dliimlerin
%18,4’linii olustururken, her yil 1,8 milyondan fazla 6limden sorumludur (Bray ve ark.
2018).
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Akciger kanserinde 6liim oraninin fazla olmasi ge¢ evrelerde teshis edilmesi sonucuyla
bagdastirilabilinir. Geg evrelerde tedavilerin etkileri daha azken sagkalim oranlar1 da
diisiiktiir. Erken evrede sagkalim %57,4 oranindayken gec teshis edilen veya metastaza

ugrayan durumlarda %5,2 oranindadir (Alencar ve ark. 2020).

Erkek bireylerde yapilan arastirmalardan elde edilen son istatistik sonuglarina dayanarak
belirlenen insidans oranma gére Dogu Asya, Mikronezya/Polinezya, Avrupa'nin cogunda
ve Ozellikle Dogu Avrupa'da yiliksek oldugunu belirtilmistir. Afrika kitasinda ise Fas
(31.9/100.000) ve Giiney Afrika’da (28.2/100.000) oranlar yiliksek olmasina ragmen kita
olarak degerlendirildiginde oran diisiik kalmaktadir. Kadimnlar arasinda insidans oranlar1
en yiiksek Kuzey Amerika, Kuzey ve Bat1 Avrupa ve Avustralya/Yeni Zelanda'dadir
(Alencar ve ark. 2020).

Sigara, pasif i¢icilik, hava kirliligi, akciger hastaliklari, kanserojen kimyasallara mesleki
maruziyet, iyonlastirici radyasyon, asbest ve alkol tiiketimi gibi ¢esitli ¢evresel faktorler
kanser olusumu ve gelisiminde etkilidir (Kanval ve ark. 2017, Brennan 2011). Bati
toplumlarindaki tim akciger kanseri vakalarmin %80'inden fazlasindan sorumlu olan
tiitlin i¢imi, sigara icenlerde akciger kanseri rolatif riskini (RR) hig sigara icmeyenlere
kiyasla 10-20 kat artirir (Bray ve ark. 2018). Sigara icmek en gii¢lii sekilde kiictik hiicreli
akciger kanseri (KHDAK) ve skuamdz hiicreli karsinom ile baglantiliyken,
adenokarsinom hi¢ sigara igmemis hastalarda en sik goriilen akciger kanseri tiirtidiir

(Herbst ve ark. 2008).

Kiiresel istatistiklere bakildiginda ise toplam sigara i¢enlerin %10-15’inde akciger kanser
olusumu gozlemlenirken, tiim akciger kanser hastalarina bakildiginda %10-25'i sigarayla

baglantist belirlenmemistir (Alencar ve ark. 2020).

Tiitiin i¢cimi akciger epitel hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugu ve lokal bagisiklik
sistemini degistirdiginden dolayi, sigara icenlerde ve hi¢ sigara igmeyenlerde timor
mikrogevreleri incelendiginde farkli oldugu belirlenmistir (Smolle ve ark 2019). 2018
yilinda Li ve meslektaglarinin gergeklestirdikleri bir calismada, 200 adet akciger
adenokarsinomlardan alinan doku orneklerinde yapilan arastirmalarda, sigara i¢cenlerde
ve hig sigara igmeyenlerde karsinogenezinin olusum yollarmin farkli oldugu belirtilmistir

(Xufan ve ark. 2018).
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2.1.5. Akciger kanserinin histopatolojisi

Akciger kanseri, mikroskop goruntusiinde hiicrelerin - yogunluguna bakildiginda
Adenokarsinom (ADK), Buyuk Hicreli Karsinom (BHK), Kiiglik Hiicreli Karsinomdan
(KHAK) ve yass1 (Skuamoz, epidermoid) Hiicreli Karsinom (SHK) olusmaktadir (Zeren
2000). Bu smiflandirmalardan ADK, SHK ve BHK’nin biyolojik ve klinik verileri benzer
oldugu i¢in Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri olarak (KHDAK) tanimlanmaktadir.
KHDAK grubuna dahil olan kanserli hiicreler ¢ogunlukla kemik, karaciger, beyin ve
adrenal bezler ve mediastinal ve retroperitoneal lenf bezlerine metastaz yaptiklari
belirtilmistir (Bakar 2017) (Sekil 2.3.).

Adenokarsinom, akcigerdeki hava keselerinde bulunan bronsiyolepitel hiicrelerden
koken alirken, Skuamoz hiicreli karsinom, nefes borusundan akcigerlere uzanan skuamoz
hlcrelerden, biyuk hicreli karsinom ise akciger epitel hiicrelerinden kéken almaktadir
(Ozercan ve Simsek 2017). Akciger kanserinin %85°lik dilimini KHDAK olustururken
%15’lik kismin1t KHAK olusturmaktadir (Travis 2011).
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Sekil 2.3. Akciger kanserinin histolojik olarak siniflandirilmasi (Motadi ve ark. 2007)
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2.1.6. Akciger kanserinin molekiiler biyolojisi

Genetik materyalde olusan bir hatadan dolay1r timér olusumu (Karsinogenez)
gerceklesebilmektedir. Bir genetik hasar olustugunda ilk olarak hedef alinan genler;
blylmeyi uyaran protoonkogenler, buylimeyi inhibe ederek kanseri baskilayan gen ve

hasara ugramis DNA’nin onariminda gorev alan genlerdir.

Akciger karsinogenezinde etkin olan molekiiler mekanizmalar bu sekilde siralanabilir;

- Onkogenlerin aktivasyonu,

- Tumoru baskilayan genlerdeki aktivasyon kaybi,

-Hucre siklusunu diizenleyen genlerin aralarmdaki farkliliklar,

-DNA tamirindeki sorumlu genlerde olusan hatalar,

-Buyume faktorleri ve buyime reseptorlerinde olusan farkliliklar (Fong ve Minna 2002).
2.2. Tibbi Bitkiler

Bitkiler, eski kiiltiirlerde Onemli bir yer edinmislerdir. Gida ve baharat olarak
kullannminmm  yan1  swa 5000 yili  askin  bir siiredir ilag olarak da
kullanilmaktadir. Geleneksel Cin tibb1 (TCM) ve Geleneksel Hint tibbi (TIM) olan
Ayurveda, bitkilerin tedavi edici 6zelliklerini giiniimiize kadar aktarmiglardir (Goldman,
2001 ; Patwardhan ve digerleri, 2005 ).TCM ve TIM tedavi edici 6zellikteki bitkileri,
caylar, tentiirler, tozlar ve diger formiilasyon tiirleri olarak hazirlayarak kullanmislardir
( Balick ve Cox, 1996 ; Samuelsson, 2004). Hangi bitkiden ne tir bir ilag hazirlanacagini
ve bu ilacin hangi dogru teknikle hazirlanmasi gerektigini, elde edilen ilaglarin kullanim
alanlarini, bir nesilden digerine sozlii olarak aktarilmistir ( Kinghorn, 2001 ; Samuelsson,
2004). Hastaliklar1 tedavi etmede bitkilerin kullanilmas: fitoterapi terimiyle
tanimlanmaktadir ve ilk kez Fransiz asilli hekim olan Henri Lenclerc (1870-1953)

tarafindan kullanilmstir.
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Bitkilerin tedavi edici yonlerinin tarihin her doneminde kullanildig1 bilinmektedir. Bu
durumla ilgili ilk yazili kayit M.O. 3000 yillara ait olan Ninova tabletleridir. Bu tabletler
ile Mezopotomya’da kurulmus olan Akat medeniyeti, Sumer medeniyeti ve Asur
medeniyetinde hayvansal ve bitkisel ilaglarla tedavilerin mevcut oldugu ispatlanmaktadir
(Sarigen ve Caligkan 2005). Halk dilinde sifali olarak tanimlanan tibbi bitkiler Cin ve Hint
geleneksel tibbinda 6nemli bir yer edinmislerdir. Yunan tibbinda Hipokrat kitaplarinda
sifal1 bitkilerden sdz ederken, Ibn-i Sina ve Al Gafini'ninda sifal1 bitkileri ele aldiklar:

eserleri bulunmaktadir (Sarisen ve Caliskan 2005).

Ginlimiize baktigimizda ise biyokimya ve kimya alanlarindaki ilerlemeler sonucu
bitkilerin farmakolojik, klinik ve toksikolojik arastirmalara yapilmis ve elde edilen
bilgilere dayanarak bitkilerin etki diizeyleri, saglikli dokulardaki etkileri, kalite gibi baz1
parametreleri arastirarak tibbin ihtiyacina yanit veren birgok ilag tiirevi olusturulmustur
(Sarisen ve Caliskan 2005). Gelismekte olan iilkelerdeki niifusun %70-95'inin geleneksel
ilaglar1 kullandig1 diistiniilmektedir ( Robinson ve Zhang, 2011 ). Gunimizde, insan ve
hayvanlarda ¢esitli rahatsizliklarin iyilestirilmesinde ve 6nlenmesinde tedavi edici olarak
kullanilan bitkiler sifali otlar olarak tamimlanmaktadir. Bitki 6zleri, kuru tozlar ve bitki
parcalari, mantarlar ve algler gibi bitkisel {riinler, geleneksel ilaglarin yaninda
tamamlayic1 tedaviler olarak kullanmilmustir ( Li, 2002 ; Robinson ve Zhang, 2011).
Tedavi amaciyla kullamilan bitkilerin sayisin1 Diinya Saghk Orgltl yaklasik 20,000
oldugunu ve ortalama 4 milyar bireyin ilk etapta saglik sorunlar1 i¢in bitkisel tedavilere

basvurdugunu belirtmistir (Naranjo 1995, Faydaoglu ve Siirliciioglu 2011).

Ondokuzuncu yiizyilin baglarinda bitkilerden aktif birlesenlerinin izolasyonunu iceren
yeni bir yontemin benimsenmesiyle Papaver somniferum L.’den analjezik ilaglar olan
morfin ~ ve  kodeinin  kesfedilmistir. Bunlarm  yan1  swra  Erythroxylum
koka’dan bitkisinden kardiyak glikozit, Digitalis purpurea'dan izole edilen
digitoksin kardiyak ve kanser Onleyici ila¢ olarak kullanilirken Digitalis lanata,
Cinchona calisaya, Wedd ve Cinchona succirubra’den elde edilen bilesiklerle ates
diistiriicii, sitma Onleyici, analjezik ve iltihap Onleyici 6zelliklere sahip olan ilaglar
tretilmistir ve bazilar1 halen kullanimdadir (Newman ve digerleri, 2000; Kinghorn,
2001; Butler, 2004, Samuelson, 2004; Balunas ve Kinghorn, 2005; Elbaz ve digerleri,
2012; Menger ve digerleri, 2013 ).
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Bu tlr bitkilerden elde edilen dogal bilesikler, terapdtik tedavilerin gelistirilmesinde
onemli bir rol oynarlar ( Butler, 2004; Balunas ve Kinghorn, 2005; Gordaliza, 2007 ).

Bitkiden izole edilen maddelerle iiretilen ilaglarin varligi, bu tiir bilesikleri tanimlamak
icin son 200 yilda gelismistir. Ik etapta, bitki, bir botanikci veya etnobotanist,
etnofarmakolog veya bitki ekolojisti tarafindan tanmimlanir. Daha sonra, potansiyel
terapotik aktiviteyi belirlemek i¢in bir fitokimyaci tarafindan biyolojik tarama deneyleri,
bitkinin i¢erigi devaminda ise aktif bilesigin izolasyonu yapilir. Son olarak, etki yolagini
ve ilgili molekiileri ortaya ¢ikarmak i¢in molekiiler biyoloji caligmalar1 gereklidir. Bu
alanlarm kombinasyonu, farmakognozi olarak adlandirilan disiplinler aras1 bir yaklagimi
belirler ( Kinghorn, 2001; Balunas ve Kinghorn, 2005 ). Bitkisel kokenli ilaglarin
ornekleri, Artemisia annua’dan izole edilen seskiterpen laktondan dretilen artemether
(artemotil®) sitma tedavisinde kullanilirken, Galanthus woronowii izole edilen
asetilkolinesteraz inhibitériinden Uretilen galantamin (Reminyl ®) alzheimer tedavisi
icin, Papaver somniferum L.'de Uretilen bir dopamin reseptér olan apomorfin hidroklorit
(Apokyn ®) parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bunlara ek olarak
Paclitaxel (Taxol ®) ve Camptothecin gibi kanser onleyici aktiviteye sahip diger bitki
kaynakli maddeler de izole edilmis ve kullanimlari onaylanmistir (Fridlender ve ark.
2011).

En yaygin olarak kullanilan ve bilinen bitki kokenli ilaglar1 su sekilde siralayabiliriz;
- Papaver somniferum; morfin ve kodein,

- Salix caroliniana ve iliskili tiirleri; aspirin,

- Allium sativum; bagisiklik arttirici, kan basinci ve kolesterol disiirticii,

- Digitalis latana; digoksin (kalp ilacr),

- Aloe vera; dermatolojik ilaclar,

- Catharanthus roseus; vinblastin ve vinkristin (anti-kanser ilag),

- Taxus brevifolia; taxol (anti-kanser ilag) (Kendler 1987, Youngkin ve Israel 1996,
O’Hara ve ark. 1998, Raskin ve ark. 2002, Halberstein 2005)
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2.3. Anemone Cinsi

Ranunculaceae ailesine ait olan Anemone’nin ortalama 250 tiirii bulunmaktadir. Kuzey,
Giliney, 1liman bdlgelerde yayilis gostermesiyle beraber Pulsatilla, Clematis ve
Hepatica cinsleriyle morfolojik ve fitokimyasal olarak yakindan iligkilidir. Anemone
tiirliniin 50 6rneginden fazlasi ilag kesifleri i¢in entofarmakolojik kullanimlar1 mevcuttur.
Geleneksel Hint ve Cin tibbinda siklikla kullanilan Anemone tiirlerinin klinik 6ncesi ve
klinik ¢aligmalar1 yapilarak bilimsel olarak kullanimlari dogrulanmistir (Hao ve ark.
2017).

2.3.1. Anemone cinsinin dagihm

Diinya ¢apinda yayilis gdsteren Anemone L. Onemli tiir gesitliligine sahiptir. Anemone
blanda’nm ise dogal yayilimi1 Giineydogu Avrupa’dan Tirkiye ve Liibnan’a kadar yayilis

gosterirken bati Suriye'de de varligi rapor edilmistir.

Bu monofiletik grup, ¢ogunlukla 2n=16 ile diploid olan jeofitik ¢ok yillik bitkilerden
olusur (Ehrendorfer ve ark. 2009).

Anemone kavrami, 200 yildan fazla bir siirede kademeli olarak gelismistir. Linnaeus
(1753), Anemone cinsinde yumru rizomlu tamami Guney Avrupa'da dagilim gdsteren
dort  tir  belirtmistir: A.  coronaria L., A. hortensis L., A. palmataL. veA.
apennina L. 1764 yilinda ise guney Amerika’da dagilim gosteren Anemone
decapetala eklemistir. De Candolle (1817 , 1824), Anemone i¢indeki alt gruplar1 belirten
ilk kisi olarak bilinmektedir. De Candolle Anemone’nin alt boliimlerini, kisa stiller, 1-2
cicekli gdvdeler, petiolat veya sapsiz involukral yapraklar1 olan oval, tiiylii veya lanat

achenes ile karakterize etmistir (Ehrendorfer ve ark. 2009).
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2.3.2. Anemone cinsinin etnofarmakolojisi

Bu monofiletik grup, ¢ogunlukla 2n=16 ile diploid olan jeofitik ¢ok yillik bitkilerden
olusur (Ehrendorfer ve ark. 2009).

Anemone kavrami, 200 yildan fazla bir siirede kademeli olarak gelismistir. Linnaeus
(1753), Anemone cinsinde yumru rizomlu tamami giiney avrupada dagilim gosteren dort
tir belirtmistir: A. coronaria L., A. hortensis L., A. palmata L. ve A. apennina L. 1764
yilinda ise giiney Amerikada dagilim gosteren Anemone decapetala eklemistir. De
Candolle (1817, 1824), Anemone igindeki alt gruplar1 belirten ilk kisi olarak
bilinmektedir. De candolle Anemone’nin alt boliimlerini, kisa stiller, 1-2 ¢gicekli gdvdeler,
petiolat veya sapsiz involukral yapraklar1 olan oval, tiiylii veya lanat ile karakterize

etmistir (Ehrendorfer ve ark. 2009).

Geleneksel tibb1 yontemlerde 50’den fazla Anemone tiirii kullanildigi bilinmektedir.
Gelencksel Cin tibbinda (TCM) Anemone, detoksifikasyon, dizanteri, sitma, tinea, iilser,
yara, artrit, travmatik yaralanma, farengolarenjit, paraziter hastalik ve hepatitde
kullanilmistir  (Xiao ve ark.1986). Buna uygun olarak, antitimér, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antikonvilzan antihistamin sedatif ve analjezik aktiviteler dahil olmak
Uzere genis bir farmakolojik aktivite yelpazesine sahip oldugu gozlenmistir (Cizelge
2.1.) (Sunve ark. 2011).
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Cizelge 2.1. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016)

Turler

A. altay

A. amurensis

A. anhuiensis

A. baicalensis

A.

begoniifolia

Tibbi

Kkisim

Kok, sap

Biitln
bitki,

sap

kok,

Kok,
Sap

Yaprak

Butlin bitki

Terap6tik etkinlik

Sakinlestirici, rutubeti giderici,
detoksifiye edici, agr1 kesici, yiiksek ates,
deliryum, epilepsi, qi durgunlugu ile

sagirlik, uyku hali, unutkanlik, gogiiste

sikigma, karinda siskinlik, anoreksi,
romatizma agrist, ilser, uyuz
Terleme,  karaciger/bobrek  tonlama

(butln bitki); Kore tibb1 (felg, menoxenia,

karin agrisi, bogmaca (rizom)

Travmatik yaralanma, romatizmal artrit

Detoksifiye edici, vermifij

Rutubet giderici, detoksifikasyon, agr1
giderici; romatizma, drtiker, karbonkil

yarasi

18

Dagitim

Avrupa,
Kuzey Asya,
Cin  (Hubei,
Henan,
Shanxi,
Shaanxi,
Chongging)
Uzak
Dogu; Kuzey
Kore, Cin

(Liaoning,

Rusya,

Jilin,

Heilongjiang)

Cin (Anhui)

Sibirya, Kore,
Cin (Sichuan,
Gansu,
Shaanxi,
Qinling
Daglari,
Liaoning,
Jilin,
Heilongjiang)
CGin  (Yunnan,
Guangxi,
Guizhou,
Sichuan,

Chongging)



Cizelge 2.2. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. biflora

A. canadensis

A. cathayensis

A.selecticola
var. Schantun

gensis

A. silindirik

A. davidii

A. delavayi

A. demissa

Ampul

Kok,
yaprak

Kok,
Sap

Kok

Kok,

goévde,
meyve,
yaprak

Kok,
Sap

Kok,
Sap

Kok,
meyVe,
butln bitki

Stiptik, antiflojistik, yaniklar, kesikler ve

yaralar

Antelmintik,  antiafonik,  antiseptik,
oftalmik, stiptik; bel bélgesinde agr1, sasi
gozler, segirmeler ve goz zehirlenmeleri,
yaralar, burun kanamasi, agri, bas agrist

ve bas donmesi, bogazi temizleme

Kanser, inflamasyon, analjezik,

konvulsiyon

Styptic, nem giderici, 1s1 temizleme,

detoksifikasyon

Antiseptik, agrilt (kok,

meyve); bas agrisi, bag donmesi, yaralar

gozler

(koK); yaniklar (yaprak)

Kani aktive eden, agriy1 gideren, sisligi

azaltan, zehirden armdiran; travmatik

yaralanma, artrit agrisi, lomber kas
tibb1 agrisi,

interkostal nevralji, travmatik yaralanma,

gerginligi; Tujia (artrit
hematemez, hemafecia)

Kansizlik

bitki:

sindirime yardimci olma, hazimsizlik, bel

Butln romatizma, dizanteri,
soguklugu, riizgar-soguk-nem artraljisi,
eklem sarisi su; meyve: nemli temizleme,
kitlesel sagilma, toksinlerden arindirma,
her tiirlii soguk alginligi, kaynatma, yilan

1811181

19

Kesmir

Himalaya

Dogu ve Orta
Kuzey

Amerika

Kore, Cin
(Shanxi,
Hebei)

Cin
(Shandong)

Bat1 Kuzey

Amerika

Cin
(Chonggqing,
Tibet, Yunnan,
Sichuan,
Guizhou,

Hunan, Hubei)

Gin  (Yunnan,

Siguan)

Himalayalar,

Cin (QTP

Dogu marji)

Tibet
tibb1



Cizelge 2.3. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. demissa

var. Ana

A. demissa
var. Villosissi

ma

A. ikilem

A.

drummondii

A. flaccida

Kok,
meyve,
bitin bitki

KoK,
meyve,
bltin bitki

Kok,
Sap

Kok,
tohum

Kok,
Sap

bitki:

sindirime yardimci olma, hazimsizlik, bel

Biitlin romatizma, dizanteri,
soguklugu, artralji, eklem iltihap meyve:
toksinlerden armdirma, her tiirli soguk
alginligi, kaynatma, yilan 1sirigt

bitki:

sindirime yardimc1 olma, hazimsizlik, bel

Butln romatizma, dizanteri,
soguklugu, riizgar-soguk-nem artraljisi,
eklem iltihabi, meyve: nemli temizleme,
kitlesel sagilma, toksinlerden armndirma,
her tiirlii soguk algnlifi, kaynatma, yilan
1811181

Kas gevsetici, kan aktive edici, 1s1
travmatik

temizleme, detoksifikasyon,

yaralanma, dizanteri, romatoid eklem

agrisy; cilt  0lseri, bogaz  agrisi, bol
balgaml 6ksiiriik, lenfnodit

Asinma, dis agrisi,
romatizma, antibakteriyel, seksle ilgili
zorluklar, melankoli  (k6K), bas  agrist

(tohum)

Riizgar uzaklastirici, rutubet giderici, kas

gevsetici, kan aktive edici, travmatik
yaralanma, artrit agrisi, lomber kas
gerginligi

20

Cin (QTP

Dogu marji1)

Himalayalar,

Cin (QTP

Dogu marji)

Kuzey

Asya, Avrupa,
Cin (Jilin,
Heilongjiang)

Bat1 Kuzey

Amerika

Japonya,
Rusya,
Uzak
Dogu, Cin
(Yunnan,
Sichuan,
Guizhou,
Hubei, Hunan,
Jiangxi,
Gansu
Zhejiang,

Jiangsu,)

Tibet
tibb1

Tibet
tibb1



Cizelge 2.4. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. flaccida
var.

héfengensis

A. fulingensis

A. griffithii

A. hupehensis

A. hupehensis
f. Alba

Kok,
Sap

Kok,
Sap

rizom,

tohum

Kok,

sap,
govde,
yaprak,
batin bitki

Kok,
Sap

Riizgar uzaklastirici, rutubet giderici, kas

gevsetici, kan aktive edici; travmatik
yaralanma, artrit agrisi, lomber kas
gerginligi

Riizgar uzaklastirici, rutubet giderici, kas

gevsetici, kan aktive edici; travmatik
yaralanma, artrit agrisi, lomber kas
gerginligi

Kani aktive eden, agriy1 gideren, sisligi

azaltan, zehirden armdiran, travmatik

yaralanma, artrit agrisi, lomber kas
gerginligi, Tibet tibb1 (mide kurdu, keskin
agri, yilan 1sirigl, soguk tiimor, bel

soguklugu, eklem iltihab1 (tohum)

Yanik, diiirez, detoksifikasyon, vermifiij,
detiimesans; dizanteri, cocuklarda
yetersiz beslenme ve hazimsizlik, sitma,
akut sarilik hepatit, askariazis, fraktiir

karbunkdil, skrofula, travmatik yaralanma

Yanik, diiirez, detoksifikasyon, vermifiij,
staz-sagilim, detiimesans; dizanteri,

cocuklarda  yetersiz  beslenme ve
hazimsizlik, sitma, akut sarilik hepatit,
askariazis, fraktlr karbunkiil, skrofula,

travmatik yaralanma

21

Cin
(Congging)

Cin
(Gongging)

Sikkim,

Butan, Nepal,
Cin (Tibet,
Sichuan,

Chongging)

Cin
(Chonggqing,
Giiney
Shaanxi,
Gansu,
Zhejiang,
Jiangxi, Bati
Hubei, Kuzey
Guangdong,
Kuzey
Guangxi,
Sichuan,
Guizhou,

Dogu Yunnan)

Gin
(Gongging)

Tibet
tibbi



Cizelge 2.5. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. hupehensis
var. japonika

A. imbricata

A. multifida

A. nergis

florast

A. nemorosa

A. nikoensis

Kok,
Sap

Kok,
meyve,
batun bitki,
gicek,
goévde,
yaprak,
tohum

Kok,
tohum

Kok,
tohum,

Yaprak

Tum bitki

Yaprak

Yanik, diiirez, detoksifikasyon, vermifiij,

staz-sa¢ilim, detiimesans,  dizanteri,

cocuklarda  yetersiz  beslenme  ve

hazimsizlik, sitma, akut sarilik hepatit,
askariazis, fraktir karbunkdl, skrofula,
travmatik yaralanma

Butiin  bitki: rizgar-nemli, dizanteri,

sindirime  yardimci, bel soguklugu,

ruzgar-soguk-nemli eklem agrisi, meyve:

rutubet giderici, kitle yok edici,

detoksifiye edici, her tirli soguk

algmligi, yumru kaynatma, yilan

sokmasi; mide solucanlari, keskin agri,

yilan 1sm1gy, timor, bel soguklugu,

tohum; bel soguklugu, eklem sarisi su,
kusturucu

hipotermi, yaprak; iltihap

onleyici, yanik

Asinma, dis agrisi,
romatizma, antibakteriyel, seksle ilgili
zorluklar, melankoli  (k6K), bas  agrist
(tohum)

Asinma, dis agrisi,
romatizma, antibakteriyel, seksle ilgili

zorluklar, melankoli (kok), bas agrisi
(tohum)

Bas agrisi, tertian agues ve romatizmal
gut (cesitli kisimlar), ciizzam (yaprak),
sulu ve balgamli mizahlart (kok),
uyusukluk, goz iltihabi, kotii huylu ve

asidirici iilserleri (kok) uzaklastirir

Yenilebilir kullanim
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Cin
(Gongging)
Cin (QTP

Dogu marji)

Orta ve Bati
Kuzey
Amerika

Avrupa, Asya,
Kuzey
Amerika

Ingiltere,
Avrupa, Bati
Asya

Japonya

Tibet
tibbi



Cizelge 2.6. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. obtusiloba

A. obtusiloba

ssp. ovalifolia

A. parviflora

A.
parviflora (A.

pulsatilla)

A.

quinquefolia

A. raddeana

Tohum,
yer (st
kisim, kok,

meyve

Butln
bitki, ver
ustii kismu,
kok,

meyve

Kok,
tohum

Bitlin bitki

Kok

Kok,
Sap

Diiirez detliimesans, yara iyilesmesi, irin
drenaji, antiromatizmal, (tohum);
oftalmik, rubefacient, kontlizyon (kok);
hipotermi, bogaz agrisi, kronik bronsit,
bademcik iltihabi, hepatit, mide hastaligi,
dizanteri, bel soguklugu, artrit agrist

Dilirez detiimesans, kan1 zenginlestirme,
viicudu 1sitma, yara iyilesmesi, irin
drenaji; stiptik (biitin  bitki), hastalik,
hipotermi, bogaz agrisi, kronik bronsit,
bademcik iltihabi, hepatit, mide hastaligi,
dizanteri, bel soguklugu, artrit agrisi,
periferik sinir felci, yilan 1sirig1, inatg

dermatit, impetigo, eklem iltihabi

Asinma, dis agrisi,
romatizma, antibakteriyel, seksle ilgili
zorluklar, melankoli  (kOk); bas  agrist
(tohum)

Terletici, idrar  soktirtcd, —sinirsel,
rubefacient, g6z rahatsizliklari, kulak

agrisi, stres, anksiyete, gerginlik, deri
dokintdleri, romatizma, I6korrhea, adet
kanamasinin tikanmasi, bronsit, oksiiriik,

astim

Rubefacient, romatizma, gut,

ates, vesikant

Mogol tibbi: romatizma, bel ve bacak
agrisi, flebit, inflamasyonu
azaltmak, artralji, soguk alginligi, bol

balgamli oksiiriik, eklem agrist
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Himalayalar,

Cin (QTP

Dogu marji)

Cin
dagi,

(Taibai
QTP

Dogu sinir1)

Kuzey
Amerika

Ingiltere,

Avrupa

Dogu Kuzey

Amerika

Cin
(Kuzeydogu
Shandong,
Liaoning,
Jilin,
Heilongjiang),
Kore, Rusya
Uzak Dogu

Tibet
tibb1

Tibet
tibbi

Cin tibbu,
Mogol
tibb1



Cizelge 2.7. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. refleks

A. rivularis

A. rivularis
var. flore-

minore

A. rockii

var. pilokarpa

A. rupikol

Kok,
Sap

Kok,

sap,

tohum Ustl
kismi, kok,
meyve,
yaprak

Kok,
Sap

Kok, sap

Tohum

Agizlart aromali, rutubeti gideren, istahi
acan; yiiksek ates, deliryum, epilepsi, qi

durgunlugu ile sagirlik, uyku hali,

unutkanlk, gogiiste sikisma, karmnda

sigkinlik, anoreksi, romatizma agrisi,

ulser, uyuz

Yanik, detoksifikasyon, kan aktive edici,

kas gevsetici, siskinlik dagitici, agr

kesici, diiirez sismesi, kam

zenginlestirme, viicudu 1sitma, yara

irin

karbonkiil,

iyilesmesi, drenaji, kabakulak,

skrofula, sitma, OksUruk,
sarilik, artrit agrisi, travmatik yaralanma,
dis

hipotermi, bogaz agrisi, kronik bronsit,

karm  agrisi, agrist; hastalik,
bademcik iltihabi, hepatit, mide hastaligi,
dizanteri, bel soguklugu, artrit agrisi,
periferik sinir felci, yilan 1sirig1, inatc
dermatit, impetigo, eklem iltihabi

Detoksifikasyon, kan aktive edici, kas
agri
kesici; bogaz agrisi, kabakulak, skrofula,

gevsetici,  siskinlik  dagitici,
karbonkiil, sitma, okstirik, sarilik, artrit
agrisi, travmatik yaralanma, karin agrisi,

dis agrist

Rutubet giderici, kas gevsetici, kan aktive

edici, artrit agrisi, travmatik yaralanma

Mide solucanlari, keskin agri, yilan
181181, soguk tiimor, bel soguklugu, eklem

iltithabi
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Kuzey

Kore; Sibirya,
Dogu

Avrupa; Cin
(Shaanxi,
Dogu Jilin,

Taibai Dagi)

Cin, Tibet,
Himalayalar,
Sri Lanka

Cin
(Gongging)

Cin
(Gongging)

Cin
(Giineydogu
ve Guney
Tibet), Butan,
Nepal; Kuzey
Hindistan

Tibet
tibbi

Tibet
tibb1



Cizelge 2.8. Anemone tiirleri, yayilislari, kullanim alanlar1 (Hao ve ark. 2016) (devam)

A. silvestris

A. stolonifera

A. taipaiensis

A. tetrasepala

A. tibetika

A. tomentoza

A. trullifolia

A. trullifolia

A. tiiberoz

A. virginiana

Kok,
Sap

Govde,
yaprak

Kok, sap

Tohum

Tohum

Kok, sap

Kok, cigcek

Kok, cigek

Kok,
tohum

Baski ve kitlelerin giderilmesi, irin

drenaji, ¢iiriik giderici, insektisit

Yenilebilir kullanim

Kanser

Mide solucanlari, keskin agri, yilan
1811, timor, bel soguklugu, eklem

iltihabi

Mide solucanlari, keskin agri, yilan
1sir1g1, timor, bel soguklugu, eklem

iltihab1

Dagitic1 balgam stazi, dispepsi giderici,
detoksifikasyon, vermifij; eparsalji

Oksurik, travmatik yaralanma,

cocuklarda  yetersiz  beslenme ve

hazimsizlik, sitma, dizanteri, agrili

fraktiir karbunkiil, inatg1 dermatit

Kas gevsetici, kan aktive edici, oksiiriik
kesici; kronik bronsit, periferik sinir

felci, nevralji, tendon kompleksi agrisi
Kas gevsetici, kan aktive edici, oksiirik
kesici; kronik bronsit, periferik sinir

felci, nevralji, tendon kompleksi agrisi

Anksiyolitik

Kusturucu; balgam soktaric, TB,

bogmaca, ishal
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Avrupa, Asya,
Cin

Cin, Japonya
Cin
dagi)
Cin
Tibet),
Kesmir, Afga

(Taibai

(Gliney

nistan

Cin (Tibet)

Cin
(Chonggqing,
Sichuan,

Gansu, Henan,

Shanxi)
Cin (QTP
Dogu  smuiry,

Guney Tibet),
Butan

Cin (QTP

Dogu marji)

Glineybati
Amerika

Orta ve Dogu
Kuzey
Amerika

Mogol
tibb1

Tibet
tibbi

Tibet
tibb1

Tibet
tibb1

Tibet
tibb1



2.3.3. Fitokimyasal bilesenleri

Yapilan aragtirmalardan Anemone bilesikleri arasinda triterpenoidler, saponinler,
steroidler, laktonlar, kat1 ve siv1 yaglar, sakkaritler ve alkaloidler belirlenmistir. Oleanolik
asit, triterpen ve saponin, Anemone turlerinde bol miktarda bulunmaktadir. Anemone,
ranunculin, anemonin igerir ve Pulsatilla'nin karakteristik bilesenleri olan protoanemonin
bu iki cins arasindaki yakin iliskiyi gdsterir. Anemone ayrica kumarinler ve flavonoidler
icerir (Hao ve ark 2016). Saponinler, Ranunculaceae ailesinde
Clematis , Pulsatilla, Anemone ve Cimicifugeae' de bol miktarda bulunur. Bunlar
genellikle hiicre dongisi durdurma ve apoptoz indiksiyonu yoluyla antikanser aktivitesi
gosterir (Hao ve ark. 2013).

Sekil 2.4. Anemone tirlerinden oleanan tipi triterpenoidlerin (A tipi) temel iskeletleri
(Hao ve ark. 2013)
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Sekil 2.5. Anemone tirlerinden diger tip triterpenoidlerin (B ve C tipleri) temel
iskeletleri (Hao ve ark. 2016)

Anemone de A tipi saponin (oleanolik tip) baskindir. Esansiyel yaglar olarak ise biiyiik
oranda asetofenon, 3-etil-2-metil-heksan, 5,6-dimetil-dekan ve 4,5-dietil-oktan
icermektedir. Diger baskin bilesikler ise yag asidi tiirevleri, sesqiterpenoidler, ve ayrica

fenolik bilesikler olarak siralanmustir (Zou ve ark. 2004).

Bu tez calismasinda dag lalesi olarak bilinen ve Bursa Orhaneli ilgesi Sadag
Kanyonu’nunda yayilis gosteren Anemone blanda bitkisinin cicek, yaprak, sap, kok
kisimlarindan elde edilen ekstraktin in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin Beas-2B
insan saglikli brons epitel hiicre hattiile A549 insan akciger kanseri hiicre hatlari lizerinde

karsilastirmali olarak arastirilmas1 amag¢lanmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii'nde bulunan Hiicre
Kiiltiirti ve Genetik Toksikoloji laboratuvarinda yapilmistir. Bu ¢alismada Anemone
blanda bitkisinin kok govde ¢icek kisimlar1 kullanilarak hazirlanmis olan
ekstraksiyonun, A549 insan akciger kanseri hiicre hatti ve Beas-2B insan saglikli
brons epitel hiicre hatlar1 kullanilarak sitotoksik etkileri XTT testi ve klonojenik testi
ile genotoksik etkileri ise komet testi ile degerlendirilmistir. Hiicre i¢i reaktif oksijen

seviyesine etkileri ROS testi ile 6l¢iilmiistiir.

28



3.1 Kullamilan Ekipmanlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmalarda kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka/Model
CO; Inkiibatdr PANASONIC
Sogutmali santrifiij SIGMA-2-16PK

Laminar akim kabini

BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW?220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firini

ELEKTRO.MAG-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 80i

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

KAMERAM 21

Elektroforez gii¢ kaynagi

PEQLAB-REQPOWER 300

Elektroforez tanki

CLEAVER SCIENTIFIC

Mikroplaka okuyucu

B1O TEK, ELX800 U.S.A

Azot tank1 INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 Buzdolab1 REGAL

Manyetik Karistirici ISOTEX

-20 Derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V

-80 Derin dondurucu ELCOLD

Karistirici-1sitici M TOPS MS300HS

Hucre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihazi

MP MINI PURE — DEST UP

Su banyosu

NUVEBATH NBS
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Cizelge 9.2. Calismada kullanilan saf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet

COSTAR

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT-MIDI PLUS / DRAGON MED LEVO
PLUS

Steril 15 mL’lik tupler

ISOLAB

Steril flasklar (T-25 ve T-75)

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 mL)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 mL)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum pirtivat (100 mL)

PANBIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

Metanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG
Triton X-100 GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO

MERCK/ K39661843

Tripsin-EDTA

GIBCO/ 1304898

DCFH-DA (ROS Kit)

CELL BIOLABS’OXISELECT™ /59342021

Hucre proliferasyon Kiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576

Cosmasie Brillant blue G-250

7815 SIGMA BRILLIANT BLUE G 250
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3.2. Kullanilan hiicre hatlan

Tez ¢alismasinda AS549 insan akciger kanseri hiicre hatti ve Beas-2B insan saglikli

bronsiyal epitel hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Hicreler havalandirmali T75 flasklar

icerisinde 370 C ve %5 CO- ortama sahip inkiibator igerisinde yasatilmistir. Flasklara

konulacak olan besiyeri; RPMI-1640, 60 mL fetal bovine serum (FBS), 6 mL penisilin—

streptomisin, 6 mL sodyum piruvat, 3 mL glutamin olusmustur. Hiicreler haftada 2 kez

pasajlanmustir.

Hiicrelerin pasajlanmasi asagidaki siralamaya gore yapilmistir;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

T-75 flaskindaki hucreler doluluga ulastiginda besiyeri aspire edilerek

uzaklastirilmastir.

Flask 5 mL PBS ile yikama islemi yapilmis daha sonra PBS aspire edilerek

uzaklastirilmastir.
3 mL tripsin eknene flasklar 1-2 dk inkiibatérde bekletilmistir.

Hiicrelerin zeminden ayrilip ayrilmadigmi Invert mikroskop yardimiyla kontol

edilmistir.

Tripsin reaksiyonunu sonlandirmak i¢in trpsin miktariyla ayni oranda besiyeri

flasklara ekelenmistir.

Onceden etiketlenmis olan 15 mL’lik falcon tiiplere, flasktaki hiicre stispansiyonu

steril serolojik pipet ile toplanarak aktarilmistir.
15 mL’lik falconlardaki hiicreler +4° C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda olusan ayrimda supernatant kismi yaklasik 100 pL kalacak
sekilde aspire edilip kalan pellet ise 5 L besiyeri icinde yeniden slispanse

edilmistir.
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9) Siispansiyon igerisindeki toplam hiicre miktarmi hiicre sayim cihazi ile
belirlendikten sonra yeni flasklara ekilecek hiicre miktarmi elde etmek i¢in gerekli
olan siispansiyon miktar1 belirlenmis ve taze besiyeri igeren flasklara belirlenen

miktarda hiicre stispansiyonu aktarilmistir.
10) Yeni ekim yapilan flasklardaki hiicreler 37° C’lik etiive inkiibe edilmislerdir.

3.3. Deney Gruplan

Negatif — Blylime Kontrol (BK): Herhangi bir ajana maruz kalmayan kontrol grubu.
Pozitif Kontrol (PK): Karsilastirmalarin yapilmasi ve test sistemlerinin dogru calisip

calismadigmi kontrol amaciyla H>O> kullanilmistir

3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Besiyeri hazirlanmasi

500 mL’lik sisedeki RPMI-1640 medyum igerisine; 60 mL fetal bovine serum (FBS), 6
mL penisilin—streptomisin, 6 mL sodyum piruvat, 3 mL L-glutamin eklenerek

hazirlanmistir.

3.4.2. Hidrojen Peroksit (H202) soliisyonunun hazirlanmasi

%35’lik stok H202’den 6,318 pL gekilerek 4993,682 uL steril distile su iceren falkon

tiiptine eklenmis ve 5 mL’lik yeni bir stok olusturulmustur.

3.4.3. Anemone blanda ekstraksiyonunun hazirlanisi

Bursa Sadag Kanyonu’nundan toplanan Anemone blanda bitkisinin cicek, yaprak, sap,
kok kisimlar1 kullanilarak soxhalet cihazinda ekstrasikyonu elde edidi. Daha sonra olugan
bu metonalik karisimdan metanolu uzaklasirmak i¢in evoparatdre konuldu ve sonrasinda
9 gin boyunca desikatorde bekletildi. Metanol tamamen uzaklastirildiktan sonra
hazirlamis oldugumuz bu ekstrasiyondan 0,1615 g tartildi ve besiyeri (RPMI) karigiminda

¢ozalda.

32



Sekil 3.1. Anemone blanda bitkisi

3.5. Sitotoksisite testleri
3.5.1. XTT Testi

XTT canlilik testi proliferasyonu ve hiicre canliligini 6lgen bir sitotoksik test ¢esididir.
Bu yontemin amaci hicre icerisinde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerin
kapasitesi ile hiicre canlilig1 ve hiicre artigini belirlemektir (Kocaoglu 2014). Bu yontem
ilk olarak 1988 yilinda 1988 yilinda Scudiero ve arkadaslari tarafindan litaretire
kazandirilmistir (Kocaoglu 2014). Sarimtirak veya renksiz bir goriiniime sahip olan XTT,
ayracinda bulunan tetrazolium halkasi canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenazlar
tarafindan pargalanarak turuncu-kirmizi renkli formazan kristalleri olusturur. Hucre
oldikten bir siire sonra inaktive olan dehidrogenaz enziminden dolay: canlt hiicrelerde
turuncu-kirmizi renkli formazon boyast olusur. Bunun sonucunda deneydeki canli hiicre

sayis1 ve olugan formazan boya miktar: dogru orantilidir (Kumbigak 2013).
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XTT Testi Protokoli;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

1 hafta boyunca 75 cm?’lik flasklara ekilen hiicrelerin doluluga ulagmasi

beklenmistir.

Flasklarda %80 doluluga ulastiginda pasajlanarak hiicreler 96 kuyucuklu platelere

ekilmistir.
A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 i¢in her bir kuyucuga 5x10? hiicre eklenmistir.

%5 oraninda CO> ve 37 °C sicakliga sahip olan inklbatdrde 24 saat inkiibe edilen
hicrelerin besiyerlerini degistirdikten sonra Anemone blanda ekstraksiyonuyla 2

ile 64 pg/ mL arasinda degisen farkli konsantrasyonlar eklenmisitir.

24 saat boyunca ekstraksiyona maruz birakilan hicrelerden besiyeri

uzaklastirilarak PBS ile yikanmig ve 100 pL yeni besiyeri eklenmistir.

Aktif hale getirilen XTT soliisyonu her kuyucuga eklenerek 3 saat inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon siiresinden sonra mikroplaka okuyucu ile 450nm’de

absorbans Ol¢iilmiistiir.

Blankler ¢ikarildiktan sonra (1- A muamele grubu / A kontrol) x100 formuli

kullanilarak hesaplanmistir ve poliferasyon egrisi ¢izilmistir.

Proliferasyon egrisinden Anemone blanda i¢in ayr1 ayr1 A549 ve Beas-2B 1C50

dozlar1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

XTT Soliisyonlarmmin Hazirlanmasi,

XTT kimyasal soliisyonlar1 deneyden dnce 37 °C’de sitilarak eritilmigtir. XTT 6lgiim

soliisyonunu hazirlamak igin XTT sollisyon A’ya 1:50 hacim oraninda elektron baglama

soliisyonu eklenmistir. Ornegin 96 kuyucuklu platete 5000 pL XTT soliisyonu igin 100

pL aktive edici ajana ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3.5.2. Klonojenik Test

Bir hiicrenin lireme yetenegini koruyup cogalarak koloni veya klon olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Uremesini bu sekilde gerceklestiren hiicrelere klonojenik hiicre olarak
isimlendirilir. Hayatta kalma oranlar1 deneyde kullanilan dozlarla dogrudan baglanti
gosterir. Klonojenik test yontemi radyasyon etkilerini belirlemek amaciyla kullanilmaya
baglanmigtir. Zaman igerisinde kullanimi gesitlenen bu yontem giliniimiizde ajanlarin
etkilerini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu test yonteminde yeteri kadar bélinme
gecirmeyen, koloni olugturamayan hiicreler 6lii hiicreler olarak kabul edilir. Bu bilgiye

dayanarak koloni sayimi yapilirken 50 hiicreden daha az olan koloniler sayima

alinmamaktadir (Franken ve ark. 2006).

Klonojenik test protokoli;

1)

2)

3)

4)

T75 flaskta bulunan ve %80 konfluent olan flasklarda bulunan hucrelerin
pasaji gerceklestirilmistir. Flasklardan toplanan hiicreler +4 °C’de 2500
rpm’da santriflij edilmistir. Santrifiijden sonra hiicrelerin supernatant kismi
atilmig ve hiicreler siispanse edilmistir. Toplam hiicre sayisi hiicre sayim
cihazinda hesaplanmistir. Deney gruplarimizin sayis1 kadar T25 flaska

istedigimiz sayida hiicre eklenmistir.

Ekimden birka¢ giin sonra hiicreler T25 flasklarinda %80 doluluga
ulastiklarinda flasklar kontrol grubu, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/
mL ve 100 pg/ mL olacak sekilde dozlama yapilmistir.

Dozlamadan 24 saat sonra flasklardaki hicreler pasajlanmis ve 15 mL’lik
tiiplere alinmustir. Santrifiij isleminden sonra supernatant kismu atilip, kalan

hiicreler siispanse edilerek canli hiicre sayimi yapilmistir.

Sayim sonuglarma gore 60 mm’lik petriye 500 canli hiicre aktarilacak sekilde
hesaplama yapilmis ve her doz i¢in 4 ayr1 petriye 500 canli hiicre aktarilmigtir.
Daha sonra petriler 37 °C ve %5 CO: ortama sahip inkibattrde inkube

edilmistir.
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5) Petrilerdeki hiicrelerin koloni olusturmasi beklenmis ve her giin petriler invert
mikroskopta kontrol edilmis petrilerdeki koloniler belli biiyiiklige

eristiklerinde petrilerden besiyeri uzaklastirilmig ve PBS ile yikanmustir.

6) 0,5 gr toz halindeki kristal viyole boyas1 20 mL metanol igerisinde ¢dziilmiis

sonra 100 mL’ ye dH20 ile tamamlanarak hazirlana boya ile boyanmustir.

7) Her bir petrideki koloniler sayilarak elde edilen sonuglar tablo haline
getirilmistir.

8) Ylzde vyasayabilirlik oran1 (sitotoksisite) asagida belirtilen formal ile

hesaplanmustir.

N Petri basina disen ortalama koloni sayist
Yasayabilirlik = — ; - x100
Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayist

3.6. Genotoksisite Testleri
3.6.1. Tek hucre jel elektroforez (Komet) Testi

Tek hiicre jel elektroforezi yani komet testi giivenilir sonu¢ vermesi ve kisa siirede
uygulanabilir olmasindan dolay1 tercih edilen bir yontemdir. Fiziksel etkiler ve
kimyasal etkiler gibi bircok durumun sebebiyet verebilecegi DNA hasarini belirlemek
icin kullanilan komet yontemi, DNA’daki sarmal kiriklar1 belirlemek amaciyla ilk
olarak Rydberg ve Johanson tarafindan 1978 yilinda kullanilmistir. Daha sonra
Ostling ve Johanson tarafindan 1984 yilinda gelistirilerek, nétral pH lizis durumu
icerisinde DNA ¢ift sarmal kiriklarini belirliyebilmek amaci ile kullanilmistir. Komet
testinde, alkali pH'indan farkli molekiil agirlhigina ve elektrik yikine sahip olan DNA
molekillerinin elektriksel alandan faydalinalarak farkli uzakliga gé¢ etmesi temeline
dayanir. Sonugta karsilagilan goriintii kuyruklu yildiza benzetildigi icin de "komet"
(comet; kuyruklu yildiz) olarak betimlenmistir (Kumbigak 2013, Akga 2015).
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Tek DNA zincir kiriklar1 veya ¢ift DNA zincir kiriklari olusmus ve olusan bu hasarlari
DNA tamir mekanizmalarinin diizeltemedigi hiicrelerin DNA molekiilleri, farklh
molekiil agirliklarma ve farkli elektrik yiikiine sahip olmalarindan dolay:
elektroforetik ortamda farkli hizlarda go¢ etmektedirler. Bu go¢ sonrasinda DNA
molekdillerine 6zgl ethidium bromid gibi boyalarla boyanan lamlar floresan
mikroskopta incelendiginde hasarin derecesine gore kuyruklu yildiz seklini alir.
Komet yontemi kisaca betimlemek gerekirse DNA parcalarmin elektrik akimi
dogrultusunda ilerlemesiyle kuyruk olusturmasi esasina dayanmaktadir (Dikilitas ve
Kogyigit 2010).

Diger genotoksisite testlerine nazaran daha az maliyetli, hizli ve basit olan komet
yontemi, fiziksel etmenler veya kimyasal etmenlere bagli olarak olusan DNA
hasarlarinin belirlenmesinde, 06zellikle kanser hastalarinda DNA’daki hasarin
derecesinin belirlenmesinde, bazi kalitsal hastaliklarin belirlenmesinde kullanilan
diistik hasar seviyelerinide belirleyebilen ve az miktarda hiicre sayisi ile sonug elde
edilebilen bir genotoksisite test yontemidir (Kumbigak 2013, Ak¢a 2015).

Komet Testi Protokol(;

1) T75 cm? ’lik flaskta bulunan ve %80 konfluent olan flasklardaki hiicreler
pasajlanmis, T25 cm? ’lik flasklara boliinmiis ve ¢ogalmasi icin inkiibatorde

bekletilmistir.

2) Cogalan hiicreler kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, 10 pg/mL, 20 pg/mL,
40 pg/mL, 80 pg/mL, 100 pg/mL ve 10+1 pg/mL, 20+1 pg/mL, 40+1 pg/mL,
80+1 pg/mL, 100+1 pg/mL (+1= 1000 pg/mL H202) olacak sekilde dozlama

yapilmistir.

3) Dozlanan hucreler 24 saat sonra tripsinlenerek kaldirilmis tiiplere alinarak

santrifiij edilmistir.

4) Bu asamadan sonra prosediir karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant kismu atildiktan sonra kalan hiicreler 1 mL PBS ile

seyreltilmis ve iyice karistirilmistir.
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5)

6)

7)

8)

9)

Komet testinde kullanilacak lamlarm bir giin dnceden agarla kaplanmasi
gerekir. 0,75 gr normal melting agaroz 100 mL dH20’da ¢6ziilmiis ve lamlarin
rodajli kisimlarina kadar agarla kaplanmistir. Lamlarin rodajli kisimlar1 deney

gruplarma gore etiketlenmistir.

Hiicreleri jel igine gommek icin, diisiik erime noktali agaroz (LMA)
kullanilmistir. 0,065 gr LMA tartilmis ve 10 mL PBS i¢inde 1sitilarak jel haline

getirilmistir.

Ependorf tiiplere 250°ser uL. LMA boliinmiis ve bu eppendorf tiipler 37 °C’de

bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

Hiicre pelletlerinden 100 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve iginde 250ul
LMA jeli bulunan ependorf tiiplerine aktarilmistir. Buradaki hiicre
siispansiyonundan almacak miktar hiicre yogunluguna gore ayarlanabilir.

Ependorf tliplinde pipetaj yapilarak karisimin homojen olmasi saglanir.

Bu karisimdan 80 pl ¢ekilmis ve lam iizerine yayillmistir. Her deney grubu

onceden etiketlenmis olan lamlarin {izerine ayr1 ayr1 yayilmaistir.

10) Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve yayma islemi

bittikten sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.

11) 15 dakika sonra lamlarin tizerindeki lameller ¢ikarilmustir.

12) Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilmis ve saleler lizis soliisyonu ile

doldurulmustur. Lamlar saleler icinde 1 gece boyunca karanlikta ve +4 °C de

bekletilmistir.

13) Bir gece bekletilen lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve elektroforez

tankma dizilmistir. Tanklar yiirlitme tamponu ile doldurulmus ve 30 dk

yiirlitme tamponu i¢inde akim verilmeden bekletilmistir.

14) Yiiriitme islemi 500 mA, 25V da, yarim saatte gergeklestirilmistir.
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15) Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan ¢ikarilip nétralizasyon
tamponuna konulmus ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde karanlikta

bekletilmistir.

16) Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan ¢ikarilip soguk distile suya

daldirilip yikanmig ve kurumasi beklenmistir.
17) Kuruduktan sonra lamlar %99 etanol i¢inde 5 dakika fikse edilmistir.
Lamlarin agar ile kaplanmasi;

0,75 gr olarak tartilan normal melting agaroz 100 mL distile edilmis suya eklenerek
olusan karisim isitilmistir. Buzla muamele edilen lamlar yarismma kadar agaroza
batirilmis lamlarm alt kisimlari silinerek o bolgedeki agaroz uzaklastirilmis ve lamlar

kurumaya birakilmiglardir.

Low melting agaroz (LMA) i¢in PBS hazirlanmast;

0,48gr PBS tartilarak 50 mL distile edilmis suda ¢6ziilmiistiir.
Low Melting Agaroz (LMA) hazirlanmasi;

0.065 gr LMA tartilarak 10 mL PBS icerisinde ¢oziilmiistiir.
Lizis Buffer hazirlanmast

2,5 M NaCl'den 29,22 gr; 100 mM Na2EDTA' dan 7,4448 gr; 10 mM Tris'den 0,2422
gr tartilarak 178 mL distile edilmis suyun igerisinde ¢oziinmiistiir. pH=10 degerini
ayarlamak icin NaOH veya HCI kullanilmstir. Lizis buffer isleminden 6nce ¢6zeltiye
toplam hacmin %12'i kadar Triton X 100 ve %10'u kadar DMSO eklenmistir.

Running Buffer hazirlanmasi;

0,569 Na;EDTA ve 8g NAOH 1,5 1t distile suda (pH 13) ¢oziilerek hazirlanmistir.

+4°C 'de saklanmustir.
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Notralizasyon Buffer hazirlanmasi;

Ph=7,5 olan tris 4,8456 g tartilarak 100 mL distile edien suda ¢6ziilmiis ve +4°C'de

sicaklikta muhafaza edilmistir.
Etidyum bromiir boyasinin hazirlanmasi;

20 pg/ mL konsantrasyonda sahip olan etidyum bromdr, distile edilen su icerisinde

coOziilmiistiir.
Boyama Islemi;

20 ug/mL konsantrasyona sahip olan EtBr boya solusyonu igerisinden enjektor
yardimiyla 0,2 mL cekilip lamlarin tizerine damlatilir. Bu islem sonrasinda lamlarin

uzeri lameller ile kapatilarak mikroskobik olarak incelenmeye hazir hale getirilir.
Lamlarin mikroskopta incelenmesi;

Boyayla muamele edilen lamlar Floresan mikroskop yardimiyla saym ve
degerlendirmeye tabi tutulmustur. Her doza 6zgi lamlardan 100 tane hiicre sayilmistir.
Degerlendirme Kameram 21® komet sayim programi ile yapilmistir. Komet kuyruk
uzunlugu, kuyruktaki % DNA ve olive kuyruk momenti verileri degerlendirilmistir.
Olive kuyruk momenti ilk olarak Olive ve ark. (1990) tarafindan hesaplanmistir. Bu
kriter kuyruktaki DNA dagilimindaki degisimleri hesaplayarak hiicre toplulugundaki
heterojen dagilimi belirledigi icin oldukc¢a kullanish olarak kabul edilmektedir.
Deneyler iki bagimsiz tekrar halinde yapilmistir.
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3.7. Enzimatik testler

3.7.1. ROS (reaktif oksijen turleri) testi

Bu test yontemi ile Anemone blanda estraksiyonun hiicre i¢i ROS olusumuna etkisinin
arastirtlmas1 amaglanmustir. 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) hiicre
icerisine girerek hiicresel esterazlarm etkisi ile 2’,7’- dichlorodihydrofluorescin
(DCFH) olusturur. Floresan 6zellikleri bulunmayan bu madedeler DCFH reaktif
oksijenleri ile bir araya geldiginla hizlica okside olarak 2°’,7’-
dichlorodihydrofluorescein (DCF)’yi olusturur. Bu tepkimeler sonucu olusan

DCF’nin yiiksek seviyede floresan 6zelligi bilinmektedir.
ROS Testi Protokoli;

1) Hucrelerin 75 cm?’lik flasklarda 1 hafta boyunca blyimesi beklenmistir.

2) Flasklarda %80 doluluga ulastiginda pasajlanarak hiicreler 96 kuyucuklu platelere

ekilmistir.

3) Ab549 ve Beas-2B hiicre hatlari i¢in her bir kuyucuga 8103 hiicre eklenmistir.

4) Hiicre doluluguna ulasan flasklar besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2 kez

PBS ile yikanmuistir.

5) Hicrelere 1XDCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden 200’er puL eklenmis ve 37 °C’de

120 dk inkiibasyona birakilmustir.

6) Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez PBS ile tekrar yikanmustir.

7) DCFH-DA yiiklenmis hiicreler 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL, 100
pug/mL ve 10+1 pg/mL, 20+1 pug/mL, 40+1 pg/mL, 80+1 pg/mL, 100+1 pg/mL
dozlar1 ile muamele edilmistir. Ayrica H2O2’nin IC50 dozu pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

8) Konsantrasyonu 0 uM — 10 pM arasinda degisen DCF standartlarinin 1:10
seyreltme serisi ImM DCF stok sollisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile

standartlar tiip diliisyon yontemi ile hazirlanmistir (Cizelge3.3).
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Cizelge 3.3. DCF standartlarmnin tiip diliisyon yontemiyle hazirlanmasi

No DCF standard ?s;ily\//lelr)i DCF (nM)
1 10 990 pL 10000 nM
2 1.tGpten 100 pL 900 pL 1000 nM
3 2.tupten 100 pL 900 pL 100 nM
4 3.tupten 100 pL 900 pL 10 nM
5 4.tlipten 100 pL 900 pL 1nM
6 5.tupten 100 pL 900 pL 0,1 nM
7 6.tlpten 100 pL 900 pL 0,01 nM
8 0 puL 1000 pL 0nM

Absorbans1 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda plateler 24 saat belirli
araliklarla kinetik olarak okunmustur. ROS degerleri standartlardan c¢izilen standart
dagilim grafiginin e§im formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir. Deneyler her bir

hiicre hatt1 i¢in iki tekrarl sekilde gergeklestirilmistir.

3.8. istatiksel analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 7 programiyla gergeklestirilmistir. Analizlerde One
-way ANOVA testi kullanilmistir. Degerlendirme p<0,05, p<0,01, p<0,001 almarak
yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT test bulgulan

XTT testinden elde edilen bulgular Sekil 4.1.’de ve Sekil 4.2.”de gosterilmistir. Anemone
blanda ekstraktinin 2 pg/mL ve 64 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlar1 Beas-2B

ve A549 hiicre hatlarina 24 saat slireyle muamele edilmistir.

4.1.1 Beas-2B hiicre hattinda Anemone blanda ekstrakti icin elde edilen XTT

bulgulan

Anemone blanda ekstraksiyonu Beas-2B hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmustir ve canlilik oranlari ile standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1.).
XTT wuygulamasi sonuglar1 Sekil 4.1°te verilmistir. XTT deney sonuglarinda
konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu One-Way Anova testi
ile belirlenmistir (p<0,01). 2 pg/mL, 4 pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL ve 64
pug/mL’lik konsantrasyonlarda blylme kontrol grubuna gore canlilik oranlarinin
istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulunmus IC50 degeri 21,90 pug/mL olarak
belirlenmistir (p<0,01).
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2ug/ml 4ug/ml 8ug/ml 16pg/ml 32ug/ml 64ug/ml
M Seriesl 100 148.925773 ' 113.5074815 87.57253864 74.34365388 17.34178667  6.02761

KONSANTRASYON (pg/mL)

Sekil 4.1. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda XTT testi
ile belirlenen canlilik oranlari; *** p<0,001

Cizelge 4.1. Anemone blanda’nin ekstrasiyonuna maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
XTT test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmay1 ifade etmektedir; ***

p=<0,01
Dozlar | Biyime 2 pug/mi 4 pug/ml | 8 pg/mi 16 pg/mi 32 pg/mi 64 pg/mi
Kontrol
% 100 148,93 113,51 87,57 74,34 17,34 6,03
Canlilik * + + + + + +
0.00 2300 | 2946 | 475 4,63 2,39 0,55

*kk

*kkx

Anemone blanda ekstraktinin Beas-2B saglikli akciger epitel hiicre hatti Uzerine etkisi

degerlendirildiginde, 24 saatlik muamelede 32 pg/mL ve 64 pg/mL dozlarinda,

istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole oranla anlamli bir azalmaya neden oldugu

gOzlendi (*** p<0,01).

44



4.1.2 A549 hiicre hattinda Anemone blanda’nin ekstrakti ile muamele sonunda elde
edilen XTT bulgulan

Anemone blanda ekstrakti A549 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir
ve canlilik oranlart ile standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.2.). XTT uygulamasi
sonuclar1 Sekil 4.2.’te verilmistir. XTT deney sonuglarinda konsantrasyonun artmasina
paralel olarak anlamli azalma oldugu One-Way Anova testi ile belirlenmistir (p<0,01).
16 pg/mL, 32 pg/mL ve 64 pg/mL’lik konsantrasyonlarda blyiime kontrol grubuna gore
canlilik oranlarinin istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulunmus IC50 egeri

21,25 pg/mL olarak belirlenmistir (p<0,01).

160

140

dedkek
kh%
0

2ug/ml 4ug/ml 8ug/ml 16pg/ml 32ug/m| 64ug/m|
M Seriesl 100 127.37203 94.453271 92.47458  64.009067 17.47115 0.6315123

CANLILIK ORANI (%)
s @ o B B

N
o

KONSANTRASYON (ug/mL)

Sekil 4.2. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 akciger karsinom hiicre
hattinda XTT test ile belirlenen canlilik oranlar1; *** p<0,01
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Cizelge 4.2. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 akciger karsinom hiicre
hattinda XTT test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmay1 ifade etmektedir;

ik p<0,01
Dozlar | Buylime| 2 pg/ml | 4 pg/ml | 8 pg/ml | 16 pg/ml | 32 pg/ml | 64 pg/ml
Kontrol
% 100 127,37 94,45 | 92,47 64,01 17,47 0,63
Canlilik * N N N + + +
0 5,97 3,57 5,91 3,97 0,07 0,09

Anemone blanda bitkisi ekstraktinin A549 hiicre hatt1 {izerine etkisi degerlendirildiginde,
24 saatlik muamelede 16 pg/mL, 32 pg/mL ve 64 pug/mL dozlarinda, istatistiksel olarak
hiicre canlilifinda kontrole gére anlamli bir azalmaya neden oldugu goézlendi (***

p<0,01).

4.2. Klonojenik test bulgular

Klonojenik testinden elde edilen bulgular Sekil 4.3.’de ve Sekil 4.4.’de gdsterilmistir.
Anemone blanda’nin ekstraksiyonuyla 10 pg/mL ve 100 pg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlar1 Beas-2B saglikli akciger epitel ve A549 akciger karsinom hiicre

hatlarina 24 saat muamele edilmistir.

4.2.1. Beas-2B hiicre hattinda Anemone blanda’nmin ekstraksiyonu icin elde edilen
klonojenik test bulgular:

Anemone blanda ekstrakti Beas-2B hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmustir ve canlilik oranlar1 ile standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.3.).
Klonojenik test uygulamasi sonuclar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Klonojenik deney
sonuclarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu One-Way
Anova testi ile belirlenmistir (p<0,01). 10 pg/mL 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100
Hg/mL’lik konsantrasyonlarda biylme kontrol grubuna gore canlhilik oranlarinin
istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulunmus IC50 degeri 24,57 pg/mL olarak

belirlenmistir (p<0,01).
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Sekil 4.3. Anemone blanda’nin ekstrasiyonuna maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda

120

10pg/ml
0.79491256 79.2527821948.1717011128.457869632.384737679

KONSANTRASYON (ug/mL)

20ug/ml

40ug/ml

Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlari; *** p<0,01

Cizelge 4.3. Anemone blanda’nin ekstraksiyonuna maruz birakilan Beas-2B hiicre
hattinda Klonojenik test ile belirlenen canlilik yilizdeleri; + standart sapmayi ifade

etmektedir; *** p<0,01

80ug/mi

80
60
40
20
wekk
0 el

100pug/ml

0

Dozlar | Blyume | Pozitif 10 pg/ml | 20 pg/ml | 40 80 pg/ml 100
Kontrol | Kontrol pg/ml pg/ml

% 100 0,79 79,25 48,17 28,46 2,38 0
Canlilik 4-';7 i + + + 3 3
' 0,67 0,34 0,45 0,22 1,57 0
**k%k *k%k *k%k *k%k *k%k

Anemone blanda ekstraktinin Beas-2B hiicre hatti tizerine etkisi degerlendirildiginde, 24
saatlik muamelede 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda,

istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gére anlamli bir azalmaya neden oldugu

gdzlendi (*** p<0,01).
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4.2.2. A549 hiicre hattinda Anemone blanda’min ekstrasiyonu icin elde edilen
klonojenik test bulgular

Anemone blanda ekstrasiyonu A549 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir ve canlilik oranlari ile standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.4.).
Klonojenik test uygulamasi sonucglar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Klonojenik deney
sonuclarinda konsantrasyonun artmasina paralel olarak anlamli azalma oldugu One-Way
Anova testi ile belirlenmistir (p<0,01). 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve
100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda biyime kontrol grubuna gore canlilik oranlarmnin
istatistiki olarak anlamli bir sekilde azaldig1 bulunmus IC50 degeri 27,62 ng/mL olarak
belirlenmistir (p<0,01).

120

100

80

60 Yk

4

. -

10pg/ml 20ug/ml 40ug/ml 80ug/ml 100pg/ml
B ORTALAMA 100 1.06257379 80.6670602149.1735537237.21959858 40.2892562 10.41912633

o

CANLILIK ORANI (%)

KONSANTRASYON (ug/mL)

Sekil 4.4. Anemone blanda’nin ekstraksiyonuna maruz birakilan A549 hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik oranlari; *** p<0,01
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Cizelge 4.4. Anemone blanda’nin ekstraksiyonuna maruz birakilan A549 hiicre hattinda
Klonojenik test ile belirlenen canlilik yiizdeleri; + standart sapmay1 ifade etmektedir; ***

p<0,01
Dozlar | Blyume | Pozitif 10 20 40 80 pg/ml 100
Kontrol | kontrol pa/mi pg/mi pag/mi pg/mi
% 100 1,06 80,67 49,17 37,22 40,29 10,41
Canlilik g + 4 4 4 + +
0,50 1,46 2,00 1,63 3,71 0.71

*k*k

*k%k

*k%k

*k*k

*k*k

Anemone blanda ekstrakti A549 hiicre hatti iizerine etkisi degerlendirildiginde, 24 saatlik

muamelede 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarinda,

istatistiksel olarak hiicre canliliginda kontrole gore anlamli bir azalmaya neden oldugu

gozlendi (*** p<0,01).
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4.3. Komet Testi Bulgular:

Tiim komet test bulgular1 her iki hiicre hatt1 i¢in Cizelge 4.5. ve 4.6. da sunulmustur.

Cizelge 4.5. Beas-2B saglikli akciger epitel hiicre hattinin komet testi sonuglari

Dozlar

Biyume kontrol

10 pg/mL

20 pg/mL

40 pg/mL

80 pg/mL

100 pg/mL

Pozitif kontrol (1000 uM H,0,)

10 pg/mL + 1000 uM H,0;
20 pg/mL + 1000 pM H;O,
40 pg/mL + 1000 uM H,0,
80 pg/mL + 1000 uM H20-
100 pg/mL + 1000 pM H20;

Kuyruk
uzunlugu
8,54 £0,14
5,62+ 0,29
7,01£0,23
10,64 + 0,39
14,81 + 0,63
16,15 + 0,42
43,47+ 0,64
41,56 + 0,44
36,71 + 0,47
31,52 + 0,46
28,80+ 0,43
26,98 £ 0,39

% DNA

25,22+0,78
19,66 + 0,32
23,32 +0,45
27,08 + 0,46
32,08 +0,58
35,66 + 0,58
59,51 + 0,94
56,60 + 0,53
50,26 + 0,49
45,45 + 0,37
43,12 +0,44
40,64 + 0,45

Olive kuyruk
momenti
3,15+0,04
2,85+0,15
4,65+0,17
6,10 £ 0,37
9,29+0,42
10,69 + 0,44
17,22 +0,61
15,94 + 0,51
12,46 + 0,47
9,91+0,43
7,93+0,40
5,97 +£0,41

Cizelge 4.6. A549 akciger karsinoma hiicre hattinin komet testi sonuglari

Dozlar

Buylime kontrol

10 pg/mL

20 pg/mL

40 pg/mL

80 pg/mL

100 pg/mL

Pozitif kontrol (1000 uM H,0,)

10 pg/mL + 1000 pM H,0;
20 pg/mL + 1000 pM H;0,
40 pg/mL + 1000 pM H20-
80 pg/mL + 1000 uM H;O,
100 pg/mL + 1000 puM H;0,

Kuyruk
uzunlugu
8,70+ 0,20
9,30+ 0,35
10,04 £ 0,35
15,87 £ 0,22
17,22 + 0,47
18,46 + 0,80
45,76 £ 0,86
43,53 £ 0,69
41,25+ 0,58
38,50+0,73
34,13 £ 0,66
32,77 +0,62

50

% DNA

26,67+ 1,07
28,34+0,76
29,11+£0,78
33,70 £ 0,56
38,17+0,71
40,75+ 1,38
59,19+ 1,38
57,62+ 0,61
55,50 + 0,90
51,38+0,72
48,37 £0,672
46,66 + 0,52

Olive kuyruk
momenti
3,15+0,04
2,85+0,15
4,65+0,17
6,10+ 0,37
9,29+ 0,42
10,69 + 0,44
17,22 + 0,61
15,94 + 0,51
12,46 + 0,47
9,91+0,43
7,93+ 0,40
5,97 +0,41



4.3.1. Beas-2B hiicre hatt1 kuyruk uzunlugu bulgular

Komet testi kuyruk uzunlugu sonuglar1 Sekil 4.5 ve Sekil 4.6.’da verilmistir. Kuyruk
uzunlugu sonuglarina gére Anemone blanda ekstraktinin 10 pg/mL'lik dozda anlamli
azalma gosterdigi (p<0,01), 20 pg/mL dozda istatistiksel anlamsiz bir azalma oldugu,
sirastyla 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL’lik dozlarda ise kuyruk uzunluklarinin
blytime kontrole gore anlamli artis gosterdigi One-Way Anova testi ile belirlenmistir
(p<0,05, p<0,01; Sekil 4.5).
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bk 10 pg/ml 20 ug/ml 40 pg/ml 80 ug/ml 100 pg/ml
M Seriesl 8.53592 5.61592 7.01368 10.64054 14.81098 16.14658

KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

Sekil 4.5. Anemone blanda’nin ¢esitli konsantrasyonlarda ekstraktma maruz birakilan
Beas-2B hiicre hattinda biiyiime kontrole goére degerlendirilen kuyruk uzunlugu oranlari;
* p<0,05 *** p<0,01

Anemone ekstraktmnmn tiim dozlar1 kombine bir sekilde 1000 uM H2O: ile birlikte Beas-
2B hiicrelerine uygulandiginda pozitif kontrol 1000 uM H20: ile karsilastirilmis ve
Anemone ekstrakti 20 pg/mL'den itibaren tim dozlarda H202'nin kuyruk uzunlugu

oranlarini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir (p<0,01; Sekil 4.6).
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10 pg/ml + 20 pug/ml + 40 pg/ml + 80 pug/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 pM 1000 pM 1000 pM 1000 pM 1000 pM
H202 H202 H202 H202 H202
M Seriesl 43.47332 41.56098 36.71354 31.52016 28.7998 26.97608

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.6. Anemone blanda’nin ekstraktma maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
pozitif kontrole gore degerlendirilen kuyruk uzunlugu oranlari; *** p<0,01

4.3.2. Beas-2B hiicre hatt1 kuyruk % DNA bulgular

Komet testi kuyruk % DNA sonuglar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’te verilmistir. Anemone
ekstresinin 10 pg/mL dozunda anlaml bir azalma goriiliirken 20 pg/mL ve 40 pg/mL
dozlarda buyime kontrole gore istatistiki anlamlilik gozlenmemistir (p>0,05). 80 pg/mL
ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise buyime kontrol grubuna gére kuyruk %

DNA'nin istatistiki olarak anlamli bir sekilde arttigi gosterilmistir (p<0,01; Sekil 4.7).
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bk 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
M Seriesl 25.21656 19.65656 23.32346 27.08408 32.07622 35.65832

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.7. Anemone blanda’nin ekstraktma maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
biiyiime kontrole gore degerlendirilen kuyruk % DNA oranlar1; *** p<0,01

Anemone ekstraktinin tiim dozlar1 kombine bir sekilde 1000 uM H>O: ile birlikte Beas-
2B hicrelerine uygulandiginda pozitif kontrol 1000 uM H20; ile karsilagtirilmis ve
Anemone ekstrakti 10 pg/mL'den itibaren tim dozlarda H2O2'nin arttirdigi kuyruk %
DNA oranlarmi istatistiksel olarak anlamh diizeyde azaltmistir (* p<0,05; ***p<0,01;

Sekil 4.8).
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10 pg/ml + 20 ug/ml + 40 pg/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 pM 1000 pM 1000 uM 1000 uM 1000 uM
H202 H202 H202 H202 H202
M Series1 59.50764 56.5968 50.26206 45.45326 43.12148 40.6427

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.8. Anemone blanda’nin ekstraktma maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
pozitif kontrole gore degerlendirilen kuyruk % DNA oranlari; * p<0,05, *** p<0,01

4.3.3. Beas-2B hiicre hatti kuyruk olive kuyruk momenti bulgulari

Anemone blanda ekstrakt1 ile Beas-2B hiicrelerinde gerceklestirilen komet testi olive
kuyruk momenti sonuglar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10'da verilmistir. (p<0,01). 10 ug/mL ve
20 pg/mL'lik dozlarda olive kuyruk momenti oranlarinin degismedigi ve istatistiki bir
anlamlilik olusturmadigi, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise
blylme kontrol grubuna gore olive kuyruk momenti oraninin istatistiki olarak anlamli bir

sekilde arttig1 bulunmustur (p<0,01; Sekil 4.9).
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10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
M Seriesl 3.1493 2.8493 4.64678 6.0961 9.2862 10.69386

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.9. Anemone blanda’nin ekstraktma maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda
biiyiime kontrole gore degerlendirilen olive kuyruk moment oranlari; *** p<0,01

Anemone ekstraktinin tiim dozlar1 kombine bir sekilde 1000 uM H20: ile birlikte Beas-
2B hiicrelerine uygulandiginda pozitif kontrol 1000 uM H20: ile karsilastirilmis ve
Anemone ekstrakti1 20 ug/mL'den itibaren tim dozlarda H202'nin olive kuyruk moment

oranlarini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir (p<0,01; Sekil 4.10).
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10 pg/ml + 20 pg/ml + 40 pug/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 uM 1000 pM 1000 uM 1000 uM 1000 pM
H202 H202 H202 H202 H202
M Series1 17.21754 15.93656 12.46268 9.91302 7.93218 5.97148

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.10. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda pozitif
kontrole gore degerlendirilen olive kuyruk moment oranlart; *** p<0,001

4.3.4. A549 hiicre hatt1 kuyruk uzunlugu bulgulan

Komet testi kuyruk uzunlugu sonuglar1 Sekil 4.11 ve Sekil 4.12.’te verilmistir. Komet
testi kuyruk uzunlugu sonuglarinda Anemone ekstraktinin 10 pg/mL ve 20 pg/mL
dozlarinda etkin olmadig1 yani DN A'da hasar olusturmadigi, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100
pg/mL’lik dozlarinda ise biiyiime kontrol grubuna gére kuyruk uzunluklarini istatistiki
olarak anlamli bir gekilde arttirdigi bulunmustur (p<0,001; Sekil 4.11).
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10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
M Series1 8.69948 9.29862 10.03864 15.86988 17.2179 18.46038

KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

KUYRUK UZUNLUGU (um)

o

Sekil 4.11. Anemone blanda’nin ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda biiyiime
kontrole gore degerlendirilen kuyruk uzunlugu oranlari; *** p<0,01.

Anemone ekstraktinin tiim dozlar1 kombine bir sekilde A549 hicrelerine 1000 uM H,O>
ile birlikte uygulandiginda pozitif kontrol 1000 uM H20: ile karsilagtirilmis ve Anemone
ekstrakt1 20 pg/mL'den itibaren tim dozlarda H2O2-nin kuyruk uzunlugu oranlarini yani
DNA hasar1 olusturma etkisini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmustir (p<0,001;

Sekil 4.12).
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10 pg/ml + 20 pg/ml + 40 pg/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 uMm 1000 uMm 1000 uMm 1000 uMm 1000 pM
H202 H202 H202 H202 H202
W Seriesl ~ 45.76328 4352736 4125212 38.49654 34.13002 32.77258

KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

Sekil 4.12. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda pozitif
kontrole gore degerlendirilen kuyruk uzunlugu oranlari; *** p<0,001

4.3.2. A549 hiicre hatti1 kuyruk % DNA bulgulan

Anemone blanda ekstrakti A549 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanmis ve
kuyruk % DNA sonuglar1 Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.’te verilmistir (Cizelge 4.6). Kuyruk
% DNA oranlar1 10 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda degismeden kalirken 40
pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda biiyiime kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli bir artis géstermistir (p<0,001; Sekil 4.13).
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bk 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 ug/ml 100 pg/ml
M Seriesl 26.6695 28.33694 29.1109 33.69998 38.16812 40.75102

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.13. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda biiyiime
kontrole gore degerlendirilen % DNA oranlar1; *** p<0,001

Anemone ekstraktmin tiim dozlar1 kombine bir sekilde A549 hiicrelerine 1000 uM H»O>
ile birlikte uygulanip pozitif kontrol 1000 uM H.O: ile karsilastirilmis ve ekstraktin 40
pg/mL'den itibaren tim dozlarda H2O2'nin kuyruk % DNA oranlarini istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azalttig1 gézlenmistir (p<0,001; Sekil 4.14).
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10 pg/ml + 20 pug/ml + 40 pg/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 pM 1000 uM 1000 pM 1000 pM 1000 pM
H202 H202 H202 H202 H202
W Seriesl  59.18588 57.62434 55.49844 51.37686 48.36794 46.65772

KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

Sekil 4.14. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda komet testi
ile belirlenen pozitif kontrole gore degerlendirilen % DNA oranlar; *** p<0,001

4.3.6. A549 hiicre hatti1 kuyruk olive kuyruk momenti bulgulari

A549 hicrelerinde Anemone bitkisi ekstrakti ile muamele sonucu elde edilen olive kuyruk
momenti bulgular1 Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da verilmistir. Olive kuyruk momenti
oranlar1 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 40 pg/mL konsantrasyonlarda degismezken, 80 pg/mL
ve 100 pg/mL’lik konsantrasyonlarda biiyiime kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artig gostermistir (p<0,001; Sekil 4.15).
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OLIVE KUYRUK MOMENTI
N >

[y

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
M Seriesl 3.21296 3.51064 3.56092 4.61558 6.06458 6.9344

KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

0

Sekil 4.15. Anemone blanda ekstraktinin ¢esitli dozlarina maruz birakilan A549 hiicre

hattinda biiyiime kontrole gore degerlendirilen olive kuyruk moment oranlary;, ***
p<0,001

Anemone ekstraktmin tiim dozlar1 kombine bir sekilde A549 hiicrelerine 1000 uM H.O>
ile birlikte uygulanip pozitif kontrol 1000 uM H2O; ile karsilastirildiginda ekstraktin 20
pg/mL'den itibaren tim dozlarda H2O: ile indiiklenen olive kuyruk momenti oranlarini

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 gézlenmistir (p<0,01; p<0,001 Sekil 4.16).
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10 ug/ml + 20 ug/ml + 40 pg/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
1000 uM 1000 pM 1000 uM 1000 uM 1000 pM
H202 H202 H202 H202 H202
M Series1 18.22046 17.4895 15.57672 13.4045 10.43848 8.12642

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.16. Anemone blanda bitki ekstraktinin ¢esitli dozlarma maruz birakilan A549
hiicre hattinda pozitif kontrole gore degerlendirilen olive kuyruk moment oranlari;
**p<0,01, *** p<0,001
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100 pg/mL

10 pg/mL+1000 pM H202 | 20 pg/mL+1000 pM H20:

-

40 pg/mL+1000 puM H20, §§ 80 pg/mL+1000 UM H20:

Sekil 4.17. Beas-2B saglkli akciger epitel hicre hattinda gorsellerdeki
konsantrasyonlarda floresan mikroskop altinda komet gorunttleri

63



L
40 pg/mL 100 pg/mL

10 pug/mL+1000 uM H202 fll 20 pg/ML+1000 M H20,

*

-
404u9/mL+1000 uM H.0O: §§ 80 pg/mL+1000 uM H.O, f 100 pg/mL+1000 pM

Sekil 4.18. A549 akciger karsinoma hiicre hattinda gorsellerdeki konsantrasyonlardaki
floresan mikroskop altinda komet gorintuleri
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4.4. ROS testi bulgulan

Cizelge 4.7. ROS testi sonuglari
DOZLAR

Buylme kontrol

10 pg/mL

20 pg/mL

40 pg/mL

80 pg/mL

100 pg/mL

Pozitif kontrol (1000 uM Hz0,)

10 pg/mL + 1000 uM H20,
20 pg/mL + 1000 uM H20:
40 pg/mL + 1000 pM H.02
80 pg/mL + 1000 uM H20;
100 pg/mL + 1000 uM H20:

BEAS-2B HUCRE
ROS DUZEYLERI

(RFU birimi)
46,13 + 0,06
10,37 + 0,02
20,03 + 0,64
33,28 + 19,05
20,10 + 0,48
33,32 + 18,29
156,16 + 0,08
45,66 + 0,01
92,29 + 0,05
115,77 + 0,05
156,41 + 0,08
168,47 + 0,17

65

A549 HUCRE ROS
DUZEYLERI (RFU

birimi)
19,17 £ 0,02
7,11 +0,01
14,32 £ 0,03
16,06 + 0,02
13,05 + 0,02
13,35 £ 0,02
86,99 + 0,002
44,09 £ 0,01
50,95 + 0,01
74,56 + 0,02
83,36 + 0,05
100,39 = 0,005



4.4.1 Beas-2B hiicre hattinda Anemone blanda bitki ekstrakti icin elde edilen ROS
bulgulan

Anemone blanda ekstrakti Beas-2B  hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanmistir, RFU cinsinden hiicre i¢i ROS seviyeleri ve standart sapmalari

hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

24 saatlik ROS test uygulamasi sonuglart Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.’de verilmistir. 10
pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL ve 100 pg/mL’lik konsantrasyon gruplari kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda konsantrasyon artisina gore ortalama hiicre i¢i ROS
seviyesinde istatistiki olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.19). 10
pMg/mL+1000 puM H202, 20 pug/mL+1000 uM H202, 40 pg/mL+1000 puM H20., 80
pHg/mL+1000 puM H02 ve 100ug/mL+1000 uM H202’lik konsantrasyon gruplari pozitif
kontrol (1000 uM H20) ile karsilastirildiginda Anemone ekstraktinin ortalama hiicre ici
ROS seviyesini 40 pg/mL dozdan itibaren istatistiki olarak anlamli sekilde azalttigi
gorilmistiir (p<0,01; p<0,001; Sekil 4.20).

60

50
40
30
20
| - l
0

bk 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml
M Seriesl 46.13013889 10.36925 20.02805556 @ 33.27763889 20.09875 33.31597222

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

RFU(nM)

o

Sekil 4.19. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan Beas-2B hiicre hattinda bliytime
kontrole gore degerlendirilen hiicre ici reaktif oksijen seviyeleri
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10 pg/ml + 20 pug/ml + 40 pg/ml + 80 ug/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 uMm 1000 uM 1000 uMm 1000 puMm 1000 uM
H202 H202 H202 H202 H202

M Seriesl| 156.1152778 @ 45.65861111 @ 92.28666667 @ 115.7672222 156.4111111 168.4722222
KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.20. Anemone blanda ektraktinin farkli dozlar1 ile 2000 UM H20: e birlikte maruz
birakilan Beas-2B hiicre hattinda pozitif kontrole goére degerlendirilen hiicre igi reaktif
oksijen seviyeleri; **p<0,01, *** p<0,001
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4.4.2. A549 hiicre hattinda Anemone blanda bitki ekstrakti i¢in elde edilen hicre ici
ROS bulgulan

Anemone blanda ekstrakti A549 hicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir ve
RFU cinsinden hcre i¢ci ROS seviyeleri ile standart sapmalar1 hesaplanmistir (Cizelge
4.7). ROS testi sonuglart Sekil 4.21. ve Sekil 4. 22.’de verilmistir. Blytme kontrol ile
karsilastirildiginda tim konsantrasyon gruplart ortalama hucre igi ROS seviyesini
istatistiki olarak anlamli sekilde disiirmiistir (p<0,01; p<0,001 Sekil 4.21). 10
pg/mi+1000 uM H203, 20 pg/mi+1000 uM H.0> ve 40 pg/mi+1000 uM H20, kombine
dozlar1 pozitif kontrol grubu (1000 uM H202)' na gore hiicre i¢ci ROS seviyesini
istatistiksel anlamli olarak disiiriirken 100ug/ml+1000 uM H202’lik kombine dozda
ekstraktin H>O>'in etkisini arttirarak hiicre i¢i ROS seviyesini istatistiki olarak anlamli

sekilde arttirdig1 goriilmistiir (p<0,001; Sekil 4.22).
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bk 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml

B Seriesl 19.16638889 @ 7.114708333  14.32208333  16.05583333 | 13.04736111 @ 13.34597222

KONSANTRASYONLAR (pg/mL)

Sekil 4.21. Anemone blanda’nin ekstrasiyonuna maruz birakilan A549 hiicre hattinda,
ROS testi ile belirlenen biiylime kontrole gore degerlendirilen hiicre i¢i reaktif oksijen
seviyeleri; **p<0,01, *** p<0,001
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10 pg/ml + 20 pg/ml + 40 pg/ml + 80 pg/ml + 100 pg/ml +
pk 1000 uM 1000 pM 1000 pM 1000 pM 1000 uM
H202 H202 H202 H202 H202

B Seriesl 86.99916667 44.08736111 50.95416667 @ 74.56458333 @ 83.36291667 100.3909722
KONSANTRASYONLAR (ug/mL)

Sekil 4.22. Anemone blanda ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda, ROS testi

ile belirlenen pozitif kontrole gore degerlendirilen hiicre i¢i reaktif oksijen seviyeleri; ***
p<0,001
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, hiicrelerde olmas1 gerektigi gibi gerceklesen diizenleme, ¢ogalma, farklilasma
gibi olaylarin olagan durumun disina ¢ikmasi, yoldan sapmasi sonucu olusur. Biiylime
sinyallerinde 6z etkinlik, biiyiimeyi Onleyici sinyallere karsi duyarsizlik, programlanmis
hiicre oOliimiinden kaginma ve sinirsiz metastaz potansiyeline sahip olma hiicre
Oliimsiizliigiine ve kansere yol agmaktadir (Salari ve ark. 2022). Kanser, diinya ¢apinda
her sekiz 6limden birinden sorumludur ve farkli epidemiyoloji ve risk faktorlerine sahip
100'den fazla farkli hastalig1 kapsar. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde her yil dokuz

milyon yeni kanser vakasi tespit edilmektedir (Salari ve ark. 2022).

Akciger kanseri, hem erkekleri hem de kadmlari etkileyen diinyadaki en yaygim 6liimciil
kanserlerden biridir. Diinya ¢apinda, her yil yaklasik 1,8 milyon yeni vaka ve 1,6 milyon
oliim vardr Akciger kanserinde, ortalama 5 yillik sag kalim orami yaklasik olarak %19
olarak rapor edilmistir. Cerrahi rezeksiyon ile tedavi edile bilinir oldugundan bu kanser
tiirliniin 6liim oran1 geg evrelere kiyasla erken evrelerde cok daha diistiktiir. (Ramaswamy
2022).  Akciger kanseriyle tiitiin igimi giicli bir sekilde baglantilidir. Yapilan
arastirmalarda akciger kanserindeki artis 1800'lerin sonlarinda ve 1900'lerde tiitiin

icimindeki artisa paralel seyretmektedir (Ramaswamy 2022).

Mevcut kanser tedavileri diistik etkinlik ve giivenlige sahip oldugundan, daha etkili ve
farmakotoksikolojik olarak tanimlanmus ilaglarin kesfedilmesi 6nemli bir hal almistir. EK
olarak, antikanser ajanlara karsi hizli direng gelisimi ve bunlarin istenmeyen yan etkileri,
tedavi edilemeyen kanserlere karsi aktif hale gelebilecek yeni anti-timor ilaglara olan
talebi arttrmaktadir (Miri ve ark. 2022). Dogal iiriinler, 6zellikle sifali bitkiler, kanser
dahil bir¢ok hastaligin tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Arastirmalar kanseri
tedavi etmek i¢in kullanilan 3000'den fazla bitki tiirii oldugunu gostermektedir (Salari ve
ark. 2022). Antioksidanlar agisindan zengin besinlerin kanser tiirleri iizerinde engelleyici
etkileri oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Deledda ve ark. 2021). Birkag ¢aligma,
diyetteki fitokimyasallar ile kanseri dnleme arasinda bir iliski oldugunu 6ne siirmektedir
(Salari ve ark. 2022). Deneysel kanitlara gore, birgok fitokimyasalin diisiik toksisite ile
antikanser aktiviteye sahip oldugu goézlemlenmistir (Salari ve ark. 2022). Tiim bunlar

dikkate alindiginda, dogal bilesikler daha ¢ok 6nem kazanmistir (Miri ve ark. 2022).
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Dogal iirlinler, kanser tedavisinde ya alternatif olarak ya da diger anti-timor tedavilerine

tamamlayici bilesikler olarak kullanilabilir.

Aromatik ve tibbi bitkiler, sayisiz saglik ve iyilestirici Ozellikleri nedeniyle c¢esitli
uygarliklarda kullanilmistir. Aromatik ve tibbi bitkiler 2000 yildan daha uzun siiredir
Ozellikle Cin tibbinda kullanildigima dair veriler mevcuttur. Kullanilabilirlikleri, satin
alina bilirlikleri ve giivenilir olmalariyla aromatik ve tibbi bitkiler bugiin hala birgok
farkli alanda ve tlilkede kullanilmaktadir (Ibourki ve ark 2022). Tipta, bronsit ve Ulserlere
kars1 antiskorbutik, antispazmodik, tonik, gaz giderici, idrar soktlrlcu, sindirim uyarici,
anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan ve antikanserojenik ajanlar olarak
kullanilmaktadirlar (Mueller ve ark. 2010). Benzer sekilde, aromatik ve tibbi bitkiler, yeni
ilaclar gelistirmek icin bilyiik bir potansiyele sahip olan biyolojik olarak aktif bilesiklerin
iyl bir kaynagidir ve bitki tiirevi ilaglar halihazirda kullanilmaktadir (Ibourki ve ark
2022).

Tez ¢alismamizda Bursa Orhaneli Sadag Kanyonu'nda yayilis gésteren Anemone blanda
bitkisinin ¢esitli kisimlarindan elde edilen ekstraktinin Beas-2B insan saglikli bronsiyal
epitel hiicre hatt1 ile A549 insan akciger kanseri hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri
XTT ve klonojenik test ile degerlendirilmistir. Her iki test sonucunda Anemone bitki
ekstraktt A549 insan akciger epitel karsinom hiicrelerinde doza bagl olarak sitotoksik
etki gostermis, ancak saglikli akciger fibroblast hiicrelerinde de kanser hiicrelerine yakin
bir sitotoksik etki yaptig1 belirlenmistir. Bu durumda Anemone bitki ekstresinin saglikli

ve kanserli hiicre arasinda segici bir etkisi olmadigmi diisiinmekteyiz.

Farkli tiirlerde Anemone turl bitkileri ile yapilan cesitli sitotoksisite calismalari
incelendiginde Wang ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Anemone katayensis
bitkisinden izole ettikleri fraksiyon ve bilesiklerin antikanser, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmesini ger¢eklestirmiglerdir. Ekstraktlardan 14
bilesik izole edilmis ve bunlarin anti kanser aktiviteleri MTT testi ile belirlenmistir.
Yapilan deneyde insan meme kanseri hiicre hattt (MDA-MB-231) kullanilmistir.
Gergeklestirilen test sonucuna gore insan meme kanseri lizerinde fraksiyonlarin
inhibisyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonlar arasinda en etkin
sekilde etki eden fraksiyon 6 inhibisyon yiizdesi %50,32 olarak ortaya konmustur (Wang
ve ark. 2012).
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Yine Wang ve ark (2013) gergeklestirdikleri bir calismada, Anemone taipaiensis’in
rizomlart ile n-BuOH ekstraksiyonu olusturulmus ve fitokimyasal olarak
degerlendirildiginde dort saponin (4-7) ile U¢ yeni oleanane tipi triterpenoid saponin (1-
3) belirlenmistir. Bu elde edilen bilesikler 4 farkli hiicre hattinda degerlendirilmistir;
A549 (insan akciger karsinomu), HelLa (insan servikal karsinom), Hep-G2 (insan
hepatoseliler karsinom), HL-60 (insan promyelositik l6semi) ve U87MG (glioblastoma).
Monodesmosidik saponin 4, 6,42 ile 18,16 UM arasinda degisen IC50 degerlerinde
sitotoksik aktivite sergiledigi belirtilmistir. Bu degerler ¢calismamizdaki IC50 degerleri ile

uyumlu gérinmektedir.

Lv ve ark. (2016) yaptig1 bir baska ¢alismada ise, Anemone amurensis, bitkisinin rizom
kismi1 %70’lik etanol ile ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Bu bilesik HPLC’de
saflastirilarak birlesik 1 ve 2 elde edilmis ve bu bilesiklerin sitotoksisite etkinlikleri
arastirilmistir. Sitotoksisite etkinligini belirlemek icin MTT test yontemi ve insan kanser
akciger hiicre hatt1 (A549) ile insan hepatokarsinom hiicre hatt1 (Hep-G2) kullanilmistir.
Yapilan test sonucunda bilesik 2, sirasiyla A549°da 38.53 ve Hep-G2°de 66.17 uM 1C50
degerleri ile giiclii sitotoksisite gosterirken, bilesik 1'in, 1C50>100 UM oldugu

belirtilmistir.

Genelde literatiirde ekstraktin total olarak kullanimmdan ziyade icerdigi Onemli
saponinler izole edilerek sitotoksik aktiviteleri belirlenmeye c¢alisilmistir. Tez
calismamizda ekstraktin icerik analizini yaptirmamiz miimkiin olmamistir. Ancak elde
edilen sonuclar degerlendirildiginde sonraki asamada uygun bir proje kapsaminda igerik
analizi de gerceklestirilip etken maddelerin ayri1 ayri etkilerinin degerlendirilmesi

diistiniilmektedir.

Anemone bitkisinin ekstrakti ile gerceklestirilen ve tek ve ¢ift iplik DNA hasar1 olusturma
potansiyelini anlamamizi saglayan komet testi sonuclarini inceledigimizde Beas-2B
saglikli akciger epitel hiicreleri lizerine bu bitkinin diisik dozlarda (10 ve 20 pg/mL)
DNA hasar1 olusturmadigi ancak 40 pg/mL ve iizeri dozlarda genotoksik etki gosterdigi
anlasilmaktadir. Bu bitki ekstraktinin komet testinde pozitif kontrol olarak da kullanilan
ama ayni zamanda gili¢lii bir oksidatif hasar olusturucu ajan olan H20: tarafindan
olusturulan DNA hasarmi dnleyici etkisi de degerlendirilmis ve Beas-2B hucrelerinde en

diisiik dozdan itibaren DNA hasar oranini azalttig1 ortaya konmustur.

72



Bu durum Anemone bitki ekstraktindaki dnemli saponin ve diger fenolik bilesenlerin

guclu anti-genotoksik etkisi oldugu seklinde yorumlanabilir.

Calismada elde ettigimiz ekstraktin A549 akciger karsinom hiicreleri lizerindeki DNA
hasar1 olusturma etkisi komet testi ile incelendiginde benzer sekilde 10 ve 20 pg/mL gibi
diisiik konsantrasyonlarda DNA hasarina sebep olmadig1 ancak 40 pg/mL ve Uzeri yiksek
konsantrasyonlarda genotoksik etki gdsterdigi anlasiimaktadir. Bu durumda Anemone
bitkisi ekstresinin yiiksek konsantrasyonlarinin A-549 akciger karsinom hiicrelerinde
genotoksik etkisi sebebiyle hem anti-kanser etki olusturdugu hem de hiicreleri apoptoza
yOnlendirebilecegi diisiiniilebilir. Ancak bu ekstrakt Beas-2B saglikli akciger epitel
hiicreleri iizerinde de ayn1 etkiyi gosterdigi i¢in sadece bu hiicreler lizerinde selektif bir
etkisi olmadig1 anlasilmaktadir (ayn1 dozlarda saglikli hiicreyi korurken kanserli hlicreleri
oldirebilme etkisi). Anemone bitkisi ekstraktinin A-549 akciger karsinom hiicrelerinde
komet testi kapsaminda etkisi degerlendirildiginde bu kez 20 ve/veya 40 pg/mL" lik
konsantrasyondan baslayarak gucli oksidatif ajan olan H20; tarafindan olusturulan DNA
hasarmi 6nleyici etki gosterdigi belirlenmistir. Buna gore karsinom hucreleri s6z konusu
oldugunda ekstrakt ve icindeki etken maddelerin ancak yiiksek konsantrasyonlarda anti-

oksidan etki ortaya koyabildigi diistiniilmektedir.

Hicre o6limine yol acan mekanizmalardan biri hicre icerisinde serbest oksijen
radikallerinin artmasidir. Tez ¢alismamizda Anemone blanda ekstrakti muamelesi ile
Beas-2B ve A549 hucrelerinde artan serbest radikal seviyeleri DFCH-DA maddesi
kullanilarak yapilan ROS testi ile belirlenmeye ¢alisilmistir. 24 saatlik uygulama sonunda
hiicre i¢i reaktif oksijen miktarlar1 lgiilmiistiir. Anemone bitki ekstresi Beas-2B saglikl
akciger hiicrelerinde biiylime kontrole gdre hiicre i¢ci ROS degerlerinde bir degisim
olugturmamis ancak oksidan etkili H20- ile indiiklenen yiiksek hiicre i¢i ROS degerlerini
10 pg/mL kontrol diizeyine diistirmiistiir. Ancak sonraki yiiksek konsantrasyonlarda (40-
100 pg/mL) ekstrakt ve igerdigi etken maddelerin olas1 oksidan potansiyelleri sebebiyle
hiicre i¢i ROS degerleri tek basma H202'in olusturdugu seviyenin ilizerine yiikselmistir.
Calismada elde ettigimiz bu sonuglar Anemone bitki ekstresinin diisiik dozlarda anti-
oksidatif yuksek dozlarda ise pro-oksidan ya da oksidan etki gosterdigini

diistindiirmektedir.
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Pirvu ve ark. (2022), yaptiklar1 ¢alismada, Anemone nemorosa bitkisinin toprak Usti
kismlar1 kullanarak iki ayri ekstraksiyon (su ve etanol) yapilmustrr. Insan kolon
adenokarsinom hiicre hatt1 olan Caco-2 uzerinde polifenol profilini, antioksidan
aktiviteyi, sitotoksik ve antiproliferatif aktiviteyi ortaya ¢ikarmak i¢in gerceklestirilen bu
calismada bitki ekstraktinin yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Pirvu
ve ark. 2022).

Anemone raddeana rizomundan elde edilen total saponinin diisiik dozlarda MCF-7 meme
kanser hiicreleri iizerindeki hiicre ici ROS diizeylerini anlamli oranda diistirdiigii ortaya
konmustur (Zhang ve ark. 2020). Calismamizdaki Anemone ekstraktinin da benzer

sekilde diisiik dozda hiicre i¢i ROS seviyesini diislirdiigiinii belirlemis bulunmaktayiz.

Sonug¢ olarak Anemone blanda ekstraktinin antikanser potansiyellerini arastirmak
amaciyla Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Hiicre Kiiltiirii ve Genetik Toksikoloji
Laboratuvarinda yiiriitiilen bu 6n ¢alismada, sitotoksik ve yiiksek dozlarda genotoksik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bunla birlikte, saglikli ve kanser hiicre hatlarmdaki
etki agisindan anlamli bir farklilik olmadigi belirlenirken c¢alismamizda kullanilan
Anemone blanda ekstraksiyonu total olarak elde edildigi sekilde kullanilmistir. Bu
ekstraktin biyokimyasal i¢eriklerinin detayli sekilde belirlenmesi ve ilave test yontemleri
ile hiicre hatlarmin kullanilacagi yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Boylece
Anemone blanda’dan izole edilebilecek c¢esitli etken maddelerin kanser ve saglikli
hiicreler {izerindeki olas1 segici sitotoksik ve genotoksik etkilerinin ve bu etkilere ait

mekanizmalarmin daha detayl bir bigimde ortaya konulmas1 miimkiin olabilecektir.
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