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DENIZLIi, ARALIK - 2014

Bu c¢alismada Cyclamen graecum Link. ve Cyclamen pseudibericum
Hildebr. (Primulaceae) tuber ve yapraklarindan cesitli ¢oziicii ekstraktlarinin
(metanol, etanol, aseton ve dH,0O) antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. C.
graecum ve C. pseudibericum’un ¢esitli ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ve FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) deneyleri ile degerlendirilmistir. C.graecum yaprak dH,O ekstraktinin
stiptiriiciilik aktivitesi C. pseudibericum yaprak dH,O ekstraktinin aktivitesine
gore daha etkin oldugu bulunmustur. C. graecum tuber etanol ekstraktinin demir
indirgenme aktivitesi C. pseudibericum tuber etanol ekstraktinin aktivitesine gore
daha etkin oldugu bulunmustur. Ek olarak C. graecum ve C. pseudibericum
yaprak ve tuber ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri gallik asit es degerine
gore belirlenmigtir.  Antioksidan aktivite tayin yOntemlerinin  birlikte
degerlendirilmesiyle, antioksidan aktivite potansiyeli ve ekstraktlarin toplam
fenolik icerikleri arasinda giiclii bir korelasyon goriilmiistiir. C. graecum tuber ve
yaprak ekstraklarinin ¢ogunda etkin bir serbest radikal siiplirme aktivitesi
saptanmigti. C. graecum ve C. pseudibericum’un fenolik icerikleri YPSK ile
analiz edilmistir. Ferulik, kafeik ve gallik asit C. graecum ve C. pseudibericum’da
en ¢ok rastlanen fenolik bilesiklerdir. C. graecum ve C.pseudibericum’un
tuberinden farkli ¢oziiciilerle elde edilmis olan ekstraktlarin PC9, PC14 ve A549
akciger kanser hiicre hatlar1 {izerinde antiproliferasyon aktiviteleri arastirilmistir.
Bu deney konsantrasyon bagimli olarak 1 pg/ml den baslayip 1000 pg/ml ‘ye
kadar devam edecek sekilde gerceklestirilmistir.  Ekstraktlara  gore
konsantrasyonlarin  ICsy degerleri hesaplanmistir. C. pseudibericum dH,O
ekstraktinin PC9 hiicre hat1 iizerinde en yiiksek antiproliferatif aktivitesi
goriiliirken C.pseudibericum etanolik ekstraktinin PC9 hiicre hatt1 iizerinde en
diisiik antiproliferatif aktivitesi gdsterdigi bulunmustur. Invazyon deneyine gére
biitiin ekstraktlar PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarinin invazyon yetenegini inhibe
etmistir. Kat degisim analizi ile mikroRNA ekspresyon seviyeleri ol¢iildiigiinde,
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miR-200c ekspresyonunun C.pseudibericum ekstrakti ile muamele edilmis PC14
ve A549 hiicre hatlarinda belirgin bir sekilde artist gozlemlenmistir. Ayni
zamanda miR-146 ekspresyonunun C. graecum ekstrakti ile muamele edilmis
PC14 ve A549 hiicre hatlarinda belirgin bir sekilde artis1 gézlemlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Cyclamen, DPPH, FRAP, YPSK, Invazyon,
miRNA, Sitotoksisite
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF ACTIVE COMPONENTS OF THE
EXTRACTS OF Cyclamen graecum and Cyclamen pseudibericum PLANT
SPECIES AND DETERMINATION OF THEIR ANTITUMOR PROPERTY
MSC THESIS
EGE RIZA KARAGUR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
BOTANY
(SUPERVISOR:PROF. DR. RAMAZAN MAMMADOY)
(CO-SUPERVISOR:PROF. DR. HAKAN AKCA)
DENIZLi, DECEMBER 2014

In this study, antioxidant activities of various solvent extracts (methanol,
ethanol, acetone and dH,O) obtained from tubers and leaves of Cyclamen
graecum Link and C. pseudibericum Hildebr (Primulaceae) were determined.
Antioxidant properties of various extracts from C. graecum and C.pseudibericum
were evaluated by using DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) assays. The scavenging activity of C. graecum leaf-
dH,O extract (85.13%) was found more effective than C. pseudibericum leaf-
dH,O extract (74.61%). Ferric Reducing Antioxidant Power of C. graecum tuber-
ethanol extract (2.731) was found more effective than C. pseudibericum tuber-
ethanol extract (1.829). In addition, total phenolic contents in all the extracts of C.
graecum and C. pseudibericum tubers and leaves were determined as gallic acid
equivalents. When we evaluated the results obtained from antioxidant activity test
systems together, we saw a strong correlation between the antioxidant activity
potential and total phenolic contents of the extracts. Most of the extracts of C.
graecum tubers and leaves had effective free radical scavenging activity.
Phenolics contents of C. graecum and C. pseudibericum were also analyzed by
HPLC. The most abundant phenolic compounds found in C. graecum and C.
pseudibericum are ferulic, caffeic and gallic acids. The extracts obtained from
tubers of C. graecum and C. pseudibericum by different solvent were investigated
for its in vitro antiproliferative activities against lung cancer PC9, PC14 and A549
cells. The test were carried out concentration depentdent assay starting from 1
pg/ml to 1000 pg/ml. Values for the concentration at which 50% inhibition
occured (ICsg) were calculated for the extracts. While the highest antiproliferative
activity was found in C. pseudibericum aqueous extract on PC9 cell lines, the
lowest antiproliferative activity was found in C. pseudibericum ethanolic extract
on PC9 cell lines. As for the invasion assay, all the extracts inhibited the invasion
ability of PC9, PC14 and A549 cell lines. When we evaluated the miRNA
expressions levels with fold change analysis. We determined that the expression
levels of miR-200c significantly increased in PC14 and A549 cell lines when
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C. pseudibericum extract treated. Also, Expression levels of miR-146 significantly
increased in PC14 and A549 cell lines when C. graecum extract treated.

KEYWORDS: Cyclamen, DPPH, FRAP, HPLC, Invasion, miRNA, Cytotoxicity

v



ICINDEKILER

L0 /21 D R i
ABSTRACT ...uuiveininnninsensssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas iii
ICINDEKILER ...uouunincnninsincnsscnsinssssenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss \
SEKIL LISTESI ..cucuiininininncincissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss vii
TABLO LISTES cuucuuininianiicnncnncinissisncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss ix
SEMBOL ve KISALTMA LISTESI...ccvuvcuiiunsicuncnsinscnsscnsinscssscnssessssscnsncs X
ONSOZ..ceveeerereereresesesessssesssesessessssssssssssssssssesssssssssssesssssssssssesssssessssasssssesens xi
Lo GIRIS uiininnctncincinisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1 Calismanin Amact Ve ONEMi........c.cooveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeens 4
1.2 Calisma Materyalinin Botanik Ozellikleri..............ccocoeveveverevirerereennnn. 5
1.2.1 Primulaceae Familyasi ve Cyclamen CinSi..........cccoccveveeeueennennnnn. 5
1.2.2  Cyclamen graecum LinkK. ..........cccccoovviiiiiiiniiiiiinieiieeeeeeee e, 7
1.2.3  Cyclamen pseudibericum Hildebr.............cccooeveriiiiiiiniiiiieiee, 7

1.3 Bitkisel Sekonder Metabolitler............ccceeviierieiiiiiiiiiiieieceeeeee e, 8
1.4 Serbest Radikaller..........ccooouiiiiiiiiiiiiieiie e 11
1.5 AntiokSidanlar ...........cccoocieeiiieiiiiiiienie e 11
1.5.1 Fenolik BileSiKIeT..........cccvieiiiieiiieeciieeeeeeeeee e 14
L1.5.1.1  Fenolik ASItler......ccoccuieriiiiiiieiiieiieeie et 15
1.5.1.2  Flavonoidler ........cccoeoiieiieiiieieeiieee e 16

1.5.2 Antioksidan Savunma Sistemleri.........cccceeveeriiieniieniieenienieeieenne 17
1.5.2.1 Endojen (dogal) Antioksidanlar..........c..cccceeveeveeneniinennennens 17
1.5.2.2 Eksojen Antioksidanlar (ilaglar) ..........cccoecereiieniiiiiinniieenne 18

1.6 Kullanilmakta Olan Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri.............. 18
1.7 Cyclamen Tirleri ile Yapilan Bazi Calismalar.............ccccoevveeirenennne. 20
1.8 Kanserin Taniml........ccceccuieiieriieiieiieeieeie et 21
1.8.1 Cok Asamali Kanser Geligim SUIeci ..........ccceeeveeviienveeneenieeneenne 22
1.8.2 Kanser Hiicrelerinin OzelliKleri..............oooovevveveveveveieeeeeeeenen, 23

1.9 AKCIZEr KanSeIi....ccueevuiiiiieiieiiieiiesiie ettt 23
1.9.1  EpidemiyolojiSi......ccceercieeiiierieeiieniieeiieeie ettt 23
1.9.2  EtIYOlOJISTcuuiieiiiiieeiieeiie ettt ettt ettt et 24
1.9.3 Patolojik Sintflandirma............cccoeviieiieniiiiiiieeece e 27
1.9.3.1 Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK).................... 27
1.9.3.2 Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)........ccccceovervrenennne. 27

1.10  INVAZYOn Ve MEtastaz............cceveeueveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeese e, 28
1.11  Mikro RNA (miRNA) ve BiyoSeNntezZi........ccceevvervieuienieeniiesreeneene 29
1.12  Mikro RNA (miRNA) ile Akciger Kanseri Arasindaki Iliski............ 32

2. MATERYAL VE YONTEM ...cuiuniunincnnscnsiscnssenssssssssssssssssssssssssssssssses 35
2.1 MAerYal..co.eieiieeiieiie et en 35
2.1.1  Bitkisel Materyal .........ccooeeiiiiiiiiiieiieeieeeee e 35

2.2 YONECIMILT ..eeeniiieiiieiieeiieeie ettt ettt et et e e et eeseaeeseesaaaens 36
2.2.1 Bitkilerin Kurutulmasi ve Ekstraksiyon Islemleri ......................... 36
2.2.2  Antioksidan Aktivite Analiz Yontemleri.........ccooeevreenirenveenenne. 36
2.2.2.1 Serbest Radikal Giderim Aktivitenin Belirlenmesi................. 36

A\



2.2.2.2 Indirgeme Giicii Kapasitesinin Belirlenmesi (FRAP

YONTEIMI) o.eviiiiiiieciie ettt e et e e et e e e aaeeeraeeesraeeeaaeeesaseeennns 38
2.2.3 Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi (Folin-
C1oCalteU YONTEIMI)....viiiiiviieieiieceiiie et e ettt e ettt e et e e e e e e e e eve e e earee e e 38
2.2.4 Yiksek Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC/YPSK)
ile Fenolik Bilesiklerin Analizi.............coocveeeviieeiieeiieeeieeeee e 39
2.2.5 Hiicre Kiiltiirleri Uzerindeki Sitotoksik Incelemeler-.................... 44
2.2.6 Hiicre KUIGHIT .oooveerenieieiieeeeeeeeieeeeee e 44
2.2.7 Proliferasyonun Saptanmast ...........ccccceeeveerieerieeniienieenieenieeneeens 44
2.2.8  Invazyonun Saptanmasi...............cccceeeeereeevereeeneeseereeeeeeeseseneenenn, 45
2.2.9 MiRNA IZ0laSYONU.......c.coovveieireeeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 46
2.2.10 Es Zamanli PZR ...........cccoviiiiiiiiiieceeee e 48
2.2.11 Verilerin Degerlendirilmesi...........ccoeoeeviieiieniiinienieeiecieeee 52
3. BULGULAR ..cuuiiitictininsnicnnssncssecsssssncssissssssesssesssssssssssssssssasssssssssssssssans 53
3.1 Antioksidan Aktivite SONUGIAIT.........cccveiiiiiiiiiiiciieee e, 53
3.1.1 Serbets Radikal Giderim Aktivite Sonuglart ...........ccccceevveeennennnee. 53
3.1.1.1 Indirgeme Giicii Kapasitesinin Belirlenmesi .............c............ 57
3.2 Toplam Fenolik Madde Miktart Sonuglart.........cccceoeeveriienieneniennne. 60
3.3 Icerik ANaliz SONUGIATT......c.cveviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60
3.4 Hiicre Kiiltiirii Calisma Sonuglart ...........ccceeeeveeiiiiieiieicieeeeeeeieees 66
3.4.1 Bitki Ekstraktlarinin Proliferasyona Etkisinin Saptanmast ........... 66
3.4.1 Bitki Ekstraktlarnin Invazyona Etkisinin Saptanmasi.................. 68
3.4.2 miRNA ekspresyon SONUCIArt.........cccceeveeeciienieeiiienieeieeiee e 70
4. TARTISMA VE SONUCLAR ......coouuuiuinrisrisricricessensesssssssssssssssessssseosens 74
5. KAYNAKLAR ..cuuiiiinictinensenssicsesssesssiesssssesssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssnns 92
6. OZGECMIS c.u.ouuenninnirrcancincinsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 106

vi



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1: C. graecum bitkisi (WD 1) ....occvivviiiiiiiiiiiieieeeeeece e 7
Sekil 1.2: C. pseudibericum bitkisi (Web 2)......cccccuiviiiniiieiieniieiecieeeeee e, 8
Sekil 1.3: Sekonder metabolitlerin sentez yollart ...........cccccceevevieiieniienienieenen. 9
Sekil 1.4: Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b)
Sinamik asit tlirevleri (Shahidi F 2005) .......cccceviieiieniiiiienienee. 16
Sekil 1.5: Flavonoidlerin genel yapis1 (Shahidi F 2005)........ccccooeveivenienenne. 16
Sekil 1.6: miRNA olusum yolagimin sematik gosterimi (Wang 2010)............. 30
Sekil 1.7: Akciger kanserogenezi’nin miRNA’lar ile iligkisi .......cccceoevvenneenee. 34
Sekil 2.8: DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu............ccceeeevcvienirenieenennne. 37
Sekil 2.9: Gallik asit kalibrasyon grafigi (y = 1,158x - 0,0027 R* =
0,9959 ). 39
Sekil 2.10: Basit bir Yiiksek Basingli S1vi Kromotografisi diizenegi............... 42
Sekil 2.11: Cytotox Glo kitinin canli hiicreler icindeki ATP molekiiliinii
SAPTAIINIAST .eeeuiieeniieeeitee et e e sttt e et e esbee e ebeeeaaeeeabeeeaeeesnbeeesaneeenans 45
Sekil 2.12: SYBR Green teknigi A. Baslangi¢ asamasi: Reaksiyonun
baslangicinda ortamda SYBR Green, primerler ve tek zincirli
DNA bulundugu i¢in floresans sinyal yoktur. B. Primerin
hedef molekiile baglanmasi: Primerin baglanmast ile
amplifikasyon sonucu SYBR Green olusan c¢ift zincirli
DNA'’ya baglanir ve az miktarda floresan sinyal agiga ¢ikar.
C. Primer uzamast: Amplifikasyon oranina bagli olarak cift
zincirli DNA’nin yapisina daha fazla boya katilarak floresans
SINYAL ATTAT. ..ovtiiiiiiiiie ettt e 49
Sekil 2.13: Erime egrisi analiZi..........ccceevuieiiieiiieniieeieeiieeie e 50

Sekil 2.14: PCR amplifikasyon egrisi ve standart egri. A. Standart
dilisyon Orneklerinin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri
(mavi oklar) gosterilmistir. Bir adet bilinmeyen 6rnek ve Ct
degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct
degerleri kullanilarak c¢izilen standart egri goOsterilmistir.
Bilinmeyen 6rnek kirmizi ile ifade edilmigtir ........ccceveeienienennee. 52

Sekil 3.15: DPPH yontemi ile C. graecum tuber ekstraktlarmin farkli
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri

Sekil 3.16: DPPH yontemi ile C. graecum yaprak ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri
(D0,05) e 55

Sekil 3.17: DPPH yontemi ile C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri

Sekil 3.18: DPPH yontemi ile C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri

vii



Sekil 3.19: C. graecum ve C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin

indirgeme giiclerinin karsilastirilmast........ccccooceeviniininiinicincnnn. 58
Sekil 3.20: C. graecum ve C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin

indirgeme giiclerinin karsilastirilmast........c.ccooceeviniininiiniencnnn. 59
Sekil 3.21: YPSK’da C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlar1 i¢in

kullanilan standartlarin kromatogramlari............ccccoeeveevienieenennne. 61
Sekil 3.22: C. graecum’™un Kromatogrami............cceeeveereeenieenieeneeeniienieeneeens 61
Sekil 3.23: C. pseudibericum’un kromatogrami ............cceeecveerieenieenireneeenneenne 62

Sekil 3.24: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmig C. graecum ve

C. pseudibericum ekstraktlarinin PC9 hiicrelerinin sag kalimi

tizerine etkisi (P<O,05) ..veevieiiieiieiieeeee e 66
Sekil 3.25: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis C. graecum ve

C. pseudibericum ekstraktlarinin PC14 hiicrelerinin sag

kalimi tizerine etkisi (P<0,05) .oocveeeiieriieniieieeieeeeee e 67
Sekil 3.26: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis C. graecum ve

C. pseudibericum ekstraktlarinin A549 hiicrelerinin sag

kalimi tizerine etkisi (P<0,05) ..ocveevvieriieriieieeieeeeee e 67
Sekil 3.27: C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlarinin PC9, PC14

ve A549, hiicrelerinin invazyon kapasitelerine etkisi (p<0,05) .....69
Sekil 3.28: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmig PC9 hiicre hattinda,

MIRNA eKSpresyonlart.......cccooveveererienieiinieneeeeee e 70
Sekil 3.29: C. pseudibericum tuber ekstrakti uygulanmis PC9 hiicre
hattinda, miRNA ekspresyonlart..........cccccoevieviiieniiniiienienieeene, 71
Sekil 3.30: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmig PC14 hiicre hattinda,
MIRNA eKSpresyonlart.......cccooeveererieniiiinieneceeeeee e 71
Sekil 3.31: C. pseudibericum tuber ekstrakti uygulanmigs PC14 hiicre
hattinda, miRNA ekspresyonlart..........cccccoevieriiieniiniiienienieecne 72
Sekil 3.32: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmig A549 hiicre hattinda,
MIRNA eKSpresyonlart ........coecveveereriinienenieneeeeeeee e 72
Sekil 3.33: C. pseudibericum tuber ekstrakti uygulanmis A549 hiicre
hattinda, miRNA ekspresyonlart..........cccccoeveeriiieniiniiienienieeene, 73

viii



TABLO LiSTESI

Tablo 1.1: Tirkiyedeki Cyclamen tUrleri.........ccceevveevieeiiienieniieieeeeee e 5
Tablo 2.2: Bitkilerin toplandigi lokaliteler...........c.ccooeeviniiniininiiniiiiiee 35
Tablo 2.3: Kullanilam miRNA’larin erisim kodlar1 ve hedef genleri............... 46
Tablo 3.4: DPPH yontemi ile C. graecum tuber ekstraktlarinin Serbest
Radikal Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlari...........c............ 53
Tablo 3.5: DPPH yontemi ile C. graecum yaprak ekstraktlarmin Serbest
Radikal Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlari...............c........ 54
Tablo 3.6: DPPH yontemi ile C. pseudibericum tuber ekstraktlarimin
Serbest Radikal Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlart ........... 55
Tablo 3.7: DPPH yontemi ile C. pseudibericum yaprak ekstraktlarimin
Serbest Radikal Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlart ........... 56
Tablo 3.8: C.graecum ve C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin ve
BHT’nin 700 nm’deki absorbanslari...........cccceeeevverienennieneennennne. 58
Tablo 3.9: C. graecum ve C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin ve
BHT’nin 700 nm’deki absorbanslari...........cccceeeeverienennienneneenne. 59
Tablo 3.10: C. graecum ve C. pseudibericum’a ait etanol, metanol,
aseton ve dH,O ekstraktlarinin gallik aside es deger
(mg/g GAE) toplam fenolik madde miktarlart..........cccoceveenene. 60
Tablo 3.11: PC9, PC14 ve AS549 hiicre hatlarinda C .graecum ve
C.pseudibericum’un ICsp degerleri .........cocevvvieiienciienieniieieee 68
Tablo 3.12: PC9, PC14 ve a549 hiicre hatlarinda C. graecum ve
C.pseudibericum’un ICsp degerleri .........cocevvvieiieniiienieniieiee, 68
Tablo 3.13: C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlarinin
PC9, PC14 ve A549 hiicreleri lzerinde kontrole oranl
Q0 TNVAZYOMNU...eeeiieiiieeiieeieeeiieeteeeieeeteesseeeaeesseesseenseesnseenseessseenseas 69

X



SEMBOL ve KISALTMA LISTESI

B : Beta

DPPH : 1,1-difenil-2-pikril hidrazil

BHT : Biitillenmis hidroksi toluen

BHA : Biitillenmis hidroksi anisol

CUPRAC : Bakir (II) indirgeyici Antioksidan Kapasite
CGT : C. graecum tuber

CGY : C. graecum yaprak

CGE : C. graecum’un ethanol ekstresi

CPT : C. pseudibericum tuber

CPY : C. pseudibericum yaprak

DNA : Deoksiribontikleik asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

dH,O : Distile Su

E.R. Karagiir: Ege Riza Karagur

FRAP : Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii
FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

GC : Gaz Kromatografisi

GC/MS : Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi
GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GAG : Glikozaminogilikan

‘HO : Hidroksil radikali

HAT : Hidrojen atomu transferi

ITK : Ince tabaka kromatografisinde

KHAK : Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri
KHDAK : Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
LOO- : Lipid peroksil

miRNA : Mikro RNA

MTT : 3 (4,5dimetiltiyazol- 2 il)-2,5- difenil tetrazolyum bromid
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid

02- : Oksijen peroksit

ORAC : Oksijen radikal absorbans kapasitesi
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ROP : Reaktif Oksijen Partikiilleri

RNA : Riboniikleik asit

SOD : Stiperoksit Dismutaz

ET : Tek elektron transferi

TBA : Tiyobarbitiirik asit metodu

TCA : Trikloroasetik asit

TRAP : Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi
vb. : Ve benzeri

YPSK : Yiiksek performansli s1vi kromatografi



ONSOZ

“Cyclamen graecum ve Cyclamen pseudibericum Bitki Tiirlerinin
Ekstratlarinin Aktif Bilesenlerinin Karakterizasyonu ve Anti-tiimér Ozelliklerinin
Belirlenmesi” adli yiiksek lisans tezimi hazirlamamda degerli goriis ve Onerileri
ile katkilarin1 esirgemeyen damigman hocalarim Prof. Dr. Ramazan
MAMMADOV ve Prof. Dr. Hakan AKCA’ya sonsuz tesekkiirler. Bu noktaya
gelmemde, emegi olan tiim hocalarima ve arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica yasamim boyunca benden hicbir zaman maddi ve manevi

desteklerini esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirler.
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1. GIRIS

Diinya iizerindeki cografik konumu nedeniyle Tiirkiye’nin floristik yapasi,
biiylik bir zenginlik ve ¢esitlilik gostermektedir. Bu ¢esitlik sahip oldugu jeolojik
yapi, edafik 6zellikleri, yiikseklik farkliliklar: ve i¢inde bulundugu iklim kusagindan
kaynaklanmaktadir.

Ulkemizde, degisen yiikseklik farkliliklar (0-5000 m) ile Anadolu
diyagonalinin dogusu ve batis1 arasinda ekolojik farkliliklarin bulunmasi, ayrica gen
merkezi veya genetik farklilagma alanlar1 ve ¢ok sayida tiir ve tiiralt1 taksonlari
bulundurmasi sebebiyle iilkemiz, tiim diinya iilkeleri ve bilim adamlar1 i¢in 6nemli
bir floristik merkez olarak degerlendirilmektedir. Ayrica Tiirkiye, Holarktik flora
aleminin sinirlar1 icerisinde yer almakta olup, Iran-Turan, Avrupa-Sibirya ve
Akdeniz fitocografik bolgelerinin kesisme noktasinda bulunmaktadir. Tiirkiye sahip
oldugu farkl floristik 6zellikler sayesinde, hem bitki ¢esitliligi hemde endemik tiir
bakimindan zengin bir floraya sahiptir (Gliner 1994). Tiir zenginligi acisindan
Diinya’nin sayili {ilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye floras1 12000 civarinda takson

icermekte olup bu say1 giin gectikte daha da artmaktadir. (Erik ve Tarikahya 2004).

Ulkemiz sadece flora zenginligi acisindan degil, endemik tiir zenginligi
acisindan da ¢ok onemli bir yere sahiptir. Endemik bitkiler sinirli yayilis alanina
sahip bitkilerdir. Tiirkiye florasindaki endemik tiir sayist1 2891°dir. Bu sayiya
endemik olan 497 alttiirii ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde endemik takson sayisi

3778e ¢ikmaktadir (Erik ve Tarikahya 2004).

Yeryiiziindeki yaklasik 400.000°den fazla tohumlu bitkinin % 6-7’si geofit
bitkilerden olup, 19 familyaya ait yaklasik 21000 tiir bulunmaktadir (Sezik 1984).
Yurdumuzdaki geofitlerin biliyiik bir kismi; Liliaceae (Zambakgiller), Alliaceae
(Sogangiller), Amaryllidaceae (Nergisgiller), Iridaceae (Siisengiller), Orchidaceae
(Salepgiller), Ranunculaceae (Diigiingicegigiller), Araceae (Yilanyastigigiller),

Primulaceae (Cuhacicegigiller) ve Crassulaceae (Damkorugugiller) familyalarina



aittir. Yurdumuzda yetisen geofitlerin ¢cogu Bati Anadolu, Toroslar ve Kuzey Dogu

Anadolu ¢evresinde toplanmistir (Koyuncu 1994).

Geofitler toprak altinda sogan, tuber ve rizom gibi gida maddesi depo eden
ozellesmis toprak alt1 gdvdelerine sahip otsu bitkilerdir (Cetik 1973). Tiirkiye zengin
bir floraya sahip olmasindan dolay1 geofitler de iilkemizde c¢ok ¢esitlilik
gostermektedir. 500 civarinda tiir yurdumuzda dogal olarak yetismektedir (Ekim ve

Koyuncu 1992).

Geofitlerin bitkiler aleminde yeri incelendiginde, bunlarin Tohumlu bitkiler
(Spermatophyta) boliimiinde, kapali tohumlu bitkiler (Magnoliophyta) alt boliimiinde
yer aldiklar1 goriilmektedir. Bu grup bir ¢enekli bitkiler (Liliopsida) ve iki ¢enekli
bitkiler (Magnoliapsida) olmak iizere iki smifa ayrilir. Geofitler ¢ogunlugu “bir
cenekli bitkiler” sinifinda olmak tizere, her iki smifta da yer almaktadir (Koyuncu

1994).

Geofit bitkiler ad1 altinda yer alan siklamen gibi bitkilerin gelisimi agisindan,
yazin sicak ve kurak, kisin da soguk ve karl1 aylar elverigsiz donemlerdir. Bitkiler, bu
elverigsiz aylar1 toprak altinda uyku halinde gegirirler. Ilkbahar ve sonbaharda
yagmurlarin baglamasi ve sicakligin normale donmesi ile hizli bir gelisme gostererek,
cicek ve tohum olusumunu gergeklestirirler. Geofitlerin toprak alti kisimlari, yedek
besin depo ettikleri i¢in bu tiir bitkiler, bu organlarin topraga dikilmesiyle kolayca

iiretilebilirler (Koyuncu 1994).

Dogada varolan bitkilerin bir¢ogu, tibbi ve kimyasal acidan biiyiik dneme
sahiptir. Ila¢ sanayi, yiyecek endiistrisi, kozmetik ve parfiimeri, ev temizlik iiriinleri
imalat1 gibi bir¢ok alanda da yine bitkilerden faydalanilmaktadir. Hastaliklardan
korunma ve hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan bitkiler eski zamanlardan beri

birgok hastaligin tedavisinde geleneksel tibta kullanilmaktadir (Pezzuto 1997).

Geofitlerin sogan, yumru ve rizomlarmin igerdikleri etken maddeler, bunlarin
tibbi acidan kullanilmasinda biiyiikk bir 6nem tasir. (Demirhan 2001). Bir¢ok
Cyclamen tiirii hemoroid, egzema tedavisi ve bagirsak kurdunun uzaklastirilmasi icin

etnobotanik olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica Tiirkiye de kisirliga



kars1 koca kar1 ilag1 olarak kullanildigi da rapor edilmistir. (Calis ve dig. 1997).
Cyclamen ekstraktlar1 spermicidal, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-
nociceptif aktivite gdstermekle birlikte rinosiniizitte de kullanilirlar (Primorac ve dig.

1985, Mahasneh ve EI-Oqlah 1999, Speroni ve dig. 2005).

Yakin gegmisimizde ilag sanayisinin hizli bir sekilde gelismesiyle géz ardi
edilen bitkilerle tedavi, ¢ogunlukla sentetik ilaglarin neden oldugu olumsuz yan
etkileri nedeniyle giinlimiizde yeniden énem kazanmistir. Bitkiler lizerinde yapilan
caligmalar ¢esitli hastaliklara kars1 kullanilan yeni ilaglarin kesfine onciiliik etmistir
(Orhan ve dig. 2006). Bitkilerin igerdigi biyoaktif bilesikler olan sekonder
metabolitlerin kesfi, bu alanda yapilan ¢alismalar tetiklemistir. Birgok c¢aligmada
farkli sekonder metabolitlerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-bakteriyal,
antikanser, yaslanmay1 geciktirici gibi farkli biyolojik aktiviteler gdsterdigi ortaya
koyulmustur. Siiperoksit anyonu (O;%), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (OHe) gibi reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin insan viicudunda
bulunan lipitler, proteinler ve DNA iizerinde oksidatif modifikasyonlara, yasa baglh

dejeneratif bozukluklara ve ¢esitli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir.

Antioksidanlar, serbest radikal zincir reaksiyonlarmin ilerleme ya da
baslangi¢ basamagini bloke ederek oksidatif siirecin durdurulmasim saglarlar (Ozen
ve dig. 2011). Bu sayede viicudu, serbest radikallerin sebep oldugu ¢esitli oksidatif
zararlara kars1 korumaya yardimer olurlar. Bu aktif serbest radikallerin; kanser,
diyabet, yaslanma, artirit gibi pek ¢ok hastaliga neden oldugu bilinmektedir (Shahidi
1997).

Mikro RNA’lar, 20-24 niikleotid biiyiikligiindeki kiigiik RNA molekiilleri
olarak tanimlanmaktadir (Bedeir ve dig. 2011, Iorio ve dig. 2005). Giinlimiizde 5922
adet miRNA tanimlanmistir ve hali hazirda tanimlanan miRNA’lar ile beraber bu
say1 her gecen giin artis gostermektedir (Jones ve dig. 2008). miRNA’lar hiicresel
diferansiyasyon, proliferasyon (Chen ve dig. 2006), apoptozis (Krichevsky ve dig.
2006), eritropoez, fibrozis, angiogenez (Felli ve dig. 2005), immunite (Kloosterman
ve dig. 2007) gibi birgok hiicresel ve biyolojik olaylarda gorev almaktadir. Bu
molekiillerin hiicre biiylimesi ve hiicre oliimiinde etkili olduklar1 belirlenmis ve

bunun iizerine miRNA’larin kanser dokularinda arastirilmasi s6z konusu olmustur.
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Insan genomundaki 23000 civarindaki genin iigte birinin bu diizenleyiciler tarafindan
kontrol edildigi bilinmektedir. Arastirmacilar bu kiiciik RNA molekiillerinin hiicresel
birgok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldigini, bununla birlikte, hiicrede
miRNA ekspresyonunun normal seviyelerinin digina ¢ikmasinin insanlarda kanser
geligimi ile baglantili oldugunu rapor etmislerdir (Pillai ve dig. 2007). Kanser gelisim
stiresi sirasinda invazyon ve metastaz asamalarinda da mikro RNA’larin regiilator bir
rol oynadiklar literatlirde yapilan ¢aligmalarla saptanmistir (Camarillo ve dig. 2012).
Kromozomlarin kirik bolgesi yakininda miRNA genlerinin bulunmasi ve malign
dokularda bu genlerin ekspresyon diizeylerinin degismesi, kanser ile kurulan

baglantiy1 desteklemistir (Calin ve dig. 2004).

1.1 Cahsmanin Amaci ve Onemi

Cyclamen tlrleri, icermis olduklar1 biyolojik aktif bilesenler (6zellikle
saponinler ve alkoloidler) sayesinde Onemli ve ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahiptirler. Yaptigimiz literatiir taramasina gore Cyclamen cinsine ait bazi bitkilerde
cesitli biyolojik aktivite ¢aligmalarina (antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar,
antiproliferatif antinosiseptik, insektisidal) rastlanmistir. Endemik bir bitki olan
Cyclamen pseudibericum hakkinda morfolojik ve anatomik bir ¢aligma disinda her
hangi bir biyolojik aktivite g¢aligmasina rastlanilmamisken C. graecum’da bazi
biyolojik aktivite caligmalarina rastlanilmigtir. Cyclamen cinsi ile ilgili antitiimor
calismalarina sadece Cyclamen coum ve Cyclamen europaeum tiirlerinde

rastlanilmistir.

Bu calismada Cyclamen cinsine ait C. graecum ve C. pseudibericum
ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri, toplam fenolik madde miktari, sitotoksik ve
anti-timor etkisinin arastirilmasi planlanirken, akciger kanseri, apoptozis, metastaz
ve invazyon ile iligkili miRNA’larin ekspresyonlarinin incelenmesi ve YPSK ile aktif

bilesenlerinin tespit edilmesi amaglanmaktadir.



1.2 Cahsma Materyalinin Botanik Ozellikleri

1.2.1 Primulaceae Familyasi1 ve Cyclamen cinsi

Diinyada Primulaceae familyast 28 cins, 1000 kadar takson ile temsil
edilirken Tiirkiye’de 9 cins (Primula, Dionysia, Androsace, Hottonia, Cyclamen,
Lysimachia, Glaux, Anagallis, Samolus) ve 51 takson ile temsil edilmektedir. Bu
familyanin ¢ogunlugu Kuzey Yarimkiirede ve ozellikle Alpin bolgelerde yayilis
gosterir (Davis 1978).

Ulkemizde genel olarak kiyr bolgelerimizde yayilis gosteren Cyclamen
cinsinin, dogal halde 12 taksonu yetisir ve bu taksonlarin 6 tanesi ilkbaharda 6 tanesi
sonbaharda cicek acar. Sahip oldugumuz 5 endemik taksonla Anadolu bir Cyclamen

cennetidir (Tablo 1.1) (Ekim ve dig. 1991).

Tablo 1.1: Tiirkiyedeki Cyclamen tiirleri

Ilkbaharda cicek acan Sonbaharda ¢icek acan Endemik olan tiirler
tiirler tiirler
C. persicum Miller. C. graecum Link. C. intaminatum (Meikle.)
Grey.-Wilson.
C. pseudibericum Hildebr. C. cilicicum Boiss. C. parviflorum Pobed.
&Heldr.
C. coum Miller. C. mirabile Hildebr. C. pseudibericum Hildebr.
C. alpinum Dammann. ex C. hederifolium Aiton. C. mirabile Hildebr.
Spreng.
C. parviflorum Pobed. C. repandum Sibth. & C. cilicicum Boiss. &
Sm. Heldr.
C. intaminatum (Meikle.)
Grey.-Wilson.




Cylamen ismi latince “kuklamis”, “kuklamiren” sozciiklerinden tiiretilmistir.
Latince “kuklos”veya “cyclos” daire anlamina gelmektedir. Cyclamen ismi bu
bitkilere M.O. 370-285 yillar1 arasinda yasayan Theophrastus tarafindan verilmistir.
Bitkiye bu ismin verilmesinin sebebi ise toprak alti yumrularimin yuvarlak,
yapraklarin daire seklinde olmasindan veya meyva saplarinin daire seklinde

helezonlar yaparak topraga dogru uzanmasindan dolayidir (Tanker ve dig. 1984).

Bu cinste yer alan tiirler iilkemizin degisik yorelerinde “domuz ekmegi,
domuz turpu, domuz agirsagi, dag meneksesi, siklamen, tavsan kulagi, devetabani,
buhur otu, buhur meryem, yer somunu, dana gobegi, kir meneksesi, kostebek,
kostlikopen, kostiikopegi, kuskusa, menekse kokil, tavsan pagasi, topalak isimleri ile
taninirken Avrupa dillerinde ise “morron de cochon, savbnot, sowbread, ciclamino,
pan de 5 puerco’’ isimleri ile taninmaktadir. Bu isimlerden de anlasilacag: tizere
domuzlar bu bitkinin yumrularini fazlaca tiiketmektedir. (Baytop 1994, Tanker ve
dig. 1984). Cyclamen tiirleri yaprak ve ¢igeklerinin giizelliginden dolay1 sevilen bir
siis bitkisi olup, bu amagcla yetistirilen bir¢ok kiiltiir formu vardir. Ayrica iilkemizde
dogal olarak yetisen tiirlerin bir kism1 da tabiattan sokiilerek siis bitkisi olarak basta

Hollanda olmak tizere Avrupa lilkelerine ihra¢ edilmektedir (Ekim ve dig. 1991).

Asirt derecede tarimsal miicadeleler, yol yapimlari, tarla agmalar, yol
genisletme caligmalari, hayvanlarin asir1 otlamalart ve birgok sebepden otiiri,
cyclamen gibi bitkiler tehlike altindadirlar. Bu durumdaki bitkilerin korunmasi ve
kiiltiire alinmasi, hem Tiirkiye’deki gen kaynaklarinin korunmasi, hem de iyi adapte
olduklar1 ortam sartlarinda iiretilmesi agisindan Onemlidir. Thra¢ iiriinii olarak
kullanilmas: nedeniyle halen bilingsizce yapilan gerek toplama, gerekse yukarida
belirtilen faktorlerden dolayi, Cyclamen tiirleri nesilleri tehlike altinda olan dogal
bitki ve hayvan tiirlerinin ticaretini diizenleyen anlasmanin (CITES) ek listesinde yer

almaktadir (Ozatay 2000).



1.2.2 Cyclamen graecum Link.

Yumrular kiiresel ya da oval, ¢atlakli, mantarimsidir. Kokler merkezden asagi
ylizeylere yayilir kalinlagir ve geri kivrilir. Sonbaharin sonlarina dogru ¢igeklenir,
yapraklar ciceklerden sonra ortaya cikar. Kordat c¢ok az koselidir, 3-14 cm
uzunlugunda ve genisligindedir, marjini c¢ok hafif kalinlasir ve kabuk baglar,
dentrikulattir. Korolla soluk pembe nadiren beyaz, loblar 2 cm uzunlugunda ve
auriculate’tir. Loblar koyu kirmizi renktedir. Korolla 2 ya da 3 damarlidir. Meyve

pediselleri tabandan ya da ortadan diizensiz helezon sekilde ¢ikar. (Davis 1978 ).

Yayilis alanlari: Pinus brutia ormanlari, makilik alanlar, kirecli kayaliklardir.

Yetisme yiiksekligi: 1-100 m

Cigceklenme zamani: Eyliil-Kasim

Sekil 1.1: C. graecum bitkisi (web 1)

1.2.3 Cyclamen pseudibericum Hildebr.

Yumrular basik kiiresel (2-3 cm), catlakli ve mantarimsidir. Kokler tabandan
cikar. Yapraklar ilkbaharin baslarinda ciceklerden once ¢ikar, genis kordat, 2-5 cm
uzunlugunda ve genisliginde genellikle damarli ve yiizeyi oldukca parlak, kenarlar
belirgin disli. Koralla genis, beyaz veya soluk bazal goz ile cevrili tabanda belirgin
koyu bir lekeye sahip parlak macenta rengindedir. Korolla auriculate, loblar 15-25
mm, genis¢ce ovat, akiit ya da obtiis. Meyve pediselleri apeksten helezon seklinde

cikar (Davis 1978 ).



* Yayilis alanlari: Pinus brutia ormanlari, kirecli, metamorfik ya da volkanik
kayaliklardir
* Yetisme yiiksekligi: 550-1500 metre

* (igeklenme zamani: Mart-Mayis

Sekil 1.2: C. pseudibericum bitkisi (web 2)

1.3 Bitkisel Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan {iretilen ve giliniimiize birgok
sektorde ham madde olarak kullanilan, bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan
iligkisi olmayan bilesenlerdir. Sekonder metabolitler kesfedildiklerinde herhangi bir
islevinin olmadigt ve bitkiler tarafindan {iretilen atik maddeler oldugu

diistinilmistiir.

Sekonder metabolitler, primer metabolitler gibi bitkinin yasamsal islevleri ile
dogrudan iliskili olmamasina ragmen bitkinin savunma, korunma, ortama uyum,
hayatta kalma ve neslin devami i¢in olduk¢a karmasik mekanizmalarin iirlinleri

oldugu anlasilmistir.
Sekonder metabolitlerin bitkilere kazandirimlar1 sunlardir (Babaoglu 2001):

* C(Cevresel faktorlerin olusturdugu stres ortamina karsi dayamiklilik (kuraklik,
tuzluluk, UV 1sinlar gibi degisik ¢evresel faktorler).
* Herbivorlara karst savunma (bdcek, siiriingen vb.).
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* Mikroorganizmalara kars1 savunma (bakteri, mantar vb.).
* (esitli metabolik ve ekolojik islevleri yerine getirme (6rn; tohum dagilimini

saglamak icin hayvanlar1 ve diger tasiyicilari cezbetme gibi).

Sekonder metabolitler glikoliz, fotosentez ve krebs dongiisii siireci boyunca
gergceklesen metabolik yan basamaklardan tiretilmektedir. Primer metabolizmanin
ana yollar1 olan bu siireglerin ara iiriinleri olan asetil CoA, sikimik asit, mevalonik
asit ve deoksiksiloz-5-fosfat iizerinden sekonder metabolitler sentezlenmektedir. 11k
metabolik yol; fenoller, prostaglandinler ve makrolid antibiyotiklerin sentezlendigi
asetat yoludur. Diger bir yol olan sikimat yolu {izerinden alkaloidler, sinnamik asit
tiirevleri ve lignanlar sentezlenir. Ugiincii ve dérdiincii yol ise mevolanat ve
deoksiksiloz fosfat yoludur. Terpenoidler ve steroidler bu iki yol iizerinden

sentezlenen metabolitlerdir (Dewick 2002).

Fotosentez
l Karbonhidratlar—»Sekerler — m-inositol

Pentaz fosfat Kompleks polisakkaritler
yolu l or. hiicre duvari

v Malonik
Piriivik asit—> Asetik CoOA — :
Sikimik asit yolu asit

' | N yolu

Aromatik amino asitler DOX/MEP Malonil CoA
il \ yolu l
Fenilpropanoid l
yolu Azot iceren Lipitler
§ekonder.metabolltler Terpenoid . Fosfollpltlgr
Fenolik bilesikl or. alkoloidler yolu or. mum, yaglar

pofik bilegikior Poliketidler

{———— Ligninler l

s Tanenler Terpenler

- Kinonlar

Sekil 1.3: Sekonder metabolitlerin sentez yollari



Sekonder metabolitler su sekilde gruplandirilabilir (Mammadov 2014):

* Terpenler ve terpenoidler (izoterpenoidler)

Hemiterpenler
Monoterpenler
Seskiterpenler
Diterpenler ve diterpenoidler

* Fenolik bilesikler

Fenolik asitler
Fenilpropanaidler
Naftokinonlar ve ksantonlar
Stilbenler ve antrakinonlar

Flavonoidler

* Alkoloidler

Ornitin tiirevi alkaloidler

Triptofan tipli alkaloidler

Lizin tipli alkaloidler

Fenilalanin, tirozin ve antranilik asit tipli alkaloidler
Histidin tipli alkaloidler

Izoprenin yolu ile sentezlenen alkaloidler

* Diger gruplar

Glikozitler
Saponinler

Mindr ve sekonder metabolitler
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1.4 Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron ¢ifti iceren ve
bundan dolay1 kararli bir yapiya sahip olmayan atom ya da molekiillerdir. Bu
molekiiller oldukca reaktif olup, genel olarak (Re) simgesi ile gosterilir. En bilindik
serbest radikal tiirleri, siiperoksit anyonu (Oe¢), hidroksil radikali (OHe), peroksit
radikali (OOH?®), azot oksit radikali (NOe)’dir.

Oksidasyon yani yiikseltgenme, bir atom ya da molekiiliin bir aliciya elektron
verme islemidir. Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiiksek olan madde
ylikseltgenirken digeri indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma
icin zararli olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir. Saglikli bir organizmada
daima bir denge olmak zorundadir. Fakat serbest radikalin olugum hiz1 savunma
mekanizmasini asarsa, yani biyolojik sistemlerdeki oksidatif denge bozulursa, ¢ok sayida
oliimciil hastaligin (astim, damar tikanikligi, kronik akciger, seker, beyin damar hasari,
kalp, hipertansiyon, grip, miyokardial enfraktiisii, zatiire, vb. hastalik) olusumunu
tetikleyen bir durum meydana gelir, bu durum “Oksidatif Stres” olarak adlandirilir.
Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir. Reaktif oksijen ve
azot tiirleri insan viicudunda degisik vesilelerle bulunabilirler. Ornegin; siiperoksit ve
hidrojen peroksit miktari, baz1 biyomolekiillerin (adrenalin, dopamin, tetrahidrofolat
ile mitokondriyal ve sitokrom P450 elektron transport zincirlerinin bazi bilesikleri)

oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla olusur.

1.5 Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederek viicudun etkilenmemesini
veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Antioksidanlarin, hiicrelerin normal
solunumu sirasinda yan iirlin olarak olusan reaktif oksijen tiirlerine (ROT) karsi

viicut savunma sisteminde 6nemli bir rolii olduguna inanilmaktadir.

Canlt organizmalarda olusan serbest radikaller, ¢ogu zaman lipit

oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre oOliimlerine neden olmaktadir.
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Antioksidanlar bu oksidasyonun c¢esitli asamalarinda degisik mekanizmalar yoluyla
koruyucu 6zelliklere sahiptir. Sentetik olarak {iretilebildigi gibi dogal kaynaklardan
da elde edilebilirler. Bu tiir maddeler, olusan serbest radikalleri (reaktif oksijen
tiirlerini) ya dogrudan temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen aktarimi
yaparak etkisiz hale getirirler. Genel anlamda iki tiir antioksidan madde tanimlanir.
Birincil antioksidan maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya serbest radikal
temizleyen tiirlerdir. Ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu antioksidan
maddeler ise, metallerin aktivasyonunu azaltict lipit hidroperoksitlerin istenmeyen
ucucu tiirlere parcalanmasini engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da birincil

antioksidanlarin yeniden {iretimini saglayan tiirlerdir.

Antioksidanlar hepimizin bildigi vitamin C, vitamin E ve A vitamininin 6ncii
maddesi olan B-karoten, bitki ve sebzelerin genelde renkli maddelerini olusturan
flavonoidler ve bunlardan elektron alan selenyum, ¢inko gibi maddelerdir. Serbest
radikaller, en dis yoriingelerinden bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron
acigint kapatabilmek icin baska atomlarin elektronlarint paylagsmaya c¢alisan
atomlardir. Serbest radikal olusturan kaynaklar radyasyon, viriisler, giines 1sinlarinin
bir kism1 olan ultraviyole 1sinlar1, hava kirliligine sebep olan fosil kdkenli yakitlarin
yanma sonundaki {riinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi
sonunda ortaya ¢ikan iirlinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik {iriinleri, bazi tahrip

edici kimyasallar, hagere kontrol ilaglar1 ve bircok bagka etkenlerdir.

Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksi tipinde olan bu serbest radikaller
elektron aciklarini elektron verme 6zelligi yliksek olan antioksidanlardan saglarlarsa
bir bagka biyomolekiilii indirgememis olurlar ya da serbest radikaller tarafindan

etkilenmis biyomolekiiller, antioksidanlardan elektron alarak yenilenebilir.

Teorik olarak miimkiin goriinse de antioksidanlarin viicudun tiim béliimlerine
mesela beyin, omurilik sivisina, kemik iligi veya baz1 dokulara, kanda bulundugu
konsantrasyonda girmesi miimkiin degildir. Bunun yani sira, antioksidanlar elektron
aldiklarinda bu elektronlar1 verebilecekleri baska akseptorlerinde yanlarinda
bulunmasi gerekir. Belki bu nedenle dogal olarak alinan birbirine benzer ve bir arada
bulunan antioksidanlar ila¢ gibi alinan saf ve bir tip antioksidanlardan daha

degerlidir. Antioksidanlar agisindan zengin olan beslenme aligkanliklarinda bazi
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hastaliklarin az goriinmesi s6z konusudur. Fransizlarda kalp hastaliginin, Glineydogu

Asya’da yasayanlarda meme kanserinin az bulunmasi gibi.
Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 sunlardir:

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan
temizlenmesi.

2. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi.

3. Metal iyonlarmin baglanmast ve bdylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi.

4. Serbest radikallerin baglandigi organik molekiillerin hasar sonrasi tamiri ve

temizlemesi.

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, sistein, tirik asit,
seruloplazmin, albumin, haptoglobin, laktofrrin, vitamin E, vitamin C ve
karotenoidler bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ise enzimatik antioksidanlardir. C vitamini, E vitamini, B-karoten ve
riboflavin, gidalarda bulundugu bilinen dogal antioksidanlardir. Sodyum benzoat ve
propil gallat gidalarda koruyucu antioksidanlar olarak kullanilmaktadir. E vitamini
dogal bir antioksidandir. Peroksidleri ve serbest oksijen radikallerini notralize
etmektedir. Hiicre zarimin fosofolipid tabakasinda bulunan uzun zincirli doymamis
yag asitleri (linoleik asit ve arakidonik asit), kendiliginden veya oksitleyici
maddelerin etkisi sonucu kolayca oksitlenebilir ve peroksit tiirevlerine doniigebilirler.
Isigin ve havanin etkisiyle gerceklesen bu olay lipid oksidasyonu veya oto-
oksidasyon olarak isimlendirilmektedir. Serbest radikaller doymamis bir yag asidi
zincirinden bir hidrojen atomu (H") kopardiklarinda karbon merkezli bir lipid
radikali meydana gelir (L¢). Olusan bu molekiile bir oksijen molekiilii ilave edilir ve
lipid peroksil radikali (LOOe¢) olusur. Olusan bu lipid peroksil radikali, zincir
iizerinde hemen yaninda bulunan doymamis yag asidinden bir hidrojen atomu
koparir. Radikalin kendisi lipid hidroperoksil haline doniisiirken (LOOH) hidrojen
atomunu aldig1 doymamis yag asidi de yine dnceki yag asidinin gegirdigi reaksiyon
basamaklarin1 gegirir. Boylelikle zincir iizerinde bulunan tim doymamis yag asitleri
sirastyla oksitlenerek toksik birer radikal haline doniisiirler. Son asamada olusan lipid
hidroperoksil (LOOH) ise kolay bir sekilde daha tehlikeli ve kararsiz olan lipid
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alkoksil radikaline doniigiir (LO-). Serbest oksijen radikallerinin olugmasinin eslik
ettigi bu olaylar zincirini hiicre zarinda 6nleyen ve olustugunda noétralize eden en
giiclii antioksidan faktor, E vitaminidir. E vitamini, hiicre ve hiicre i¢i organellerin
zarlarinda bulunan lipidler lizerindeki bu etkisi nedeniyle bu zarlar1 oksidatif hasara
karst korur. P-karoten ve diger karotenoidler bitkiler icin olduk¢a Onemli
antioksidanlardir. Polien yapilar1 sayesinde 15181 absorbe ederler, klorofil ve giines

15181 etkilesiminden ortaya ¢ikan serbest radikalleri temizlerler.

Karotenoidler antioksidan ajanlar olarak bilinmektedirler ve polifenol 6zellik
gostermemektedirler. Polienler olarak smiflandirilan karotenoidler tekli oksijeni

giderme 6zelligine sahiptir (Sanjust ve dig. 2008).

Bitkiler dogal antioksidanlar agisindan oldukca zengin kaynaklardir. Ozellikle
fenolik bilesikler, bu yeteneklerinden dolay1 6n plana ¢ikmaktadir.

1.5.1 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesenler yapisinda, aromatik halkanin karbon atomlar1 ile
birlesmis olan bir veya birka¢ adet hidroksil grubu bulunduran, dogal bilesenlerdir.
Aromatik halkaya bagli olan hidroksil grubu sayist bir ise bu madde fenol, iki ve
daha cok sayida ise polifenol olarak adlandirilmistir. Metabolizmada ¢ok 6nemli
fonksiyonlar iistlenen fenolik bilesenlerin bitki hiicresinde toplanmasi bitki
hayatinda Onemli bir olaydir. Fenolik bilesenlerin biiylik bir kismi sekonder
metabolitlerdir. Ubikinon, adrenalin, tiroksin, serotonin vb. gibi fenolik bilesenler
canli dokularda ¢cok dnemli fonksiyonlar yerine getirmektedirler. Genelde insan ve
hayvan dokularinda benzol halkasi sentezlenemez ve yalniz hazir gidalarla alinir.
Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar

(Mammadov 2014).

Gilintimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi tanimlanmistir (Katkas ve dig.
2006). Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan fenolikler eklenmektedir
(Cemeroglu 2004). Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak,
dal ve govdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu ve dig. 2004, Coskun 2006, Aydin
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2007). Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin bir kismi meyve ve sebzelerin
lezzetinin olusmasinda, Ozellikle agizda acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat
unsurunun olugmasinda etkilidirler. Bir kismi ise meyve ve sebzelerin sari, sari-
esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugsmasini saglamaktadirlar. (Cemeroglu
2004, Zor 2007, Glingdr 2007). Meyveler, 6zellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin
antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu
etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve dig.
2004). Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkileri nedeniyle
"biyoflavonoid" adi da verilmektedir. Baz1 kaynaklarda P faktorii (permeabilite
faktorii) veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli 2007, Cemeroglu

2004).

1.5.1.1 Fenolik Asitler

Hidroksi benzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde
iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit,
vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan
yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina
gore farkli ozellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-
kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiylik bir kism1 organik asitler ve
sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik asitlerin (Saldamli 2007, Balasundram

ve dig. 2006) kimyasal yapilar Sekil 1.4’de goriilmektedir.
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R1 R1

R2 OOH R2 CH=CH———COOH
R3 (a) R3 (b)
Asit R1 R2 R3 Asit R1 R2 R3

p-Hidroksibenzoik H OH| H p-Kumarik H OH H

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O |OH| H [ Ferulik CH,O|OH | H

Siringik CH,O OH|[CH,0 Sinapik CH,O| OH | CH,O
Gallik OH |OH| OH

Sekil 1.4: Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit
tiirevleri (Shahidi F 2005)

1.5.1.2 Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6)
yapisindadir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1
kolaylikla glikozitlenir (Bilaloglu ve dig. 1999). Flavan tiirevleri olan flavonoidlerin

genel yapist Sekil 1.5°de goriilmektedir.

7\

Sekil 1.5: Flavonoidlerin genel yapisi (Shahidi F 2005)
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Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklagik 6500 farkli
flavonoid bilinmektedir (Saldamli 2007).

Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;

1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler ve 16ykoantosiyanidinler

5- Proantosiyanidinler

1.5.2 Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen veya nitrojen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 Onlemek i¢in viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 geligmistir.

Bunlar antioksidanlar olarak bilinirler.

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif

oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.

Antioksidanlar hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.
Antioksidan savunma sistemleri endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak

tizere iki gruba ayrilabilir (Konukoglu 2000).

1.5.2.1 Endojen (dogal) Antioksidanlar

1- Enzimler
a) Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
b) Siiperoksid dismutaz
¢) Katalaz
d) Glutatyon-S-transferaz
e) Hidroperoksidaz
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2-Enzim olmayanlar

a) Lipid fazda bulunanlar
- E vitamini (a-tokoferol)
- B-karoten

b) Sivi fazda (Hiicre sitozollinde veya kan plazmasinda) bulunanlar.
-C vitamini (Askorbik asit)
-A vitamini (retinol)
-Melatonin
-Urat
-Sistein

-Seruloplazmin

1.5.2.2 Eksojen Antioksidanlar (ilaglar)

1-Ksantin oksidaz inhibitorleri

2-NADPH oksidaz inhibitorleri

3-Rekombinant siiperoksit dismutaz

4-Trolox-C (E vitamini analogu)

5-Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler
6-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
7-Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri
8-Notrofil adezyon inhibitorleri

9-Sitokinler

10-Barbitiiratlar

11-Demir selatorleri

1.6 Kullanilmakta Olan Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayin yOntemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon

acisindan temel olarak iki sinifta toplanabilir:

a) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT).
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b) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET) (MacDonald-Wicks
2006).

HAT esasl analiz yontemlerinin ¢ogunda yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir
ve kantitasyon kinetik egrilerden tiiretilir. HAT esashi yontemler genellikle bir
sentetik serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan

olusur.

ET esasli yontemler reaksiyon sonunun indikatdrii olarak bir oksidan (ayni
zamanda reaksiyonu takip etmek i¢in prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu
icerir. HAT ve ET esashi yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi
yerine radikal (veya oksidan) siipiiriicli kapasitesini 6l¢gmeye doniiktiir. HAT analiz

yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu.

b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) (Ellefson 2006).

c¢) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP) (Somogyi 2007).
d) Crocin bleaching deneyleri, olarak siralanabilir (Lussignali 1999).

ET esasli analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Olglimiine dayanir. Renk
degisiminin derecesi 0rnekteki antioksidan derisimi ile baglantilidir. ET esash analiz

yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
(Magalhaes 2008).

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢iimii (Miller 1993).

¢) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢iimii (Benzie 1996).

d) Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan
potansiyel 6l¢lim yontemi.

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi (Huang
2005).

f) CUPRAC (Bakir (II) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi, olarak
stiralanabilir (Huang 2005).
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(Calismalarda en fazla kullanilan yontemler ise:

* Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini.

* DPPH ile serbest radikal siipiiriicii etki tayini.

* Demir-tiyosiyonat metodu.

* Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA).

* B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (total antioksidan aktivite) (Tunalier ve

dig. 2002).

1.7 Cyclamen Tiirleri ile Yapilan Baz1 Calismalar

C. pseudibericum Hildebr., C. neopolitanium Tenn. ve endemik bir tiir olan
C. cilicicum Boiss. ve Hildebr. var. intaminatum tizerinde yapilan c¢alismalarda bu
bitkilerin yayilisi, morfolojik ve bazi anatomik karakterleri incelenerek, saponozitleri
izole edilmis ve hidroliz edilerek sapogenolleri ile ozlar1 teshis edilmistir.
Arastirmalar sonucunda saponozitlerin, siklamiretin izomerlerinin, glukoz, arabinoz
ve ksiloz ile olusturdugu heterozitler oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligsmalarda ozlarin
baglanma siralar1 da incelenmistir (Tanker 1965, Tanker ve Tiirkdz 1984). Yapilan
bagka bir c¢alismada Cyclamen coum yumrularindan NMR triterpenoid saponin-
coumoside A Cs~H9202v - 3/3-O-{D-glucopyranosyl-( 1-6)-L-arabinopyranosyl-( 1-
2)]-fi-D-glucopyranosyl-(1-4)-[D-gluc-pyran-sy-(-2)]-c-L-arabin-pyran-sy- } -6¢-
hydr-xy-3-28-Mact-ne-ean-2-ene) izole edilmistir (Rosemary 1999). Bu bilesenler
bitkiye yiiksek antioksidan 6zellik vermektedir (Yayli 1998). Baska bir ¢caligmada ise
Cyclamen persicum 1H ve 13 C-NMR spektroskopi yontemleri ile yumru ve yaprak
icerikleri Ogrenilerek anthocyanin, peonidin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-b-D-
glucopyranosid flavon bilesikleri izole edilmistir. Bu bilesenler aktif bilesenlerdir
(Rosemary 1999). Cyclamen tuber ve yapraklarimin triterpen-glikozid bilesenleri
icerdikleri kanitlanmistir. Bu agidan calismalarin birisinde Cyclamen repandum’™un
yumrularinin metanollii ¢ozeltilerinde GC-MS yontemi ile triterpen-glikozidler
belirlenmis ve bu bilesenlerin insan THP-1 makrofajlar1 iizerinde etkili olduklari
ogrenilmistir (Dall’Acqua 2010). Farkli kimyasallarin ve besi ortaminin etkisi ile
C. persicum’un embriyolojik silispansiyon kiiltiirii {izerinde uygulanabilecek

degisiklikleri yapilmig ve calismalarda sakkaroz besi ortamindaki embriyonik
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hiicrelerde 2-4 giin i¢inde hizli degisimin meydana geldigi bildirilmistir. Cyclamen
europaeum un terapotik ajan olarak siniizit tedavisinde mukus membran tizerindeki
etkileri ortaya konmustur. Ayrica, Cyclamen repandum’un agri ve enflamasyon
tizerindeki etkileri arastirilmistir (Speroni ve dig. 2007). Son yillarda yapilan bir
calismada 14 Cyclamen tirlinlin yumrularindan elde edilen saponinlerin genelde
cyclamin, deglukocyclamin I, deglucocyclamin II oldugu bildirilmis, C. graecum
bitkisinden ise yeni bir saponin olan isocyclamin izole edilmistir (Reznicek ve dig.
1989). C. persicum, C. purpurascens’in ¢igeklerindeki ugucu bilesikleri ve onlarin
hibritleri gaz kromatografi yontemiyle aydinlatilmistir (Ishizaka ve dig. 2002).
Cyclamen igeriginde yer alan saponinler, nazal mukozada mukus ve noropeptit
salgilanmasini artirirlar. Bu yiizden bitki ekstrakti, rinosiniizit tedavisinde kullanilan
burun spreyleri igeriginde yer almaktadir. C. mirabile ve C. coum’dan elde edilen
saponin sicanlara enjekte edilerek uterus kontraktil aktivitesi {izerindeki etkisi
arastirllmistir (Calis ve dig. 1997). Cyclamen ekstrakti nazal mukozada ozmotik etki
gostererek musin salgisini artirir, mukoza 6demi ve konjestiyonunu azaltir (Fabre

2007).

1.8 Kanserin Tanimi

Canli organizmalardaki tiim hiicreler belirli bir yasam siiresine sahiptir bu
stirecte hiicre cogalmasi, hiicre 6liimii gibi hiicrenin yasamsal aktivitelerinin diizenli
bir sekilde devam etmesini, hiicrelerin ve dokularin devamliligini, hiiclerin
Omiirlerini tamamlamalarinin ardindan O&lmelerini kontrol eden mekanizmalar
mevcuttur. Ancak canlida gergeklesebilecek bir molekiiler kargasa sonucunda bu
sistemin bozulabilmektedir. Bu durumun sonucu olarak hiicrelerin kontrolsiiz ve asir
cogalmasini takiben tlimor olusumu ve devam eden siiregte ise ilerleyen tiimoriin
cevre dokulara zarar vermesi sonucu kanserlesme siireci baslamaktadir. Kisacasi
kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemden kagmalarina ve
sonu¢ olarak daha uzak dokulara metastazlar olusturmalarina yol agan metabolik

degisiklikler gecirdikleri ¢ok adimli bir siirectir (Merlo ve dig. 2006).
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1.8.1 Cok Asamah Kanser Gelisim Siireci

Kanserin gelisim siireci “karsinogenez” olarak adlandirilir. Hiicrelerin hizl
boliinebilme, canli kalma siirelerini artirma ve metastaz yapabilme yetenegi
kazanmalar1 gibi normalde varolan 6zelliklerinden farkli 6zellikleri kazanmalari i¢in
gerekli birden fazla siireci igerdiginden ¢ok basamakli bir siire¢ olup baslangicinda
bir genetik hasar yatmaktadir (Lilleyap 2008). Meydana gelen bu genetik hasar
kansere yol agan ajanlara ya da karsinojenlere maruz kalinmasiyla ortaya cikabilir.
Kimyasal madde, radyasyon gibi karsinojenlerin veya viriislerin etkisiyle hasara
ugrayan tek bir hiicre, bir dizi olay zinciri sonrasinda tiimor gelisimine sebep olur.
Kanserin en 6nemli Ozelliklerinden birisi de “klonalite”dir ve tiimoriin anormal
olarak proliferasyona ugrayan tek bir hiicreden geliserek gruplar olusturmasidir.
Bunun yaninda, tiimorlerin klonal olmasi, tiimor gelisimine neden olan hiicrenin
baslangigta, kanser hiicresinin biitiin 0Ozelliklerini tasiyacagi anlamina gelmez.
Aksine, kanser gelisimi birbirini izleyen degisiklikler sonucunda giderek malign hale
doniisen bir siiregtir. Kanser gelisiminin ilk basamagi, tek bir hiicrede meydana gelen
genetik veya epigenetik degisiklik sonucu bu hiicrenin anormal boliinme yetenegi
kazanmasidir. Anormal hiicre boliinmelerine paralel olarak, hiicrelerde ek
mutasyonlarin olugmasi, bu tiimor hiicrelerine daha hizli ¢ogalma, daha uzun siire
canli kalma yetenegi gibi avantajlar kazandirir. Sonugta, bu avantajli hiicreler, timor
populasyonunda dominant hale gelirler. Tiimorii olusturan hiicre populasyonlarinin
artan biliylime hizi, sagkalim, invazyon, metastaz gibi 6zellikler bakimindan daha
baskin hale gelme siirecine “klonal seleksiyon™ ad1 verilir. Klonal seleksiyon, kanser
olusum siireci boyunca siirekli devam eden ve tiimorlerin malign forma doniismesini

saglayan 6nemli bir mekanizmadir (Cooper ve Hausmann 2006, Liileyap 2008).

Kanser olusumuna sebep olan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde ya
da tek bir niikleotid diizeyinde (tek ya da c¢oklu niikleotid degisimleri) olabilecegi
gibi hi¢cbir baz degisimi ger¢eklesmeksizin metilasyon ya da asetilasyon
mekanizmalar ile de olusabilmektedir (Williams ve Cummings 2000, Cooper ve

Goeffrey 2006, Kumar ve dig. 2000).
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1.8.2 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi, normal hiicrelerin homeostatik
feedback mekanizmalarin kontroliinden ¢ikmasindan kaynaklanir. Normal hiicrelerin
cogalmasini durduran sinyallere uymasi yerine, kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalma
davranig1 sergileyerek hiicre yogunlugunun artmasina ragmen g¢ogalmaya devam
ederler ve kontakt inhibisyondan etkilenmezler. Kanser hiicreleri, normal
hiicrelerimizden farkli olarak daha diisiik miktarda biiyliime faktoriine ihtiyag
duymaktadirlar. Bunun yaninda kanser hiicreleri baz1 durumlarda ¢ogalabilmek icin
gerekli biiyiime faktorlerini kendileri de salgilayabilmektedirler. Kanser hiicreleri,
normal hiicrelerden farkli olarak hiicre dis1 matriks bilesenlerini parcalayan ve
komsu dokunun igerisine yayilmasina olanak veren proteazlar ile anjiyogenezi
hizlandiran biliylime faktorleri de salgilarlar. Kanser hiicrelerinin bir bagka genel
ozelligi ise siirekli aktif bigimde ¢cogalmalari ile uyumlu olarak, farklilasmanin erken
asamalarinda kalmalaridir. Kanser hiicrelerinin uzun siire yasamalarinin nedeni ise
kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptoz goriilmemesidir. Bazi kanser hiicreleri
programli hiicre dliimiinden kagmalarina ek olarak, telomeraz enziminin ekspresyonu
sayesinde, sinirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir. Boylece anormal sag kalim ve
cogalma yetenegi sayesinde kanser hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalmalari miimkiin olur

(Cooper ve Goeffrey 2006).

1.9 Akciger Kanseri

1.9.1 Epidemiyolojisi

Akciger kanseri tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de insidansi yiiksek bir
kanser tiirtidiir. 2008 yilindaki verilere baktigimizda diinya genelinde 1.600.000 yeni
vaka tespit edilmis ve 1.380.000 oOliimle sonuglanmistir (Jemal ve dig. 2009).
Ulkemizde Saglik Bakanhigi'nin tim saglik kuruluslarinda tani alan kanser
olgularinin kaydedildigi pasif kanser kayit bilgilerine gore akciger kanseri insidansi
11,5/100000°dir (Arslan ve Boliikbasi 2003). Yine bu verilere gore akciger kanseri

insidans1 bat1 bdlgelerimizde daha yiiksek iken (Akdeniz 41/100000, Ege ve I¢
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Anadolu (39,5/100000), Dogu (17,7/100000) ve Giineydogu Anadolu (11,7/100000)

bolgelerimizde bu oranin daha diisiik oldugu saptanmigtir (Pisani ve dig. 1990).

Diinya Saglik Orgiitii 2008 raporuna gdre kanser Sliimlerinin erkeklerde

%29,3°1, kadinlarda %11°1 akciger kanseri nedenlidir (Travis ve dig. 2004).

Akciger kanserinin goriilme siklig1r uzun yillardir artis gdstermektedir ancak
son yillarda 6zellikle gelismis bat1 iilkelerinde sigara igme oranlarindaki azalmaya
paralel olarak akciger kanseri sikliginda da azalma olmaya baslamistir. Erkekler
arasinda akciger kanserine bagli Olimlerde sigara igiciligindeki azalmaya bagh

olarak gerileme olmustur (Crofton ve Douglas 1981).

1.9.2 Etiyolojisi

Akciger kanserinde rol oynadigi diisiiniilen ve biiylik oranda kabul edilen

faktorler:

* Sigara

* Yas, cinsiyet ve irk

* Mesleki ve gevresel karsinojenler
* Diyet

* Sosyoekonomik durum

*  Gegirilmis akciger hastaliklar

e Genetik faktorler

Akciger kanserinde en Onemli etiyolojik faktor sigaradir (%96) ve sigara
icenlerde akciger kanseri riski igmeyenlerden 24-36 kat daha fazladir. Sigara kanser
iligkisi ilk kez 1761°de yapilan bir ¢calismada buruna g¢ekilen tiitiin tozunun burunda
polip olusumuna neden oldugunun saptanmasina dayanmaktadir (Crofton ve Douglas
1981). Sigara dumaninda dort binden fazla kimyasal madde bulunur ve 60’tan
fazlasinin kanitlanmis karsinojen 6zelligi vardir. Bunlardan radon, kursun, bizmut ve
polonyum radyoaktif 6zellikte iken polisiklik hidrokarbonlar ve N-nitrozamin

prokarsinojenik olarak tanimlanmigtir. Sigara dumaninin kimyasal bir bileseni olan
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benzo(a)pirenin p53 tiimor baskilayict geninin 3 spesifik lokusuna zarar verdigi ve
primer akciger kanseri olan hastalarin %60’1inda bu gen anormalliginin tespit edildigi
saptanmigtir (Denissenko 1996). Tiitiin dumaninda bulunan diger polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin ise akciger kanserine yol acabilecek diger mutasyonel bdlgeleri

etkileyebilme kapasitesine sahip olduklart saptanmigtir (Smith ve dig. 2000).

Sigara icimi ile kanser arasinda giiclii bir doz-cevap iliskisi vardir. I¢ilen
sigara sayisl, igme siiresi, inhalasyon derecesi, sigaraya baslama yasi ile artan,
sigaray1 birakmayla azalan bir doz-cevap iliskisi goriilmektedir. Cocuklukta dumana
maruz kalmak bile artmis kanser riski ile baglantilidir (Fraser ve dig. 1999). Her iki
cinste de adenokarsinomlar sigara igmeyenlerde ¢ok daha sik olmakla birlikte sigara
ile iligkili olarak en fazla skuamdz hiicreli karsinom ve 6zellikle kadinlarda kiigiik
hiicreli karsinom tespit edilmistir (Carney 2002). Akciger kanseri tiim diinyada,
sigara aligkanligr erkeklerde daha fazla oldugu i¢in erkeklerde daha sik
goriilmektedir, ancak kadinlarda sigara i¢me oraninin artmasiyla insidans erkeklere

gore daha hizli artmaktadir (Spitz ve dig. 2007).

Pasif sigara i¢iminde de akciger kanseri riski 3,5 kat artmistir. Ciinkii etrafa
yayilan sigara dumaninda tiim karsinojenler aynen bulunur ve sigara filtresinden de
geemediginden c¢ok daha yogundur. Sigara igen erkeklerle evli, sigara igcmeyen
kadmlarda risk 1,3 kat artmistir. Sigarayr birakmanin erken evrede tespit edilen
akciger kanserli hastalarda olumlu etkileri oldugu saptanmistir. Buna karsilik erken
evrede tan1 konan ancak, sigara icmeye devam eden akciger kanserli hastalarda
yapilan c¢alismalarda mortalite oranlarinda ve ikinci bir primer tiimdriin olusma
oraninda artig saptanmistir (Parsons ve dig. 2010). Yapilan kohort ¢alismalarinda
sigara igiciligi ile olusan akciger kanserinin goriilme riskinde, etnik ve 1rksal

farkliliklarin rolii oldugu saptanmistir (Haiman ve dig. 2006).

Akciger kanseri riskini artiran ¢ok sayida mesleki ve cevresel karsinojen
vardir. Bunlar arasinda en iyi bilinenler asbest, radon, arsenik maruziyeti,
diklorometil eter, krom, formaldehit, iyonize radyasyon, nikel, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar, agir metal tozlar1 ve vinil kloriddir (Chen ve dig. 2004).
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Dogada da bulunan radonun son yillarda akciger kanserine yol acabilecegine
dair ¢aligmalar vardir. Hava kirliligi akciger kanserlerinin %1 kadarindan sorumlu
tutulmaktadir. Aromatik hidrokarbonlarin yogun oldugu boélgelerde akciger kanseri
olgular1 daha fazladir. Kentlerde yasayanlarda risk 1-2 kat daha fazladir. Vitamin A
ve P-karotenden fakir beslenmenin hayvan modellerinde akciger kanseri riskini
artirdi1  gosterilmistir. Insanlardaki calismalarda da diyetinde B-karoten/retinol
miktar1 yliksek olan olgularda akciger kanserinin goreceli riski 0,59’a diismektedir.
B-karoten, A vitamininin Onciiliidiir ve turunggiller, yesil sebzeler ile balikta bulunur.
Vitamin E ve selenyum benzer sekilde antioksidan etkiyle riski azaltmaktadir.
Yiiksek yagl diyetle beslenen sigara tiryakilerinde akciger kanseri riskinin arttigi
gosterilmistir Sari-yesil sebze ve meyvelerin yeterli alimi riski azaltir. Caymn

(6zellikle yesil ¢ay) koruyucu olduguna dair de baz1 bulgular mevcuttur (itil 2000).

Sosyo-ekonomik durumu kotii olan bireylerde akciger kanseri riski 2-6 kat
fazladir ve bu muhtemelen bu grubun etiyolojideki faktorlere daha fazla maruz

kalmasi ile iligkilidir (Miisteri Oltulu 2014).

Akcigerde bulunan fibrozis sahalarinda kanser gelisim riski artmaktadir.
Tiiberkiiloz, bronsektazi, pndmoni, abse, pulmoner emboli, interstisyel akciger
hastaliklar1 gibi akcigerde skatris birakan hastaliklarda, skar dokusunun kanser
gelisimine zemin olusturdugu ve akciger tiiberkiilozu geciren olgularda akciger
kanseri gelisme riskinin 8 kat fazla oldugu belirtilmektedir (Tatar ve dig. 2000). Skar
zemininde gelisen akciger kanserinde Ozellikle adenokarsinom tipi gelisir.
Tiirkiye’de akciger kanseri hastalarinin %0,3’iinde idiopatik fibrozis, %2,9’unda
akciger tiiberkiilozuna sekonder gelisen fibrozis zemininde kanser gelistigi

saptanmistir (Turkish Thoraici Sociaty 2002).

Akciger kanserli hastalarin birinci derece akrabalarinda, akciger kanseri

riskinde 2,4 kat artis oldugu belirtilmektedir (Matakidou ve dig. 2005).
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1.9.3 Patolojik Siniflandirma

Diinya Saghk Orgiitii'niin (DSO) akciger kanseri siniflandirmas1 1981°de
yapilmis ancak patolojik tanit yontemleri ve kriterlerinde belirgin degisiklikler
gerceklesmesi iizerine siniflama yine DSO tarafindan 2004 yilinda yeniden
diizenlenmistir (Travis ve dig. 2004). Histopatolojik olarak ¢ok fazla cesitlilik
gosteren akciger tiimorleri klinik, tedavi ve tedaviye verdikleri yanit agisindan major
olarak kiigiik hiicreli ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olmak iizere 2 ana grupta

incelenir.

1.9.3.1 Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

Akciger kanserlerinin yaklasik %85-90’n1 Kiiglik Hiicreli Dis1 Akciger
Kanseri (KHDAK) dir. Skuamdz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli
karsinom olmak iizere 3 ana alt tipi vardir. Farkli hiicrelerden kdken almalarina
ragmen bu alt tiplerin tedavi yanitlar1 ve prognozlarinin biiylik benzerlikler
gostermesi nedeniyle biitlin hepsine ortak bir ad ile pratikte KHDAK denilmektedir
(Passlick ve dig. 2000).

1.9.3.2 Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %10-15’ini olusturur. Az sitoplazmaya,
iyl tanimlanamayan hiicre smirlarina, ince graniiler g¢ekirdek kromatinine sahip,
niikleusu bulunmayan veya ¢ok kiigiik olan kiiciik hiicrelerden olusan bir malign
epitelyal tiimordiir (Moran ve dig. 2009). KHAK, sigara i¢imi ile iligkisi en belirgin
akciger kanseri tipidir ve erkeklerde daha sik goriilmektedir. Soluk gri renkte, santral
lokalizasyonda, genellikle mukoza altinda (submukozal) yerlesim gosterirler. Santral
hava yollarindan koken alan bu tiimdrler, ilk olarak submukoza ve periferik
parankimal dokular1 infiltre ederler. Sonra liimende ekstrensek olarak ya da
endobronsial yayilimla obstriiksiyona neden olurlar. Erken ve yaygin metastaz

gosteren agresif bir tiimordiir. KHAK kemige, karacigere, siirrenale ve kars1 akcigere
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siklikla metastaz yapar. Ayrica KHAK %40°1 bulan beyin metastaz1 yapar. Cesitli

paraneoplastik sendromlara neden olabilirler (Ettinger 2001).

1.10 invazyon ve Metastaz

Neoplazm gosteren hiicre ya da hiicre grubunun proliferasyon veya hiicre
gbcli yoluyla bulundugu bolgedeki komsu dokuya penetrasyonu sonucu isgali
invazyon olarak tanimlanir. Metastaz; uzak dokularda, tiimor ile devamliligi olmayan
sekonder implantlarin gelismesi olarak tanimlanir. Genel olarak daha anaplastik ve
daha biiyiik primer neoplazm daha c¢ok metastatik yayilim ozelligindedir, ancak

istisnalar bulunmaktadir (Kumar ve dig. 2003).

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimeleri devam ederken bulunduklar
dokuda diger dokulari itmeye baslarlar. Bu siirecte mutasyonlar da devam
etmektedir. Kanser gelisiminin ilk asamalarinda anormal derecede ¢cogalan hiicrelerin
arasindaki baglanti yapilari da bozulmaktadir. Ornegin, kanser hiicrelerinde bir
yapilan arastirmada kadherin ailesinden E kadherinin ifadesinin azaldigr ve
N-kadherinin ifadesinin arttig1 gosterilmistir (Bogenrieder ve Herlyn 2003).
E-kadherin ifadesini kaybetmis olan kanser hiicresi, bazal laminaya a583 integrin
proteini ile fibronektin araciligiyla tutunmaktadir (Demuth ve Berens 2003). Bu
tutunma hareketi sabit olmayip, E-kadherin ifade kayb1 nedeni ile zayiflayan hiicre-
bazal lamina baglantisinin sonucu olarak hiicre hareketliligi kazanmis olan kanser
hiicresi amoboid hareket yapmaktadir. Bu harekeliligi aktin proteinin yeniden
organize olmasi sonucu olusan yalanci ayak, fillipoda ve lamellipoda olugumlar ile
saglamaktadir. Sitoplazmada ise miyozin kasilmalar1 ile hiicre hareketini

gerceklestirmektedir (Sahai 2005).
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1.11 Mikro RNA (miRNA) ve Biyosentezi

miRNA’lar, genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdolgeleri ve
protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan; fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
diizeyde negatif gen diizenleyiciler olarak gorev alan, yaklasik olarak ~20-25

niikleotid uzunlugunda, tek zincirli, endojen, kisa RNA dizileridir (Ambros 2004).

Mikro RNA’lar, bir birini takip eden iic basamaktan meydana gelir. Ilk
basamakta miRNA genlerinden, pri-miRNA’larin transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci
basamakta pri-miRNA’lar; niikleus iginde, pre-miRNA’lara donistiiriiliir. Son
basamakta ise olgun miRNA’larin sitoplazma i¢inde olusumu gergeklesir (Sekil 1.6)

(Bui ve dig. 2010, Saydam ve dig. 2011).

Pri-miRNA transkripleri genellikle RNA polimeraz II (kiigiik bir grubu RNA
polimeraz III) tarafindan intragenik ya da intergenik kromozomal (genomik)
DNA’dan sentezlenir. Pri-miRNA’lar birka¢ kilobaz uzunlugunda olup cap’lenmis
ve poli-adenil’lenmis olarak bulunur. Pri-miRNA’lar ¢ift zincirde bir ya da daha

fazla sayida sa¢ tokasi ilmegi ve bir terminal ug icerirler (Slezak-prochazka ve dig.

2010, Lin ve dig. 2006, Wang 2010, Bui ve dig. 2010, Junn ve dig. 2012).
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Sekil 1.6: miRNA olusum yolaginin sematik gdsterimi (Wang 2010)

Niikleusda baslamis olan miRNA olusum siireci (Sekil 1.6), Pri-miRNA ‘lar
mikroislemci kompleks (microprocessor complex) tarafindan yaklagik 70 niikleotid
uzunlugundaki, = pre-miRNA  (precursor =~ miRNA=pre-miRNA)  formuna
doniistliriilmesiyle devam eder. Mikroislemci kompleksi, sinif II RNaz III protein
ailesi olan Drosha ve onun kofaktorii olan ¢ift iplikli RNA baglayici protein DGCRS
(DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8)’in meydana getirdigi kompleks bir
yapidir (insanlardaki adi DGCRS8 olan proteinin adi Caenorhabditis elegans’ta
PASHA’dir) (Bui ve Mendell. 2010, Macra ve Doudna 2007).

Niikleusda pre-miRNA formuna doniistiiriilen yapi, RanGTP bagimli olarak
Exportin-5 (XPO-5) tarafindan sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA sitoplazmada, sinif
III RNaz III iiyesi olan Dicer endoniikleaz enzimi ile ~20-25 niikleotid
uzunlugundaki ¢ift zincirli rehber (guide) ve yolcu (passenger) zincirden olusan
miRNA/miRNA* dubleksine g¢evrilir. Memeli hiicrelerinde Dicer; trans-aktivasyon
yanit elemant RNA baglayic1 protein (trans-activation response element RNA
binding protein, TRBP = TARBP) ve interferon uyarict protein kinaz aktivator

protein (PACT) ile is birligi icerisindedir. Dicer, pre-miRNA ‘nin sa¢ tokasi ilmegini
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keser. Akabinde miRNA/miRNA* dubleksinden sadece bir tanesi RISC (RNA-
induced silencing complex = RNA ile uyarilmig sessizlestirme kompleksi) icerisine
girer. Secilen bu zincir, 5' ucu ile Argonaute (AGO) proteinine baglanan rehber
zincirdir. Rehber zincirin 5' ucu, 6teki zincirin ucuna gore daha kararli bir yapiya
sahiptir. Rehber zincir RISC ve AGO’nun birlikte olusturdugu yap1 mi-RISC olarak
adlandirilir. Komplekse dahil olmayan zincir, yolcu zincir (miRNA*) olarak
adlandirilir.  Komplekse dahil olmayan yolcu zincir niikleazlar tarafindan
parcalanarak yok edilir. mi-RISC; Dicer, TARBP, PACT, GEMIN 3
(Gem—cekirdek organeli Iliskili Protein 3) ve GEMIN 4 (Gem—cekirdek organeli
Iliskili Protein 4) gibi birkag proteini igerir; fakat bu proteinler dogrudan AGO ile
iligkilidir. AGO proteinlerinin memeli hiicrelerde AGO 1, AGO 2, AGO 3 ve AGO 4
olmak iizere 4 farkli formu, her bir proteinin de N-terminal, PAZ, orta ve Piwi olmak
iizere de 4 bolgesi bulunmaktadir (Wang 2010, Bui ve Mendell 2010, Junn ve dig.
2012, Pasquinelli 2012, Juvvuna 2012).

Tek zincirli miRNA’y1 iceren aktif RISC kompleksi miRNA’daki 2-8
niikleotidlik ¢ekirdek dizi (seed sequnce) ile mRNA (messenger RNA)’ya baglanir.
Bu eslesme, mRNA‘nin 3' UTR (untranslated region) bdlgesi ya da ORF (open
reading frame) ucu tarafinda gerceklesir. ORF ile kurulan bag miikemmel bir sekilde
gerceklesirken, 3' UTR tarafindaki eslesme, miikemmel olmayan eksik bir eslesme
seklinde gerceklesir (Bui ve Mendell 2010, Saydam ve dig. 2011, Junn ve Mouradian
2012). mi-RISC kompleksi, AGO yardimiyla hedef mRNA’nin yikimini baglatmakta
ve/veya protein translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda miRNA’larin, translasyonu arttirdigi yoniinde ifadeler de
bulunmaktadir. Buna gore; hiicre dongiisti arest durumunda iken, TNF o (tumor
necrosis factor-alpha) aktivasyon sinyali ilizerinden miR 368-3 direkt AU-Rich
element (ARE) ile iliskili olarak translasyonu aktive etmektedir (Wang 2010, Bui ve
Mendell, Juvvuna ve dig. 2012, Vasudevan ve dig. 2007).
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1.12 Mikro RNA (miRNA) ile Akciger Kanseri Arasindaki iliski

Mikro RNA’lar hedef mRNA’nin yikimint ya da RNA interferans olarak
adlandirilan gen susturma mekanizmasinda ve fonksiyonel olarak gen
ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenlenmesinde gorev alirlar (Wijnhoven ve
dig. 2007). Hiicre biiyiimesinde, farklilasmasinda, proliferasyonunda ve hiicre
oliimiinde bir veya daha fazla hedef genin baskilanmasinda rol oynar (Selbach ve
dig. 2008, Baek ve dig. 2008). miRNA’lar dokuya spesifik olup insanlarda biitiin
hiicre tipinde bulunurlar ve farkli hiicrelerden farkli miRNAlar eksprese
edilmektedir. Cesitli miRNA ekspresyon diizey degisiklikleri bir¢ok hiicresel

proteinin ekspresyon diizeylerini etkilemektedir (Latronico ve dig. 2007).

MiRNA’larin sentezi genellikle polisistroniktir. Bu giine kadar 2000’den
fazla insan miRNA geni tarif edilmistir (Griffiths-Jones ve dig. 2008). Bunlarin
yaklagik 1/3’1 113 bolgede kiimelenmislerdir. Ayn1 bolgede bulunan mikro RNA’lar,
cesitli hiicre kiiltiirii caligsmasi verilerine gore bir arada eksprese olmaktadirlar
(Landgraf ve dig. 2007, Chiang ve dig. 2010, Witten ve dig. 2010). Bunlardan
bazilar1 onkogenik (miR-17-92 ve miR-21) ve tiimor baskilayict genler (Let-7/miR-
98 ve miR-141/200) olarak da smiflandirilabilmektedirler (Esquela-Kerscher ve
Slack 2006, Calin ve Croce 20006).

miRNA’lar kardiyovaskiiler hastaliklar, merkezi sinir sistemi hastaliklari,
inflamatuar ve immiin kdkenli bir¢cok hastalikla yakindan iligkilidir (Ha 2011, Soifer
ve dig. 2007, Tsitsiou ve Lindsay 2009). miR-146a ve miR-155’in Alzheimer
hastaliginin erken tanisinda markir olarak kullanilabilecegi saptanmistir (Lukiw ve
dig. 2012, Wang ve dig. 2012). inflamatuar ve immiin kokenli hastaliklarda, miR-
155, miR-146a, miR-125b, mir-204, miR-296, miR-198, miR-342, miR-383 ve Let-
7b miRNA’lar1 rol oynamaktadir (Tili ve dig. 2008).

Gilinlimiizde yiizlerce miRNA’nin azalan veya artan ekspresyon ozellikleri ile
timor baskilayict veya onkomir olarak goérev aldigi gosterilmistir. Ayrica miRNA
genlerinin  %50°den fazlas1 kanser ile iliskili genomik bolgelerde yerlesmistir
(Bartles 2009). MikroRNA’lar akciger, mide, meme, kolon, tiroid, pankreas ve

prostat kanserlerini de igeren bircok kanserde anormal eksprese edilirler (Bartles
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2009, Khosknaw ve dig. 2009, Mitchell ve dig 2008). Nakajima ve arkadaslari
(Nakajima ve dig. 2006) tarafindan kolorektal kanserlerde onkogenik miRNA’lardan
Let-7g, miR-181b, miR-200c, miR-29 ve miR-92’nin seviyerinde artis oldugu

gosterilmistir.

Akciger kanserinde miR-210, miR-21, miR-31 ve miR-182 diizeylerinde artig
saptanmigtir (Wang ve dig. 2009, Nikiforova ve dig. 2008).

Chen ve arkadaglar1 akciger kanseri hastalarinda serum miRNA’larin1 analiz
ederek KHDAK hasta serumunda bulunan ancak normal serumda bulunmayan 63
tane miRNA tespit etmislerdir. Akciger kanserinde Let-7 ve miR-155 ailesi akciger
adenokarsinomal1 hastalarda hayatta kalmayla iliskilidir. Ras onkogenini Let-7 ailesi
negatif regiile edebilir bu nedenle Let-7 ailesi tiimor baskilayici olarak fonksiyon
gosterir (Johnson ve dig. 2005). Yu ve arkadaslar1 2008 yilinda yayinladiklari
caligmada bes yeni miRNA tanimlamiglardir; bunlardan miR-221 ve Let-7 koruyucu
etki gosterirken miR-137, miR-372 ve miR-182 ise kotii prognoz gostergesi
oldugunu ileri stirmiiglerdir (Yu ve dig. 2008). Garofalo ve arkadaslar1 miR-221 ve
miR-222’nin KHDAK’de TRAIL-direncini artirdigin1 ve TRAIL sinyalinin p27’ye
ulagmasini engellediklerini ortaya ¢ikarmislardir (Garofalo ve dig. 2008).
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Sekil 1.7: Akciger kanserogenezi’nin miRNA’lar ile iliskisi
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bitkisel Materyal

Arazi ¢aligmalar1 kapsaminda projede yer alan tiirlerinin alternatif lokaliteleri
ilgili kaynaklar (Davis 1984, Duman ve dig. 2002, Celik ve dig. 2004, Varol 2006)
taranarak tespit edilmistir ve bu tiirlerin ¢igeklenme donemleri, yayilis gosterdikleri
lokaliteler, habitatlar1 ve yiikseklikleri dogrultusunda bir arazi calismasi plam
hazirlanmigtir. Bu arazi plan1 sayesinde tiirler dogru zaman ve lokalitelerden
toplanmistir. Arazi ¢aligmalar1 sirasinda farkli lokalitelerden toplamak suretiyle her
bitki tiirlinden yer altt ve yer istii kisimlar birlikte olmakla 1,5-2 kg yas kitle
toplanmistir  (Tablo 2.2). Bu islemler yapildigt zaman ekolojik dengenin

bozulmamasi ve endemik tiirlerin tahrip edilmemesi durumuna 6zen gosterilmistir.

Tablo 2.2: Bitkilerin toplandig1 lokaliteler

TUR ISTASYON

C2 Antalya Kemer mevkii, Pinus brutia
C. graecum Link. orman altlari, 30 m, 25. VIIL. 2012,
E.R. Karagiir 9001. Medit elementi.

CS5 Adana Hasan Dagi etekleri kahveci
C. pseudibericum Hildebr. yaylasi, 950 m, 22. IV.2013,
E.R. Karagiir 9002. Medit elementi.

Tiirlerin teshisi Pamukkale Universitesi Biyoloji Béliimii'nde Sistematik Botanik

Laboratuvari’nda ger¢eklestirilmistir.
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2.2 Yontemler

2.2.1 Bitkilerin Kurutulmasi ve Ekstraksiyon Islemleri

Bitkiler araziden toplandiktan sonra morfolojik Ozelliklerini ¢ok fazla
kaybetmeden bitkilerin toprak iistii ve toprak altt kisimlar1 goélgede kurutulduktan
sonra toprak istii kisimlari blender ile pargalanarak, yumrular kiigiik parcalara

boliinerek analize hazir hale getirilmistir.

Kiiciik parcalara boliinmiis olan bitki Ornekleri, su banyosu cihazi
kullanilarak 55°C’de yaklasik 6 saat, minimum 2 tekrarla cesitli ¢oziiciilerin
(metanol, etanol, aseton ve dH,O) ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Her 10 gr’lik
kuru 6rnek i¢in (yaprak ve tuber) 100 ml. ¢oziicii kullanilmistir (Feresin ve dig.

2000).

Elde edilen karisim filtre edilerek siiziilmiis ve ¢ozeltinin yapisindaki ¢oziicii
madde rotary evaporatorde 48°C’de ugurulmustur. Her bir ekstrenin yapisindaki su
Freeze Dryer makinesinde dondurularak c¢ekilmistir. Ekstreler deneylerde

kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2 Antioksidan Aktivite Analiz Yontemleri

2.2.2.1 Serbest Radikal Giderim AKktivitenin Belirlenmesi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2- pikrilhidrazil
(DPPH) radikallerinin  (Sekil 2.8) antioksidan molekiillerin  tayininde
kullanilabileceginin 6nerilmesi ile ortaya ¢ikmistir. Antioksidan aktivite dl¢limlerinin
yogunlastig1 yillarda Brand-Williams ve arkadaslar1 (Brand-Williams ve dig. 1995)
yontemi gelistirmis ve bu yontem pek cok arastirici tarafindan referans olarak
kullanilmistir. Yontemin esasi antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan

DPPH radikalini siipiiriicii etkilerini 6l¢gmeye dayali bir yontemdir. Bu radikal
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hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517
nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH c¢ozeltisine antioksidanin ilave
edilmesiyle absorbansta diigiis meydana gelir ve antioksidanlarin varligiyla radikalin
rengi mordan sartya doner. Bu yOntem antioksidanlarin radikal siipiirme
kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak bilinmektedir.
Antioksidan etkinligi arastirllmak istenen bitkisel ekstrelerin DPPH radikalini
temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile olusturduklar1 rengin 517 nm’de

Olciimiine ve standart madde ile karsilastirilmasina dayanmaktadir (Blois 1958).

Sekil 2.8: DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali
kullanilarak belirlendi (Wu ve dig. 2006). DPPH'm %0,004’liikk (w/v) metanolik
cozeltisinin 4 ml’si, ekstraktlarin 1 ml (0,2-1,0 mg)’si ile karigtirild1 ve 30 dakikalik
karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra, Orneklerin
absorbans1 517 nm’de &lciilmiistiir. Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak %

inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplanmigtir:
Inhibisyon (%) = 100 - [(A; /A¢) x 100 ]
Burada; A kontrolun absorbansi ve A; 6rnegin absorbansidir (Duh ve dig. 1997).

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen 0Oziit
derisimlerine kars1 grafige gecirilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmistir.

Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde yapilmistir.
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2.2.2.2 Indirgeme Giicii Kapasitesinin Belirlenmesi (FRAP Yontemi)

Indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu (1986) tarafindan belirlenen ydnteme gore
tespit edilmistir. Oziitlerin 2,5 ml’si (0,2—1,0 mg/ml) test tiiplerine konularak her bir
tiipe 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH:6,6) ve 2,5 ml %1°’lik potasyum ferrosiyaniir
ilave edilmistir. Karisim 50°C de 20 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra tepkime
karisimina 2,5 ml %10’luk triklorasetik asit ilave edilerek ¢ozeltiden 2,5 ml
almmustir. Ornek {izerine 2,5 ml dH,O ve %0,1°lik 0,5 ml FeCls ilavesinden sonra
700 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Kontrol olarak 6rnek yerine ¢oziiciiler

kullanilmistir. Bu test sisteminde BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.2.3 Toplam Fenolik Bilesik Miktarimin Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu

Yontemi)

Bu yontem 1999°da Singleton ve dig. tarafindan Onerilmis ve daha sonra
farkli uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol
Reaktifi veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdat ve fosfotungstat karigimi bir reaktif
olup fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir. Y6ntem
test edilen materyalin reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi i¢in gerekli miktarini
Olcer (Vinson ve dig. 2005). Ancak bu reaktifin sadece total fenolik bilesik miktarini
Olgmedigi ve ornek i¢cinde mevcut tiim indirgen maddelerle de reaksiyon verecegi
bilinmektedir. Bu nedenle reaktifin sadece 6rnekteki fenolik bilesik diizeyini degil
ornegin total indirgeme kapasitesini de dl¢tiigii konusunda tartisma vardir (Ikawa ve
dig. 2003). Buna ragmen Folin-Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktari
tayini hemen hemen tiim antioksidan g¢aligmalarinda ornekteki fenolik igeriginin
tayininde kullanilan standart bir yontemdir. Ayrica bu reaktifin ila¢ analizinde (Rao
ve dig. 1978), idrar gibi biyolojik 6rneklerde (Roura ve dig. 2006), gida iiriinlerinde
(Mogalhaes ve dig. 2006) fenolik bilesik diizeyi veya indirgeme kapasitesi dlglimleri

icin genisletilmis veya modifiye edilmis uygulamalar1 vardir.

Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asite esdeger olarak belirlenmistir (Chandler ve Dodds 1983,

Singleton ve dig. 1999). Icerisinde 1 ml 6ziit ¢dzeltisi (2 mg/ml) bulunan test
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tiiplerine 45 ml dH,O, 1 ml FCR ve 3 dakika sonra da %?2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden
3 ml ilave edilmistir. Karigim 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakilip
periyodik araliklarla ¢alkalanmistir. Orneklerin absorbans degerleri 760 nm’de tespit
edilmistir. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart gallik asit grafiginden

(Sekil 2.9) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir:

03
£
€ 0,2
o
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S o2 y =1,158x - 0,0027
"E o1 R? = 0,9959
201
<

0,0
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Gallik asit (mg/ml)

Sekil 2.9: Gallik asit kalibrasyon grafigi (y = 1,158x - 0,0027 R* = 0,9959 )

2.2.4 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC/YPSK) ile

Fenolik Bilesiklerin Analizi

Kromotografi bir karisimdaki bilesenlerin biri hareketli digeri sabit iki faz
arasindaki dagilim dengelerine dayanan analiz yontemidir. Bilesenler hareketli faz
tarafindan sabit faz {izerinde siiriiklernir. Hareketli faz ile etkilesimi fazla olan

bilesenin siiriiklenme hiz1 da fazladir (Wilard ve dig. 1981).

Kromotografik yontemlerde hareketli faz gaz, sivi ya da siiperkritik
akigkandir, sabit faz ise siv1 ya da kati olabilir. Kromotografinin siniflandirilmasi ise
hem hareketli faza (Sivi kromotografisi-SK/LC) hem de sabit faza (dagilim ve
adsorbsiyon kromotografisi) gore yapilabilir. Kromotografik yontemlerde ayirim,
sabit faz sivi ise dagilim, kat1 ise adsorbsiyon prensibi ilizerinde gerceklesir. Bunu
yaninda hareketli faz ile sabit fazin birbirine nasil temas ettirildikleri esas alinarak
bagka bir smiflandirma da (Kolon Kromotografisi ve Diizlemsel Kromotografi)

yapilabilir (Skoog ve dig. 1981). YPSK sabit fazi igeren kolonda analizi yapilacak
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madde ya da karisimin yiiksek bir basingta hareketli faz (sivi) ile siirliklenmesi
prensibine dayanan kromotografik analiz yontemidir. Analiz 6rnegini igeren sivi
cozelti sisteme enjeksiyon yoluyla uygulanir ve kolona hareketli fazin akisinda
cozlinerek siiriiklenir. Kolondan gecen madde ya da maddelerin ¢ikis1 6zel kimyasal
ve/veya fiziksel etkilesimler neticesinde belli bir gecikme ile gergeklesir. Bu
gecikmeye retansiyon denir. Maddelerin kimyasal ve fiziksel davramis farklari

retansiyon farki olusturur ve ayirimi saglar (Meyer 1999, Wilard ve dig. 1981).

YPSK biitiin analitik ayirma yontemleri arasinda en yaygin kullanilandir.

Bunun nedenlerti ise:

*  Duyarlilig1 olmasi

* Dogrulugu yiiksek miktar tayinlerine kolayca uyarlanabilmesi

* Ucucu olmayan ve sicakta kolayca bozunan maddelerin ayrilmasinda
uygun olmasi

* Sanayinin, bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi

maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir.

YPSK’nin uygulanabilecegi maddelere 6rnek olarak amino asitler, proteinler,
niikleik  asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, terpenoidler, pestisitler,
antibiyotikler, steroitler, metal organik tiirevler ve c¢esitli inorganik bilesikler

gosterebilir (Skoog ve dig. 1998).
YPSK temel olarak su kisimlardan olusur (Sekil 2.10):

Rezervuar iginde hareketli fazin oldugu ve hareketli fazin pompa tarafindan
cekilerek sisteme yonlendirildigi ilk birimdir. Hareketli faz olarak kullanilacak
¢ozlicii ve ¢oziicli karisimlar: sabit fazin ve analizi yapilacak maddelerin polaritesine

gore secilir.

Pompa, 0,1 ml/dak. ile 10 ml/dak. arasinda sabit bir akis, 350 -500 bar
civarinda da basing saglamalidir. izokritik akis (hareketli faz bilesimi sabittir),
gradient akis (akis zamana gore degisen ¢oziicii bilesimi kullanilir) olmak {izere iki

tip akis gergeklestirebilirler.

40



Enjeksiyon Birimi analiz 6rneginin sisteme verildigi ve hareketli faz akisiyla
birlikte kolona yonlendigi kisimdir. Enjeksiyon manuel ya da otomatik enjektorler ile

gerceklestirilir.

Kolon sabit fazin bulundugu ve ayrimin gerceklestigi birimdir. Kolon ¢ap1 2-
5 mm olanlar genellikle analitik amaglarla kullanilmaktadir. Kolon uzunlugu artinca
retansiyon hacmi de artar bu da eliattaki pik konsantrasyonunu diisliriip tespit
limitini zayiflatir. Kolon dolgular1 normal faz ve ters faz olmak tizere iki temel gruba
ayrilmaktadir. Normal faz YPSK esasi, polarite farki ile ayirim ve analiz olan iki
sistemdir. Sabit faz1 silika ya da aliimina partikiiller ilizerine tutturulmus su ya da
trietilenglikol gibi olduk¢a polar maddeler olusturmaktadir. Bu yontem polar sabit
faz ve non-polar hareketli fazdan meydana gelmektedir. Ters faz YPSK ise adindan
da anlagilacag1 gibi; non-polar sabit faz ve polar hareketli fazdan olusan YPSK
sistemidir. Sabit faz olarak en ¢ok kimyasal olarak baglanmis oktadesilsilan (ODS),
18 karbon atomlu n-alkan (C-18) kullanilir.

Dedektoriin gorevi, drnekteki bilesenlerden biri ayrilip kolondan ¢iktiginda
tespit etmektir. Hareketli faz kompozisyonundaki degisimi fark eder, bunu
konsantrasyonla orantili elektriksel bir sinyale donistiiriir ve bu sinyallerden

kromotogrami olusturur.

Dedektor Tirleri:

= UV Dedektorler

* Sabit dalga boyunda
* Degisken dalga boylarinda
* Diod-Array Dedektorler (DAD)

= Refraktif Indeks Dedektorler

»  Floresans Dedektorler

=  Elektrokimyasal Dedektorler

»  Buharlagtiric1 Isik Sacilim (evaporative light scattering) Dedektorleri
»  Kondiiktivite Dedektorii
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Kaydedici, dedektorden gelen sinyalleri kromotograma doniistiirerek

kaydeder. Basit bilgisayar yazicisindan ¢ok az karmasik olabildikleri gibi gelismis

yaziliml1 bilgisayarlar ve bilgisayar programlar1 da olabilirler (Meyer 1999, Skoog ve
dig. 1998, Willard ve dig. 1981).

DEDEKTOR
Cihaz Kontrolii, 1 hwen =
Yeri toplanmasi 4 . =] 48 b
: - o aa -
. o o i £ Atik
eqgeriendairmesi — --=- H ]

FRAKSIYOHN
TOPLAYICI
mane,  YESKKOLOWUVE
PORAL > LEGNULTH AYARL AHABILDIG
VE HAREKETLI FAZI EHJEKSIYOH Pl
iCEREH REZERVUAR BiRiMi ERmL B
SISELERI

Sekil 2.10: Basit bir Yiiksek Basin¢li S1vi Kromotografisi diizenegi

YPSK c¢ok sayida analitik teknikle kombine edilerek kullanilabilir ancak bu

tekniklerin iginde en Onemlileri spektroskopik yontemlerle birlestirilmis olarak
kullanilan YPSK uygulamalaridir.

YPSK’nin birlikte kullabildigi baslica spektroskopik yontemler:

= UV spektrofotometresi (YPSK-UV/DAD)
YPSK- NMR (niikleer manyetik rezonans)
=  SK-KS (kiitle spektrometresi)

C. graecum ve C. pseudibericum un etanolik tuber ekstraktlarinin YPSK’da
fenolik bilesik tayini Caponio ve dig.(1999) tarafindan kullanilan yontem modifiye
edilerek kullanilmistir. Numune hazirlama isleminde ekstraktlardan 20 mg almip 1

ml metanolde ¢oziilmiistiir.
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Fenolik bilesik tayini i¢in gallik asit, protokatesik asit, katesin, p-hisroksi
benzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, sirinjik asit, valinin, p-coum asit,
ferulik asit, sinapinic asit, benzoik asit, o-coum asit, rutin, naringin, hesperidin,
rosmarik asit, eriodistiol, sinamin asit, kuercetin, luteolin, kamferol, apigenin

standartlar1 kullanilmigtir.
Kullanilan Shimadzu Marka YSBK Cihaz ile Ilgili Ozellikler
Dedektor: Diode Array Dedector (DAD)
Sistem kontrol: SCL-10Avp
Mobil faz A %3 asetik asit, B metanol
Auto sampler: SIL-10ADvp
Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre
Pompa: LC-10ADvp
Akis hizi: 0,8 ml/dk
Degasser: DGU-14A
Kolon: Agilent Eclipse XDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron

Kolon firmi ve sicakligi: CTO-10Avp 30°C
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2.2.5 Hiicre Kiiltiirleri Uzerindeki Sitotoksik incelemeler

Bu ¢aligmalar Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

2.2.6 Hiicre Kiiltiirii

Projede KHDAK hiicre dizileri olan PC9, PC14 ve AS549 hiicreleri
kullanilmigtir. PC9 hiicre hatttinda EGFR geninde ekzon 19’da  E746-A750
delesyonu ve ekzon 21’de L858R nokta mutasyonu tagimasi, PC14 hiicre hatt1 ekzon
19°da  E746-A750 delesyonu, A549 KRAS geninde kodon 12°de G12S nokta
mutasyonu tagimalar1 dolayisiyla secilmistir. Bu mutasyonla PI3K/ AKT yolaginin
stirekli aktif olmas1 nedeniyle proliferasyon, invazyon ve metastazda rol aldigi bu
hiicreler secilmistir. PC9 ve PC14 hiicre hatlar1 %10 Fetal Calf Serum ve %0.5’lik
penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besi ortaminda, A549 hiicre hatt1 %10
Fetal Calf Serum ve %0.5’1lik penisilin/streptomisin iceren DMEM besi ortaminda
37°C, %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda inkiibe edilmistir.

2.2.7 Proliferasyonun Saptanmasi

C. graecum ve C. pseudibericum etanol ekstraktlari, tripsinize edilerek
saytlmis ve 96 kuyucuklu plaklara 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir
PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarina son konsantrasyonlar1 1000, 500, 250, 100, 50,
10, 1 ng/ul olmak tizere yedi farkli konsantrasyon uygulanmistir. Bu sekilde hiicreler
37°C’de, % 5 CO; ve % 95 nemli hava iceren ortamda 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda Cytotox Glo kit (Promega firmasindan temin edilmistir)
kullanilarak Glomax Multi Detection System (Promega) cihazi ile 0. ve 72.
saatlerdeki hiicre proliferasyonu luminometrik olarak (Sekil 2.11) Olglilmiistiir.
Olgiim sonucu &lii hiicrelerin sayis1 elde edilmistir. Daha sonra etkin dozu

belirlenmesi i¢in ICsy degeri hesaplanmigtir.
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Sekil 2.11: Cytotox Glo kitinin canlt hiicreler i¢indeki ATP molekiiliinii saptamast

2.2.8 Invazyonun Saptanmasi

Planlanan c¢alismada bitki ekstratlarinin hiicre invazyonuna etkisinin
saptanmasi i¢in BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalar1 (BD
Biosciences, Clontech) kullanilmistir. Bu invazyon odaciklarinin hiicrelere
sagladiklar1 6zel sartlar sayesinde in vitro kosullar altinda hiicrelerin invaziv
ozellikleri saptanabilmektedir. Bu invazyon odaciklar1 8 mikron ¢apli porlar iceren
bir membran ile ortiilidiir ve bu porlu membran ayrica bir matrijel matriks ile
kaplidir. Bu matrijel matriks bize bazal membrant in vitro kosullarda olusturma
imkan1 saglamaktadir. Bu membran sayesinde invasive 6zelligi olmayan hiicrelerin
membranin diger yiizeyine ge¢mesi engellenmektedir. Bu membrandan diger yiize
ancak invaziv hiicreler gecebilmektedir. Dolayis ile matrijel membran bize invaziv

ve invaziv olmayan hiicrelerin birbirinden ayirabilme imkani sunmaktadir.

PC9, PC14 ve A549 hiicreleri her invazyon odasinda 1,25x10° olacak sekilde
invazyon odalarina ekilerek iizerlerine 0,5 ml Fetal Calf Serum igermeyen RPMI

1640 konulurken invazyon odaciginin disia 0,75 ml %10 Fetal Calf Serum igeren
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RPMI 1640 eklenmistir. PC9, PC14 ve AS549 hiicre hatlarmma C. graecum ve
C. pseudibericum etanol ekstraktlar1 Tablo 3.11°de belirtilen ICsy degerlerine gore
uygulanmustir. Hiicreler 24 saat 37°C’de CO, inkiibatériinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon saatinin sonunda invaziv 6zellikte olan hiicreler invazyon odacigmin
porlu olan membraninin dis yiizeyine gegeceklerinden invazyon odaciginin i¢indeki
besi yeri uzaklastirildiktan sonra spatiille i¢ yiizeyindeki hiicreler kazimip atilmistir.
Dis yiizeydeki hiicreler 6nce 2 ml metanol ile fikse edildikten sonra 2 ml Toludine
(%1) ile boyanmis, daha sonra mikroskop altinda invaziv hiicreler sayilmistir. %

invazyon degerlerini hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilmistir:

% invazyon = (matrijel matriks bazal membranindaki hiicre sayisi | Kontrol

membranindaki hiicre sayisi) x 100

2.2.9 MiRNA izolasyonu

Oncelikle akciger kanseri, metastaz, apoptozis, invazyon ile igili miRNA
profilleri literatiir taramasi yapilarak 19 adet miRNA belirlenmistir. Belirlenen
miRNA’larin erigsim kodlar1 ve hedef genleri (hedef puan1 100 olanlar) (Wang ve dig.
2008) Tablo 2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3: Kullanilam miRNA’larin erisim kodlar1 ve hedef genleri

miRNA Adi | miRNA Erisim Kodu Hedef Genler
miR-146-5p MIRT004459 NFKB, NOVAI, SRSF6
NFKB, C-MYC, DLD-1, RAS, SMAR,
let-7a-5p MIRT004830
CADI, FAM178A4, LIN28B
miR- 218 MIRT006529 NFKBI, CDK9, TP53INP2, FAM63B,
SLC3842
NFKB, PTEN, EGFR, PDCD4, RECK,
miR-21-5p MIRT006529

NFIB, TPM1, SPRY2
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miR-31-5p MIRTO000088 RHOA2, RSBN1, IDE, PIK3C2A4
RHOA, WEEI, IRF2BP2, UNEP2,
miR-155-5p MIRT001961
MLHI, MSH2, MSH6
RHOA2, ZEBI, ZEB2,
miR-200c MIRTO007345
TRIM33,PTPN21,LHFP
miR-375 MIRTO019977 RHOA2, ELAV24, CCDC129, HNFIB
miR-10a-5p MIRTO05509 MAPK1/2/3, BDNF,KCNA6, RORA
MAPK1/2/3, IRS-1, C-MYC, YESI,
miR-145-5p MIRTO021513 STATI, OCT4
MAPK1/2/3, CD69,SLC1245,
miR-92b-3P MIRT040708
EFR3A4,USP28
miR-494-3P MIRT001209 PTEN, MFAP3L, PTPNI2, NOVAI
NFKBI,RIMKLB, CCNG?2,
miR-7 M0000264
MAPKIIPIL
miR-145 MIRT003325 EGFR UBN, ATRX, CCDC884
miR-128b MIRTO006585 EGFR,CBFA2T3, GNG13, UNC5A4
EGFR, PTEN, TP53, EYA4, AFF4,
miR-27a-3p MIRT007360
GSPTI
miR-200b-3p MIRT006670 BCL2, TCEBI, PTPN21, LHFP
miR-191-5p MIRT006721 CDK9, TAF5, NAURL4, MAP3K12
miR-218 3p MIRTO007145 GLCE, PIEZO2, C30RF70
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miRNA izolasyonu icin C. graecum ve C. pseudibericum etanol tuber
ekstraktlar1t PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarina daha dnceden belirlenmis olan ICs
degerlerinde uygulanmistir. Petrideki hiicreler 700 pl QIAzol lysis Reagent ile
kaldirilip 1,5 mI’lik ependorflara aktarilmistir. Oda sicakliginda (15-25 C’de) 5 dk
bekletikdikten sonra 140 pl kloroform eklenmistir ve 15 saniye vorteks sonrast oda
sicakliginda 2-3 dakika inkiibasyon edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 12000 g’de
+4°C’de 15 dakika santrifiij edilip supernatant kismi yeni bir ependorfa aktarilmistir
(aradaki agoroz faza dokunulmadan). Ependorfa aktarilan supernatantin, 1,5 kati
kadar %100’luk etil alkolle yavasca pipetaj yapilmistir. RNeasy min elute spin
kolonlarina 700 pl 6rnek koyulup, 8000 g’de veya iistii bir hizda oda sicakliginda 15
saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra kolona 700 ul RWT buffer eklenmistir ve
8000 g’de 15 saniye santriflij yapilmistir. Bu islemleri takiben 500 pul RPE buffer
8000 g’de 15 saniye santrifiij edilmistir ve sonrasinda 500 pl %80’lik etil alkol 2 dk
8000 g’de santrifiij edildikten sonra Spin kolonlar 1,5 ml’lik toplama tiiplerine
yerlestirilmistir ve 20 pl RNase-free water spin kolonun ortasina koyulup 1 dakika
yiikksek hizda santrifiij yapilarak kolonda bulunan miRNA 1,5 ml’lik ependorfa

toplanmustir.

2.2.10 Es Zamanh PZR

Es zamanli PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), niikleik asit
amplifikasyonunun es zamanli olarak gézlenmesini saglayan bir PZR teknolojisidir.
DNA (deoksiriboniikleik asit) sarmalina baglanarak floresan 1s1ma yapan ozel
boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima bagl sinyal olusturan prob
diziler aracilig1 ile amplifikasyon miktarinin tespit edilmesi saglanir. Es zamanli PZR
her PZR dongiisii sonunda tiip i¢inde olusan ¢ift zincirli {iriin miktarinin
Olgiilebilmesini ve kantitatif analizlerin yapilmasini saglar (Bustin ve dig. 2005,
Nolan ve dig. 2006). SYBR Green I, gen ekspresyonu kantitasyonunda siklikla
kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak floresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu
boyanin ¢ift zincirli PZR iiriiniine baglanmasi {iriin miktar1 ile orantili olarak

floresans aciga ¢ikmasini saglar.
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PZR primerlerinin sadece 6zgiil cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya
0zgil olmayan amplifikasyon iirlinli olusturmamasi gereklidir. SYBR Green teknigi
ile gen ekspresyonu kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en onemli asamadir. Bu
teknigin basariyla uygulanabilmesi icin RNA (riboniikleik asit) izolasyonu sirasinda
siklikla gozlenen genomik DNA kontaminasyonu da SYBR Green tekniginin
basarisin tehdit eden bir diger unsurdur. Ozgiil amplifikasyon iiriinii elde etmek igin,
cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan se¢ilmesi, amplikon
uzunluklarimin kisa tutulmasi (120-250 baz) ve primerlerin baglandigi ekzonlarin

uzak secilmesi dikkat edilmesi gereken noktalardir.
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Sekil 2.12: SYBR Green teknigi A. Baslangi¢ asamasi: Reaksiyonun baslangicinda
ortamda SYBR Green, primerler ve tek zincirli DNA bulundugu i¢in floresans sinyal
yoktur. B. Primerin hedef molekiile baglanmasi: Primerin baglanmas: ile
amplifikasyon sonucu SYBR Green olusan ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve az
miktarda floresan sinyal agiga ¢ikar. C. Primer uzamasi: Amplifikasyon oranina
bagli olarak ¢ift zincirli DNA’nin yapisina daha fazla boya katilarak floresans sinyal
artar.
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SYBR Green I, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PZR iiriinleri gibi ¢ift
zincirli DNA molekiillerine de baglanabilir (Bustin ve Mueller 2005). Bu nedenle
floresans artis1 her zaman 6zgiil amplifikasyonu gdstermez. Amplifikasyon {irlinliniin
ozgll olup olmadigi, agaroz jel elektroforezi ile incelenir. Bununla birlikte es
zamanli PCR cihazlarinda primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon
iirlinlerinin tespiti i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilabilmektedir (Sekil
2.13). Her ¢ift zincirli DNA kendine 6zgiil bir “melting temperature, Tm” (Cift
zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale geg¢mesi icin gerekli olan sicaklik)
degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli
araliklar ile floresans miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA denatiire olmaya
baslayinca interkale olan boya serbest kaldig1 i¢in dl¢iilen floresans miktar1 azalmaya
baglar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun
ozgiilliigh belirlenebilir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi igin erime egrisinin
zamana karsi tiirevi ¢izilebilir. Bu tiirev analiz, siklikla basvurulan bir yontemdir

(Sekil 2.12-B).

Erimenin Erimenin
bittigi
Tm s»i‘fl khik

floresans

Sekil 2.13: Erime egrisi analizi
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Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) es zamanli PZR uygulamalarinda
onemli bir parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan
1s1nim esik degerinin asildig1 dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile tirlindeki ilk anlamli
artisin oldugu noktay1 belirtir. Farklit PZR reaksiyonlarinda yer alan kalip 6rneklerin
miktart Ct degerleri karsilagtirilarak Ongoriilebilir (Womg Medrano 2005).
Florimetrik PZR yontemi ile yapilan kantitasyon calismalarinda, kalip DNA miktar1
bilinen standart orneklere ait Ct degerleri ile incelenen Ornegin Ct degeri
karsilagtirilarak kantitasyon yapilmaktadir. Bu nedenle, kantitatif PZR analizlerinde
standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiya¢ vardir. Standart 6rnek olarak
icinde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen 6rneklerle yapilan c¢aligmalara mutlak
kantitasyon ad1 verilir. Bir 6rnegin iginde yer alan kalip miktarinin diger bir 6rnekle
karsilagtirildigr durumlarda mutlak kantitasyona gerek yoktur. Bu durumda, standart
ornegin iginde bulunan kalpp DNA miktarmin bilinmesi 6nemli degildir. lyi
ekspresyon saglayan bir drnegin seri dilusyonlari1 standart olarak kullanilabilir. Bu
caligmalarda Onemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin tekrarlanabilir ve
oOlgiilebilir olmasidir. Bu tip ¢aligmalara goreceli kantitasyon (relative quantitation)
ad1 verilir (Pfaffl 2001). Bir standart 6rnekten seri diliisyonlar hazirlanir. Standart
diliisyonlara varsayilan bir konsantrasyon miktar1 atfedilir ve genellikle bu miktar
“varsayilan birim” (arbitrary unit) olarak ifade edilir. Bu standartlar kullanilarak,
atfedilen konsantrasyon degerlerine karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri
belirlenerek kantitasyon icin gerekli olan regresyon egrisi ¢izilir. Bu egri standart
egri olarak da ifade edilmektedir. Kantitasyon asamasinda, 6rneklerin Ct degerlerinin
regresyon egrisi iizerinde hangi atfedilen degeri temsil ettiklerine bakilarak goéreceli
bir miktar belirlenir. Bu sekilde kantitatif PZR verilerinin analizinde; mutlak ve
goreceli kantitasyon kullanilir. Ct degerleri ile amplifikasyon egrileri ve bu egriler
kullanilarak ¢izilen standart egri bir Ornek olarak verilmigtir (Sekil 2.14)

(Yiizbasioglu 2008).
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Sekil 2.14: PCR amplifikasyon egrisi ve standart egri. A. Standart diliisyon
orneklerinin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri (mavi oklar) gosterilmistir. Bir adet
bilinmeyen 6rnek ve Ct degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct
degerleri kullanilarak ¢izilen standart egri gosterilmistir. Bilinmeyen 6rnek kirmizi
ile ifade edilmistir

2.2.11 Verilerin Degerlendirilmesi

Proliferasyon ve invazyon deneylerinden elde edilen sonuglar istatistiksel
analiz program olan SPSS’in (Statistical Package for the Social Sciences) 17.0
stirimiindeki iliskilendirilmis Orneklemler i¢in T testi (paired sample T test)
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu testler sayesinde gruplarimizin hem kontrol hem
de birbirleri arasindaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlam tasiyip

tagimadigi test edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivite Sonuclari

3.1.1 Serbets Radikal Giderim Aktivite Sonuclari

Cuendet ve dig. (1997) kullandigi DPPH serbest radikal giderim aktivite

belirleme yontemi kullanilarak, C. graecum ve C. pseudibericum bitki tiirlerinin

DPPH serbest radikal giderim aktivite degerleri belirlenmistir (Tablo 3.4-5-6-7).

C. graecum ve C. pseudibericum bitkisinin farkli konsantrasyonlardaki DPPH serbest

radikal giderim kapasiteleri Sekil 3. 15-16-17-18"de verilmistir.

Tablo 3.4: DPPH yontemi ile C. graecum tuber ekstraktlarinin Serbest Radikal
Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlar1

Bitki Ekstraktlar: 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml |1 mg/ml
Etanol 71,01 72,13 75,13 82,53
C. graecum
Metanol 58,99 59,92 66,31 69,24
Tuber
Aseton 64,27 66,43 69,64 77,14
dH,O 59,15 60,30 64,96 70,78
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Sekil 3.15: DPPH ydntemi

ile C. graecum tuber
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri (p<0,05)

ekstraktlarinin  farkl

Tablo 3.5: DPPH yontemi ile C. graecum yaprak ekstraktlarinin Serbest Radikal
Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlar1

Bitki Ekstraktlar 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml | 1 mg/ml
Etanol 73,16 74,51 79,26 83,15
C. graecum Metanol 74,80 17,97 79,65 82,27
Yaprak
Aseton 66,16 68,24 70,36 73,29
dH,0 73,91 76,52 80,90 85,13
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Sekil 3.16: DPPH yontemi ile C. graecum yaprak ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri (p<0,05)

Tablo 3.6: DPPH yontemi ile C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin Serbest Radikal
Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlar1

Bitki Ekstraktlar: 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml | 1 mg/ml
Etanol 51,65 54,25 60,64 66,42
C. pseudibericum Metanol 41,76 46,43 52,50 55,27
Tuber
Aseton 39,97 50,74 55,51 59,67
dH,0 41,50 43,36 47,12 50,50
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Sekil 3.17: DPPH yontemi ile C. pseudibericum tuber ekstraktlariin farkl

konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri (p<0,05)

Tablo 3.7: DPPH yontemi ile C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin Serbest

Radikal Giderim Kapasitelerinin % inhibisyonlar1

Bitki Ekstraktlar: 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml | 1 mg/ml
Etanol 60,94 65,84 69,00 73,45
C. pseudibericum Metanol 58,75 60,71 65,91 71,64
Yaprak
Aseton 58,95 64,50 66,94 73,60
dH,0 61,76 64,77 68,65 74,61
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Sekil 3.18: DPPH yontemi ile C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin farklh
konsantrasyonlarda serbest radikal giderim kapasiteleri (p<0,05)

3.1.1.1 Indirgeme Giicii Kapasitesinin Belirlenmesi

Indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu (1986) tarafindan belirlenen ydnteme gére
tespit edilmistir. Fe (III) iyonun indirgeme kapasitesi siklikla elektron verme
yeteneginin bir gostergesi olarak kullanilir. Bu durum fenolik antioksidanlarin
onemli bir mekanizmasi olup diger antioksidan Ozellikler ile giiglii bir korelasyon
gosterir (Dorman ve dig. 2003). Indirgeme giiciinde absorbansin artmasi ile
antioksidan kapasite dogru orantilidir. C. graecum ve C. pseudibericum tuber ve
yaprak ekstraklarinin indirme giicii kapasiteleri Sekil 3.19 ve 3.20°de gosterilirken,

700 nm’deki absorbanslari ise Tablo 3.8 ve 3.9°da gosterilmistir.
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Tablo 3.8: C.graecum ve C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin ve BHT nin 700

nm’deki absorbanslari

Bitki Ekstraktlar: 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml 1 mg/ml
Etanol 0,424 0,865 1,412 2,731
C. graecum Metanol 0,376 0,783 1,290 1,772
Tuber Aseton 0,338 0,690 0,724 0,796
dH,O 0,339 0,696 1,186 1,600
Etanol 0,286 0,609 1,090 1,829
C. pseudibericum | Metanol 0,215 0,498 0,909 1,381
Tuber Aseton 0,202 0,359 0,676 0,900
dH,O 0,213 0,454 0,790 1,052
BHT 1,258 2,264 2,985 3,004
3,5
3 = C. graecum Etanol
£ 2,5 === (C. graecum Metanol
g 5 C. graecum Aseton
2 == (. graecum dH20
'§ 1,5 === C. pseudibericum Etanol
é 1 C. pseudibericum Metanol
C. pseudibericum Aseton
0> C. pseudibericum dH20
0 BHT

0,2 mg/ml 0,4 mg/ml 0,8 mg/ml

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.19: C. graecum ve C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin indirgeme

giiclerinin karsilagtirilmasi

1 mg/ml
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Tablo 3.9: C. graecum ve C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin ve BHT nin 700
nm’deki absorbanslari

Bitki Ekstraktlar: 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml 1 mg/ml
Etanol 0,449 0,917 1,533 2,370
C. graecum Metanol 0,460 0,967 1,542 1,946
Yaprak Aseton 0,399 0,528 0,633 0,803
dH;O 0,454 0,946 1,569 2,028
Etanol 0,362 0,794 1,305 2,208
C. pseudibericum | Metanol 0,346 0,720 1,236 1,890
Yaprak Aseton 0,147 0,274 0,259 0,411
dH,O 0,367 0,778 1,597 2,139
BHT 1,258 2,264 2,985 3,004
3,5
3 = (. graecum Etanol
—g 25 = (. graecum Metanol
: / ¢ oroecum Aseton
Te' // e C. graecum dH20
-'g“ L5 C. pseudibericum Etanol
T 1 C. pseudibericum Metanol
0,5 C. pseudibericum Aseton
0 C. pseudibericum dH20

0,2 mg/ml 0,4 mg/ml 0,8 mg/ml 1mg/ml

Konsantrasyon (mg/ml)

BHT

Sekil 3.20: C. graecum ve C. pseudibericum yaprak ekstraktlarinin indirgeme
giiclerinin karsilagtirilmasi
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3.2 Toplam Fenolik Madde Miktar: Sonug¢lari

C. graecum ve C. pseudibericum’un toplam fenolik icerikleri literatiirlerde en
stk kullanilan metot olan Folin yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde bitkilerin
fenolik madde igerigi standart bir fenolik madde kullanilarak ona es deger olarak
verilmistir. Bu metotta gallik asit standart fenolik madde olarak kullanilmigtir. Bitki
ekstraktlarinin absorbanslar1 ve bu absorbanslara karsilik gelen gallik aside es deger

(GAE) fenolik madde igerikleri hesaplanarak gosterilmistir (Sekil 2.9).

Calisilmis tim Orneklerin toplam fenolik bilesik miktar1 tayinlerinde bu
grafik kullanilmigtir. Tiim ekstrelerin Folin Ciocalteau yontemi kullanilarak elde

edilen toplam fenolik bilesik miktar1 degerleri Tablo 3.10°de gosterilmistir.

Tablo 3.10: C. graecum ve C. pseudibericum’a ait etanol, metanol, aseton ve dH,O
ekstraktlarinin gallik aside es deger (mg/g GAE) toplam fenolik madde miktarlari

Bitki Ekstraktlar: Tuber Yaprak

Etanol 68,52 +,0,02 73,18+,0,12

Metanol 55,53+,0,01 60,17+,0,03

C. graecum

Aseton 49,71+,0,05 58,44+,0,62

dH,O 68,22+,0,12 58,76+,0,33

Etanol 21,34+,0,22 55,53+,0,47

Metanol 18,95+,0,03 36,55+,0,76

C. pseudibericum

Aseton 14,18+,0,17 24,12+,0,19

dH;O 54,65+,0,11 32,834,0,20

3.3 Icerik Analiz Sonuclar

C. graecum ve C. pseudibericum un etanol ekstraktlarinin YPSK’da fenolik
icerik tayini icin gallik asit, protokatesik asit, katesin, p-hisroksibenzoik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, sirinjik asit, valinin, p-kumarik asit, ferulik
asit, sinapinic asit, benzoik asit, o-kumarik asit, rutin, naringin, hesperidin, rosmarik
asit, eriodistiol, sinamin asit, kuercetin, luteolin, kamferol, apigenin standartlari
(Sekil 3.22) ile (Caponio ve dig. 1999) fenolik bilesik tayin yontemi kullanilmistir.
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C.graecum i¢in yapilan YPSK analizde elde edilen fenolik bilesenlerin
kromatogramlari sekil 3.23°de ve C.pseudibericum 'un YPSK analizinden elde edilen

fenolik bilesenlerin kromatogrami sekil 3.24’de verilmektedir.

Standart Kromatogrami
W

8483

2

| .
ol \.kl L.M LU L\M el

T T T T T T T
50 100 150 200 20 200 30 400 450 500 &0 6.0 65.0 00 750 20 850 min

Standartlar: 1:gallic acid 2:protocatechic acid 3:catechin 4:p-hydroxy benzoic acid 5:chlorogenic
acid  6:caffeic acid  7:epicatechin  8:syringic acid 9:vanilin  10:p-coum acid 11:ferulic acid
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Sekil 3.21: YPSK’da C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlar i¢in kullanilan

standartlarin kromatogramlari
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Sekil 3.22: C. graecum’un kromatogrami
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Sekil 3.23: C. pseudibericum’un kromatogrami

C. graecum ve C. pseudibericum 'un etanol ekstraktlarinin YPSK analizi ile elde
edilen fenolik bilesiklerinin kimyasal yapilar1 asagida gosterilmistir:

Gallik asit

O~_OH

YPSK analizi sonucu hem C. graecum hem de

C. pseudibericum ‘un gallik asit icerdigi belirlenmistir.
HO OH
OH

Katesin hidrat

YPSK analizi sonucu hem C. graecum

‘un katesin hidrat icerdigi belirlenmistir.
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p-hidroksibenzoik asit

@}0}4 YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un

p-hidroksibenzoik asit igerdigi belirlenmistir.

Kafeik asit
YPSK analizi sonucu hem C. graecum hem de
o / OH C. pseudibericum ‘un kafeik asit icerdigi
belirlenmistir.
HO OH
Epikatesin
OH

OH .
O YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un
OH epikatesin icerdigi belirlenmistir.
HO O

OH

Sirinjik asit

COOH

YPSK analizi sonucu C. pseudibericum ‘un sirinjk asit
icerdigi belirlenmistir.
H;CO OCH3;

p-kumarik asit

O
X OH YPSK analizi sonucu C. pseudibericum ‘un
0 p-coum asit igerdigi belirlenmistir.
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Ferulik asit

o) YPSK analizi sonucu hem C. graecum hem de
/O NN OH C. pseudibericum “un ferulik asit icerdigi
belirlenmistir
HO
Sinapik asit
(@)
HCO X OH  YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un Sinapik
asit igerdigi belirlenmistir
HO cerdig $

OCH;

Benzoik asit

O YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un benzoik asit
icerdigi belirlenmigtir
@OH o

o-kumarik asit

YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un o-kumarik

OH
/ Q icerdigi belirlenmigtir
0O
OH
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Rutin

YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un

rutin igerdigi belirlenmigtir

Sinamik asit

0O YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un sinamik asit

A icerdigi belirlenmistir
OH

Kuersetin

YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un

kuersetin icerdigi belirlenmistir

Kamferol

YPSK analizi sonucu C. graecum ‘un

kamferol igerdigi belirlenmistir
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3.4 Hiicre Kiiltiirii Calisma Sonuclari

3.4.1 Bitki Ekstraktlarinin Proliferasyona Etkisinin Saptanmasi

PC9, PC14 ve A549 hiicreleri yeterli yogunluga ulastiktan sonra tripsinize
edilerek sayilmis ve 96 kuyucuklu plaklara 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmig ardindan bu hiicrelere besi yerinde c¢oOziinebildigi icin bitkilerin tuber
ekstraktlarinin son konsantrasyonlart 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 1 ng/ul olacak
sekilde uygulanmistir. Bu sekilde hiicreler 37°C’de, % 5 CO; ve % 95 nemli hava
iceren ortamda 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Cytotox Glo kit
(Promega firmasindan temin edilmistir) kullanilarak Glomax Multi Detection System
(Promega) cihazi ile 0. ve 72. saatlerdeki hiicre proliferasyonu ol¢iilmiistiir. PC9,
PC14 ve AS549 hiicre hatlarinda kontrole oranla yiizde sagkalim oranlar

hesaplanarak sirasiyla sekil 3.25, 3.26 ve 3.27°da gosterilmistir.

300
=
= 250 o
2 === Ftanol C.pseudibericum
oo
3 200 === Ftanol C.graecum
X
C) . .
B Metanol C.pseudibericum
= 150
s === etanol C.graecum
)
2 100 === Aseton C.pseudibericum
)
*E Aseton C.graecum
e 50
4 dH20 C.pseudibericum
0 dH20 C.graecum

1000 500 250 100 50 10 1
ng/pl

Sekil 3.24: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis C. graecum ve C. pseudibericum
ekstraktlarinin PC9 hiicrelerinin sag kalimi lizerine etkisi (p<0,05)
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Sekil 3.25: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis C. graecum ve C. pseudibericum
ekstraktlarinin PC14 hiicrelerinin sag kalimi iizerine etkisi (p<0,05)
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Sekil 3.26: Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis C. graecum ve C. pseudibericum
ekstraktlarinin A549 hiicrelerinin sag kalimi iizerine etkisi (p<0,05)



Tablo 3.11: PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarinda C .graecum ve
C.pseudibericum’un ICs degerleri

Etanol Metanol
C. graecum C. pseudibericum | C. graecum | C. pseudibericum
PC9 41,16 ng/pl 43,13 ng/pl 42,28 ng/ul 47,61 ng/ul
PC14 69,74 ng/ul 62,53 ng/ul 95,69 ng/ul 90,93 ng/ul
A549 30,31 ng/pl 46,52 ng/ul 34,16 ng/ul 37,43 ng/pl

Tablo 3.12: PC9, PC14 ve a549 hiicre hatlarinda C. graecum ve C.pseudibericum’un
ICso degerleri

Aseton dH,O
C. graecum C. pseudibericum | C. graecum | C. pseudibericum
PC9 19,52 ng/ul 41,49 ng/pl 13,89 ng/ul 39,42 ng/ul
PC14 89,74 ng/ul 66,08 ng/ul 122,55 ng/ul 48,71 ng/ul
A549 45,52 ng/pl 32,16 ng/ul 47,32 ng/pl 46,98 ng/ul
3.4.1 Bitki Ekstraktlarinin Invazyona Etkisinin Saptanmasi

PC9, PC14 ve A549 hiicreleri her invazyon odasinda 1,25x10° olacak sekilde
invazyon odalarma ekilerek {iizerlerine 0,5 ml RPMI1640 (serum igermeyen)
konulurken invazyon odacigmin disina 0,75 ml %10 Fetal Calf Serum igeren
RPMI1640 eklenmistir. Hiicreler 24 saat 37°C’de CO, inkiibatoriinde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon saatinin sonunda invaziv ozellikte olan hiicreler invazyon
odacigimin porlu olan membraninin dig yiizeyine gececeklerinden invazyon
odacigimin igindeki besi yeri uzaklagtirilmis ve ardindan spatiille i¢ yiizeyindeki
hiicreler kazinip atilmistir. Dig yiizeydeki hiicreler 6nce 2 ml metanol ile fikse
edildikten sonra 2 ml Toludine (%]1) ile boyanip, mikroskop altinda invaziv hiicreler
sayllmistir. % invazyon hesaplamak i¢in agagidaki formiil kullanmilmistir: C.graecum
ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlarinin PC9, PC14 ve A549 hiicreleri
iizerinde kontrole oranli % invazyonu Tablo 3.10 da verilirken Sekil 3.28’de

karsilastirmali grafigi verilmistir.
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%invazyon = (matrijel matriks bazal membranindaki hiicre sayisi | Kontrol

membranindaki hiicre sayisi) x 100

Tablo 3.13: C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlarinin PC9, PC14
ve A549 hiicreleri lizerinde kontrole oranli % invazyonu

Bitki ekstraktlar: PC9 PCl14 A549

C. graecum
0,664 3,735 1,587
Tuber Etanol

C. pseudibericum
1,328 4,310 3,174
Tuber Etanol

4,5

3,5

2,5 B C graecum

B C.pseudibericum

1,5

Kontrole oranla % invazyon

0,5 -

PC9 PC14 A549

Sekil 3.27: C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlarinin PC9, PC14 ve A549,

hiicrelerinin invazyon kapasitelerine etkisi (p<0,05)
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3.4.2 miRNA ekspresyon sonug¢lari

C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlar1 uygulanmis ve
uygulanmamis PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarindan izole edilen miRNAlar Qiagen
miScript IT RT kit kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmistir ve Qiagen Rotor Corbett Gene
Real Time cihazi ile SYBR green okuma yaptirilarak ekspresyonlart belirlenmistir.
Sonuglar standart bir esik degeri (threshold value) belirlendikten sonra elde edilen Ct
degerlerinin “2*“* formiiliine gore hesaplanarak kat degisimi (fold change) analizi
yapilmigtir. PC9 hiicrelerinde C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol
ekstraktlarinin miRNA ekspresyonlar1 Sekil 3.29 ve 3.30°da, PC14 hiicrelerinde
Sekil 3.31 ve 3.32’de ve A549 hiicrelerinde ise Sekil 3.33 ve 3.34°de gdsterilmistir.

C. graecum (PC9)

Kat Degisimi

H control 1 Act

S P N W b~ U1 O

miR-218 1 ™

control 2 Act

miR-21 2 =

miR-145 1 ™

miR-31 1 =

miR-422b | e

miR-22 1 =

miR-200b_3 ==

miR-32 1 =

miR-27a 1 ™=

miR-128-2-5p

miR-494 2 =

miR-191 1 ==

miR-302b 1

miR-92b 2 ===

miR-375 2 ==

miR-200c 1 ™=

miR-155 2 M=

let-7a 2 ™

miR-146a 1 ™=

miR-10a 2 ™=

miR-7 2 ™

Sekil 3.28: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmis PC9 hiicre hattinda, miRNA
ekspresyonlari

70



C. pseudibericum(PC9)

4,5

5 3 o
m E

IR m “
1 B9p1-y1u £ BEREEEEA IR
T B < I eop]-yru
¢ ss1ymu 3 T oLl
1 200T-yrwu % ¢ ssl-ytu
7 SLE-yiu m [ 200c-yi
T qze-yu 2 < ¢ SLeyu
17 qzos-ymu = O T qeegruw
Cpeb-y > = « 1 T61-ym
o[-y £ 3 ¢ T p6b-gw
1 dg-z-8z1-ynw £ S ¢ L
[ e L7-gru .% o.a I — M.MN-%.N ﬂ\wﬁe
I ey g O _ TNWMM&
€ 00T m € q00z-y1w

| b 3 1 e
ﬁlgmmv-%a M I qzZy-yiwu
[ Te-ygiu dm [ 1€y
[ Spl-gmd > I SpI-giu
Nlﬁm-%E nw‘ = T 1w
[ g1Z-yru &g [ gIz-yu

usigoq 31 29 nusigoq ey
U O

71

Sekil 3.30: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmis PC14 hiicre hattinda, miRNA

ekspresyonlari
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Sekil 3.32: C. graecum tuber ekstrakti uygulanmis A549 hiicre hattinda, miRNA

ekspresyonlari
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Sekil 3.33: C. pseudibericum tuber ekstrakti uygulanmis A549 hiicre hattinda,

miRNA ekspresyonlari
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada iilkemizde yayilis gosteren Cyclamen cinsinin iki tiiri,
Cyclamen graecum ve Cyclamen pseudibercum bitkilerinin tuber ve yaprak kisimlari
etanol, metanol, aseton ve dH,O c¢oziiciileriyle 16 farkli Grnegin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. Bu amagla iki farkli metot
(DPPH, serbest radikal giderim aktivitesi ve FRAP, demir iyonu indirgeme giicii)
kullanilmistir ve ayrica bu 16 Ornegin toplam fenolik madde igerikleri de

belirlenmistir.

Uzerinde calistgimiz C. graecum ve C. pseudibercum da yapilan deneyler
sonucu konuya hakim uzmanlarin fikirleri de aliarak C. graecum ve
C. pseudibercum etanol ekstraktlarinin YPSK analizi ile fenolik madde igerikleri

incelenmistir.

Projenin ikinci basamagi olan, C. graecum ve C. pseudibercum un anti-timor
ozelliklerini belirlemek i¢in yapilan proliferasyon ve invazyon deneyleri sonucu elde
edilen sonuglara gore miRNA c¢alismalarinda C. graecum ve C. pseudibercum un

etanol ekstraktlarinin kullanilmasina karar verilmistir.

C. graecum ve C. pseudibericum un toplam fenolik icerikleri literatiirde en
stk kullanilan metot olan Folin yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde bitkilerin
fenolik madde igerigi standart bir fenolik madde kullanilarak ona es deger olarak
verilmistir. Clinkii bitkilerde olduk¢a fazla sayida fenolik madde bulundugu i¢in her
birini tek tek hesaplamak imkansizdir. Bu nedenle bitkilerin fenolik madde igerigi
standart bir fenolik madde olan gallik asit kullanilarak hesaplanmistir. Gallik asit
kalibrasyon egrisi iizerinden ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlart mg 6ziitte

esdeger gallik asit miktar1 cinsinden hesaplanmastir.

Hem C. graecum hem de C. pseudibericum 'un toplam fenolik madde miktari
analizlerine bakildiginda en yiiksek gallik asit es degerini etanol ekstraktinda en
diisitk degeri ise aseton ekstraklarinda gérmekteyiz (Tablo 3.10). Bu elde etmis
oldugumuz sonuclar dogrultusunda iki bitki arasinda ¢oziiciiler ve ekstrakte edilen
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kisimlar arasinda bir uyum mevcuttur.

C. graecum tuber ekstraktlarii kendi arasinda ele alirsak en yiiksek toplam
fenolik madde miktar1 etanol ekstraktinda (68,52 mg GAE/g) gozlemlenmistir. Daha
sonra sirasityla dH>O ekstrakti (68,22 mg GAE/g), methanol ekstrakti (55,53 mg
GAE/g) ve en diisiik aseton ekstraktinda (49,71 mg GAE/g) gozlemlenmistir (Tablo
3.10).

C. graecum yaprak ekstraktlarini kendi arasinda ele alirsak en yliksek toplam
fenolik madde miktar1 etanol ekstraktinda (73,18 mg GAE/g) bulunurken, bunu
sirastyla metanol (60,17mg GAE/g), dH,O (58,76 mg GAE/g) ve aseton ekstrakti
(58,44 mg GAE/g) takip etmektedir (Tablo 3.10).

C. pseudibericum’da en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 yaprak etanol
ekstraktinda goriilmiistiir (55,54 mg GAE/g). En diisiik toplam fenolik madde miktar
ise tuber aseton ekstraktinda goriilmiistiir. (14,18 mg GAE/g) (Tablo 3.10).

C. pseudibericum tuber ekstraktlarin1 kendi arasinda degerlendirecek olursak
en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 dH,O ekstraktinda (44,65 mg GAE/g)
gbézlemlenmigtir. Daha sonra sirasiyla etanol ekstraktinda (21,34 mg GAE/g),
methanol ekstrakti (18,95 mg GAE/g) ve en diisiik de aseton ekstraktinda (14,18 mg
GAE/g) goriilmistiir (Tablo 3.10).

C. pseudibericum yaprak ekstraktlarim1 kendi arasinda degerlendirecek
olursak en yiiksek toplam fenolik madde mitktar1 etanol ekstraktinda (55,54 mg
GAE/g) gozlemlenmistir. Daha sonra sirasiyla methanol ekstrakti (36,55 mg GAE/g)
dH,O ekstraktt (32,83 mg GAE/g), ve en diisiik aseton ekstraktinda (24,12 mg
GAE/g) gozlemlenmistir (Tablo 3.10). Coziiciiler arasindaki bu toplam fenolik
madde miktarlarindaki degisikligin, kullanilmig olan ¢oziiciilerin sahip oldugu polar
ve apolar yapilarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Apolar 6zellige sahip aseton
coziiclistinlin ekstraksiyon sirasinda ortamdan ¢ozlip ¢ikardigit madde miktarinin,
polar Ozellik gosteren diger c¢oziiciilerimizin ortamdan ¢oziip ¢ikardigi madde

miktarindan farkli olmasi1 kuvvetle muhtemeldir.
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C. graecum ile yapilan bir ¢aligmada toplam fenolik madde miktar: tayininde,
methanol, etanol, aseton ve petrol eteri ile elde edilen tuber ve yaprak ekstraktlari,
standart bir fenolik madde olan pirokatekol esdegerligi  kullanilarak
degerlendirilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 C. graecum yaprak etanol
ekstraktinda 33,73 ng PE/g, aseton ekstraktinda 13,02 pg PE/g, metanol ekstraktinda
25,55 png PE/g ve petrol eteri ekstraktinda 12,20 pg PE/g olarak tespit edilmistir. C.
graecum tuber etanol ekstraktinda 21,81 pg PE/g, asetonda 20,09 nug PE/g,
metanolde 11,71 pg PE/g ve petrol eterinde ise 6,18 pg PE/g olarak tespit edilmistir
(Metin ve dig. 2013). Bu sonuglar bizim buldugumuz degerlerle uyum igindedir. C.
graecum tuber ve yaprak ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktar1 yaprak
kisimlarinda tuber kisimlarina gore daha yiiksek miktarda tespit edilirken bu sonuglar
bizim buldugumuz degerler ile uyum icindedir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak toplam
fenolik madde miktar1 bakimindan C. graecum ve C. pseudibericum’un yaprak
kisimlarmin tuber kisimlarindan daha zengin oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica toplam
fenolik madde miktarlarini ¢oziiciiler bazinda ele alirsak en yiiksek degerlerin ortaya

cikmasinda etanoliin diger ¢oziiclilere gore iistiin oldugunu sdyleyebiliriz.

C. alpinum (trochopteranthum) ile yapilan bir calismada etanol tuber
ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 16,4 mg GAE/g olarak saptanmistir.
(Arslan ve dig 2011).

C. mirabile’nin yaprak ve tuber kisimlarinin, metanol, aseton, dH,O ve petrol
eteri ile hazirlanan ekstraklarinin toplam fenolik madde miktarlari, tuber metanol
ekstraktinda 5,18 pg PE/g, aseton ekstraktinda 51,76 ug PE/g, dH,O ekstraktinda
6,36 pug PE/g, petrol eteri ekstraktinda 17,42 pg PE/g olarak tespit edilirken, yaprak
metanol, aseton, dH,O ve petrol eteri ekstraktlarinda ise sirastyla 17,30 pg PE/g,
21,06 pg PE/g, 30,14 pug PE/g ve 37,36 pug PE/g olarak tespit edilmistir. (Sarikurkcu
2011). Tim ¢oziciiler goz 6niinde bulunduruldugunda aseton ekstrakti hari¢ diger
ekstraklarda calismamizda da elde edildigi gibi bitkinin yaprak ekstraktlarinin daha

yiiksek fenolik madde ihtiva ettigi goriilmektedir.

C. graecum ve C. pseudibericum’un antioksidan 6zelliklerini belirlemede iki
farkli metot (DPPH, serbest radikal giderim aktivitesi ve FRAP, demir iyonu

indirgeme giicii) kullanilmistir.
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DPPH deneyinde, ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt
icerisindeki antioksidan bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bilesigin
yapisal konformasyonuna baglidir (Eryigit 2006). DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
517 nm dalga boyunda maksimum absorbansa sahiptir ve bazi dogal bilesiklerin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde serbest radikal olarak kullanilmaktadir.
DPPH serbest radikali, asagidaki tepkime geregi kararli bir molekiil olabilmek igin
antioksidan molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kolaylikla
alabilmektedir. DPPH ile bitki ekstrelere reaksiyonunun gosterdigi absorbansi ne
kadar diigiik olursa serbest radikal giderme aktivitesi o kadar biiylik demektir. Kararl
DPPH en yiiksek absorbanst 517 nm de verir. DPPH radikalinin azalmasi ile
absorbansin azalmasi dogru orantidir. Absorbansin diismesinin sebebi; radikal ile
antioksidan molekiillerin reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi ile radikalin

giderilmesi sonucudur.

DPPH® + A-H - DPPH-H + A®

DPPH deneyinde iki bitkinin her bir ¢oziiciisi icin dort farkh
konsantrasyonda (1 mg/ml, 0,8 mg/ml, 0,4 mg/ml ve 0,2 mg/ml) ekstraktlar
hazirlandiktan sonra DPPH ile olan reaksiyonlarinin verdigi absorbans degerlerinden

yiizde inhbisyonlar1 hesaplanmuistir.

Ekstraktlarin = serbest radikal giderim aktivitesi, Oziitlerin derisiminin
artmastyla birlikte artmaktadir. C. graecum ’da 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan
ekstraktlar1 arasinda en yiiksek serbest radikal giderim aktivitesi yaprak dH,O
ekstraktinda (%85,13) saptanmistir ve bunu yaprak etanol ekstrakti takip etmektedir
(%83,15). En diisiik aktivite ise tuber metanol ekstraktinda (%69,24) gdzlenmistir
(Tablo 3.4).

C. pseudibericum™un 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlar
arasinda en yliksek serbest radikal giderim aktivitesi yaprak dH,O ekstraktinda
(%74,61) bulunmustur ve bunu takiben yaprak etanol ekstrakti gelmektedir
(%73,45). En diisiik aktivite ise tuber metanol ekstraktinda (%71,64) bulunmustur
(Tablo 3.7).
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Yapmis oldugumuz DPPH deneyinde, 16 6rnek ve 4 farkli konsantrasyon ile
toplamda 64 farkli DPPH yiizde inhibisyon degeri elde etmis bulunmaktayiz. Bu
degerler %39,97 ile %85,13 arasinda yeralmaktadir. C.graecum ve C. pseudibericum
metanol ekstraklart %58,99-82,27 araligina sahiptir (Tablo 3.4-5-6-7). Bu degerler
Tepe ve arkadaglarinin (2005) yurdumuzda yayilis gosteren 5 Allium tiirliniin
metanollii ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini aragtirmasinda elde ettigimiz % 60—

70 sonuglariyla da uyumludur (Tepe ve dig. 2005).

C. graecum’un tuber ekstraktlarinin % inhibisyon degerlerine gore ¢oziicii
bazinda siralamasini etanol (%82,53) > aseton (%77,14) > dH,0 (%70,78) > metanol
(%69,24) seklinde yapmak miimkiinken, C. graecum’un yaprak ekstraktlarinin
% inhibisyon degerlerine gore ise bu siralamayi su sekilde yapabiliriz; dH,O

(%85,13) > etanol (%83,15 > metanol (%82,27 > aseton (%73,29) (Tablo 3.4-5).

C. pseudibericum’™un tuber ekstraktlarinin % inhibisyon degerlerine gore
¢oziicli bazinda siralamasini etanol (%66,42) > aseton (%59,67) > metanol (%55,27)
> dH,O (%50,50) seklinde yapmak miimkiinken, C. pseudibericum™un yaprak
ekstraktlarinin % inhibisyon degerlerine gore ise bu siralamayi su sekilde yapabiliriz;
dH,O (%74,61) > aseton (%73,60) > etanol (%73,45) > metanol (%71,64)
(Tablo 36-7).

Antioksidan aktiviteyi belirlemek icin yapilan bir diger test yonteminde de
oziitlerin indirgeme giicii tespit edilmistir. Bu test, Fe’" formundaki Feferrisyanid
kompleksinin, antioksidanlarin varhiginda Fe*" formuna indirgenmesi temeline
dayanmaktadir. Soliisyon prusya mavisi rengini almaktadir ve 700 nm’de absorbans
degeri oOlgiilmektedir (Oyaizu 1986). Fe (III) iyonun indirgeme kapasitesi siklikla
elektron verme yeteneginin bir gostergesi olarak kullanilir. Bu durum fenolik
antioksidanlarin 6nemli bir mekanizmasi olup diger antioksidan dzellikler ile giiglii
bir korelasyon gosterir (Dorman ve dig. 2003). Indirgeme giiciinde absorbansin

artmasi ile antioksidan kapasite dogru orantilidir.
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En yiiksek absorbansa sahip olan C. graecum etanol ekstrakti, DPPH serbest
radikal giderim aktivitesi ile uyumlu olarak en giiclii antioksidan kapasiteye sahiptir.
Yine DPPH metodu ile uyumlu olarak C. graecum, C. pseudibericum’dan daha

yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir.

FRAP deneyi (indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesinde), 16 érnek ve 4
farkli konsantrasyon ile toplamda 64 farkli absorbans degeri elde etmis
bulunmaktayiz. Hazirlamis oldugumuz 4 farkli konsantrasyondaki (I mg/ml,
0,8 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml) ekstrakt ¢ozeltilerindeki derisim farkliliklarina

gore elde ettigimiz absorbans degerleri arasinda bir uyum oldugu gézlemlenmistir.

C.graecum tuber ekstraktlarinda (1 mg/ml) en gii¢lii antioksidan kapasiteye
etanol ekstraktinin sahip oldugu tespit edilmistir. Bunu metanol, dH,O ve aseton
ekstraktlar1 takip etmektedir. C. pseudibericum tuber ekstraktlarinda da bu sira
gecerlidir. C.graecum ve C. pseudibericum yaprak etanol ekstraktlar1 en yliksek
antioksidan aktivite gosterirken aseton ekstraktlari ise en diisiik antioksidan aktivite

gostermistir.

FRAP deneyi i¢in C. graecum un tuber ekstraktlarinin ¢oziiciilere gore sahip
oldugu antioksidan kapasiteleri sirasiyla etanol (2,731) > metanol (1,772) > dH,O
(1,600) > aseton (0,796) iken C. graecum 'un yaprak ekstraktlarinin ¢oziiclilere gore
sahip oldugu antioksidan kapasitelerinin siras1 etanol (2,370) > dH,O (2,028) >
metanol (1,946) > aseton (0,803) seklindedir (Tablo 3.8-9).

C. pseudibericum™un tuber ekstraktlarinin ¢oziiciilere gore sahip oldugu
antioksidan kapasiteleri sirasiyla etanol (1,829) > metanol (1,381) > dH,O (1,052) >
aseton (0,900) iken C. pseudibericum’un yaprak ekstraktlarinin ¢oziiciilere gore
sahip oldugu antioksidan kapasitelerinin sirast etanol (2,208) > dH,O (2,139) >
metanol (1,890) > aseton (0,411) seklindedir (Tablo 3.8-9).

C. graecum ve C. pseudibericum un etanol ekstraktlarinin DPPH ve FRAP
deneylerinden elde edilen antioksidan kapasitesinin metanol ekstraktlarindan elde
edilen sonuglara gore daha giiclii oldugu oldugu sonucu her iki deneyde de ortak bir

sonug olarak gézlemlenmistir.
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DPPH deneyinde C. graecum ve C. pseudibericum yaprak ekstraklarinda %
inhibisyon degerlerinin dH,O’da daha yiliksek ¢ikmig olmasi, arastirmacilar
tarafindan yapilmis olan bagka bir ¢alismayla etkin ¢oziicii bakimindan benzerlik
gostermektedir. Bu calismada hekzan, kloroform, etilasetat, n-biitanol ve su
ekstraktlarinin DPPH’1n yarisinin siipiiriildiigii konsantrasyon olan IC50 degerleri
sirastyla 8,163+0,425 pg/ml, 2,706+£0,057 pg/ml, 1,660+0,024 pg/ml, 6,882+0,101
pg/ml ve 69,806+1,026 pg/ml olarak belirlenmistir (Cakmak 2011).

Yapilan bir calismada C. mirabile bitkisinin tuber etanol ve metanol
ekstraklarinin antioksidan kapasitesi DPPH deneyi ile belirlenmistir. 60 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlarda etanol ekstraktinin inhibisyon degeri %87
iken metanol ekstraktinin inhibisyon degeri %77 olarak belirlenmistir (Okmen ve

dig. 2014).

Elde ettigimiz verilere bakildiginda C. graecum ve C. pseudibericum’un hem
tuber hemde yaprak kisimlarinda 4 farkli ¢oziicli i¢in de etanol ekstraktlarinin,

metanol ekstraktlarindan daha yiiksek % inhibisyona sahip oldugu goriilmektedir.

Aragtirmacilar tarafindan bir¢ok bitki toplam antioksidan aktivite yoniinden
incelenmistir. Muscari parviflorum ekstraklarinin antioksidan aktivite degerleri
belirlenmistir. Buna gore en yiiksek antioksidan aktivite etanol ekstraktlarinda %76,8
+ 1,51 olarak, en diisiik antioksidan aktivite ise metanol ekstraklarinda %60 + 1,32

olarak belirlemislerdir (Mammadov ve dig. 2012).

C. mirabile’nin yaprak ve tuber kisimlarinin, metanol, aseton, dH,O petrol
eteri ile hazirlanan ekstraklarinin antioksidan aktiviteleri belirlemistir. Tim
coziicilerde yaprak kisimlari en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Antioksidan
kapasitesi petrol eterinde % 85,3-76,8 asetonda % 53,1-42,1 metanolde % 71.2-63.42
ve su ekstraktinda % 58.2-34.6 olarak bulunmustur (Sarikurkcu 2011).

Viburnum opulus ve V. orientale bitkilerinin sulu, kloroformlu ve metanollii
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini incelemistir. Metanol ekstraktlarinin toplam
fenolik madde igerigi sulu ekstraktlardan daha yiiksek oldugunu bulmustur. Metanol
ve su ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin kloroform ekstraktlarindan daha

yiiksek oldugunu tespit edilmistir (Burnaz 2007).
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Yapilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinde elde ettigimiz sonuglardan
C. graecum’un C. psedibericum’dan daha yiiksek antioksidan aktivite kapasitesine
sahip oldugunu soOyleyebiliriz. Toplam fenolik madde miktar1 tayininde elde
ettigimiz degerler de antioksidan aktivite ile uyum icindedir. Oziitlerin toplam
fenolik bilesik icerigi ile antioksidan aktiviteleri arasinda agik¢a goriilebilen bir

paralellik bulunmaktadir.

C. graecum ve C. pseudibericum’un iizerinde yapmis oldugumuz DPPH
(serbest radikal giderim aktivite) deneyi ve FRAP (indirgeme giicii kapasitesi)
deneyleriyle bu iki tiirlinde antioksidant kaynagi oldugu, elde etmis oldugumuz

sonuglarla ortaya koyulmustur.

Amarowicz ve arkadaglarinin gerceklestirdigi bir aragtirmada indirgeme
giicliniin toplam fenolik madde igerigi ve diger metotlar ile biiyiik dl¢lide uyum
gosterdigi  belirtilmistir (Amarowicz ve dig. 2004). Ayni bitkilerden farkli
coziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin birbirlerinden ¢ok farkli antioksidan aktivite
gostermesinin sebebi olarak ¢oziiciilerin polariteleri gosterilebilir. Biyolojik aktivite
potansiyeli, bitkiden elde edilen fitokimyasallarin polaritesine, bitkinin yetistigi
iklimsel sartlara, toplanma zamanina, toprak yapisina ve ylikseklige bagl olarak

degiskenlikler gosterebilmektedir.

Cassia siamea (Fabaceae) tiirlinlin arastirildig1 bir ¢aligmada toplam fenolik
madde igeriginin yiiksek olmasinin yiiksek bir antioksidan aktiviteye neden oldugu
indirgeme giicii testiyle gosterilmistir (Kaur ve dig. 2006). Benzer bir durum aymn
Fabaceae familyasina ait tiirler olan Bauhinia kockiana, Caesalpinia pulcherrima ve
Cassia surattensis’in ~ ¢igek ve yapraklarinin  antioksidan kapasitelerinin
degerlendirildigi calismada da goriilmiistiir. Calismada incelenen tiirlerin ¢icek ve
yapraklarinin toplam fenolik igerikleriyle indirgeme giigleri arasinda dogru oranti

oldugu belirlenmistir (Chew ve dig. 2009).

Kromotografi bir karisimdaki bilesenlerin biri hareketli digeri sabit iki faz
arasindaki dagilim dengelerine dayanan analiz yontemidir. (Wilard ve dig. 1981).

Calismamizda C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktalart YPSK
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(yiiksek performansli sivi kromotogrami) ile fenolik madde miktarlar1 agisindan

analiz edilmistir.

C. graecum ve C. pseudibericum un etanol ekstraktlarinin YPSK’da fenolik
icerik tayini i¢in 21 tane standart madde (gallik asit, protokatesik asit, katesin,
p-hisroksibenzoik asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, sirinjik asit, valinin,
p-kumarik asit, ferulik asit, sinapinic asit, benzoik asit, o-kumarik asit, rutin,
naringin, hesperidin, rosmarik asit, eriodistiol, sinamin asit, kuercetin, luteolin,
kamferol, apigenin) baz alinarak (Caponio ve dig. 1999) fenolik bilesikler tespit

edilmistir.

Analiz sonucunda C. graecum tuber etanol ekstraktinda, gallik asit, katesin
hidrat p-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, epikatesin, ferulik asit, Sinapik asit,
benzoik asit, o-kumarik asit, rutin, sinamik asit, kuersetin, kamferol fenolik
bilesikleri tayin edilmistir. Fakat C. pseudibericum tuber etanol ekstraktinda gallik
asit, kafeik asit sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, fenolik bilesikleri tayin

edilebilmistir (Sekil 3.23-24).

Iki bitki arasindaki fenolik madde miktari ve gesitliligine bakildiginda
C. graecum’ da daha fazla fenolik madde (C. graecum’da tayin -edilipte
C. pseudibericum’da tayin edilemeyen fenolikler: katesin hidrat p-hidroksibenzoik
asit, epikatesin, sinapik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, rutin, sinamik asit,

kuersetin, kamferol) tayin edildigini gortilmektedir.

Yapilan olan bir ¢alismada C. graecum’un tuber ve yapraklarinin kimyasal
kompozisyonu incelenmistir. Flavonoidler, sekerler ve lipidler ana bilesenler olarak

tespit edilmistir.

Tuberde saponinler, sapogeninler, triterpenik asitler, nisasta, serbest ve baglh
sekerler (arabinoz, ramnoz, ksiloz, fruktoz, glukoz ve galaktoz) tanenler,
l6koantosiyanidinler, katesinler, fenolik asidlar ve lipidler belirlenmistir. Fakat
kinonlar tespit edilememistir. Yapraklarda oldugu gibi tuberde de amino asitler ve
flavonoidler tespit edilmistir. Tuberlerde bulunan steroller, yag asitleri ve
flavonoidler klasik teknikler (TLC, HPLC, UV, IR, NMR, MS, GLC) kullanilarak
teshis edilmistir.
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Yaprakda ve tuberde kuersetin, kamferol, mrisetin, katesin gibi flavonoidler

teshis edilmistir (Stamatiki 1990).

Yapilan bir calismada Labisia pumila bitkisine farkli konsantrasyonlarda
(400, 800 ve 1200 pmol/mol) 15 hafta siireyle CO, uygulandiginda, CO, artiginin
flavanoid ve fenolik bilesiklerin profillerinde modifikasyonuna neden oldugu YPSK

analizi ile agiklanmistir (Hawa ve dig. 2012).

Deniz seviyesinden yukarilara dogu ¢ikildik¢a havadaki oksijen miktar: azalir
CO; miktar1 ise artar. C. graecum bitkisi 30-50 metre yiikseklikte anayola yakin bir
lokaliteden toplanirtken C. pseudibericum 950 metre ylikseklikten (Adana Feke
yaylasi) toplanmistir. C. graecum C. pseudibericum’a nazaran daha ytiksek bir CO,
konsantrasyonuna maruz kaldigi i¢in fenolik madde miktarinda artis ve ¢esitli fenolik
bilesiklerde de modifikasyonalarin olugsmas: muhtemeldir. Bu bilgiden yola ¢ikacak
olursak C. graecum ve C. pseudibericum’un toplam fenolik miktarlarindaki farkida

aciklayabiliriz.

Labisia pumila’da yaygm bir sekilde bulunan gallik asit ve kuersetin
miktarlart 1,200 pmol/mol CO;’ye maruz birakildiginda gallik asitin ciddi bir sekilde
art1g1 goézlenmistir (Hawa ve dig. 2012).

Labisia pumila’nin biitiin varyetelerinde normal CO, konsantrasyonunda
kamferol belirlenmesine ragmen yiiksek CO, konsantrasyonu sonucunda kamferol
belirlenememistir. Bunun yerine pumila ve alata varyetelerinde kafeik asit

miktarinda artig gézlemlemislerdir (Hawa ve dig. 2012).

C. graecum ve C. pseudibericum’da yapmis oldugumuz DPPH ve FRAP
antioksidan aktivite deneylerinde C. graecumun daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigini belirlenmistir. Bu bilgi Hawa ve arkadaslarinin (2012) yiiksek CO,
altindaki L. pumila’dan elde ettikleri DPPH ve FRAP degerlerindeki artmayla

korelasyon i¢indedir.

Bitki polifenolleri (flavonoid ve fenolik bilesikler) cestli yollarla
senezlenirler. Iki temel yol (sikimik asit ve malonik asit yolu) bu asamada gérev

almaktadir. Sikimik asit yolu precursorlerini glikoliz ve pentozfostat yolundan
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tiirevlenen basit karbonhidratr1 aromatik amino asitlere dontistiirebilir (Ghasemzadeh

ve dig. 2010).

Onceki calismalar fenolik ve flavonoid bilesiklerdeki artis ile karbohidrat
kayaklarindaki artis arasinda bir denge oldugunu gostermektedir. Daha fazla
karbonhidrat kaynagina sahip ve artan miktarda CO, uygulanmis bitkilerde fenolik
bilesiklerin miktar1 ve konsantrasyonunun arttifi gozlemlenmistir (Herrmann ve

Weaver 1999, Penuelas ve Estiarte 1998).

C. graecum ve C. pseudibericum tuber ekstraktlarinin anti-tiimor 6zelliklerini
belirlemek i¢in PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlar1 iizerinde bitki ekstraktlarinin 1000,
500, 250, 100, 50, 10, 1 ng/ul son konsantrasyonlari uygulanmistir. Bu sekilde
hiicreler 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava igeren ortamda 72 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Cytotox Glo kit (Promega firmasindan temin
edilmistir) kullanilarak Glomax Multi Detection System (Promega) cihazi ile 0. ve
72. saatlerdeki hiicre proliferasyonu oOlciilmiistir. PC9, PC14 ve AS549 hiicre
hatlarinda  kontrole oranla yiizde sagkalim oranlart ve ICsy degerleri
“http://www.antimalarial-icestimator.net/runregression1.2.htm” web sitesinin
regression analiz programi kullanilarak hesaplanmistir Yapmis olugumuz hiicre
proliferasyon saptama deneyinde, en yiiksek sitotoksik etkiyi PC9 hiicre hatti
iizerinde C. graecum dH,O ekstraktinda gormekteyiz (13,89 ng/ul) (Sekil 3.12).
Buna neden dH,O ekstraktlarinda saponinlere bagli olan aglikon (monosakkatler)
kisminin diger ¢oziiciilere nazaran dH,O tarafindan kolayca ¢6ziinmiis olmasi
diisiiniilmektedir. Bu aglikon kisminin daha ¢ok acgiga ¢ikmast ve DPPH
deneylerinde oldugu gibi “H"™ radikallerini ortamdan siipiirebilmesi ve PC9 hiicre
hattinda sitotoksik etkinin daha gii¢lii olma olasiligin1 ortaya koymaktadir. Bir biitlin
halinde ICsy degerleri incelendigi zaman PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlar iizerinde
genel olarak C. graecum ekstraklarmin daha yiiksek sitotoksik bir etkiye sahip
oldugu so6z konusudur. Yapmis oldugumuz toplam fenolik madde miktar1 tayin
yonteminde ve yapilan YPSK fenolik madde analizinde C. graecum’un
C. pseudibericum’dan daha yiiksek toplam fenolik madde ye sahip oldugu ve YPSK
fenolik madde analiz sonucunda yine C. graecum’un C. pseudibericum dan daha
fazla madde icerdigi tayin edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, bitkilerin igermis

oldugu madde miktari/farkliliklarinda, hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi
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degisiklik gostermektedir.

PC9 hiicre hattinda en yiiksek yilizde sag kalim oranm1 C. pseudibericum etanol
ekstraktinda gozlenirken ikinci sirada C. graecum etanol ekstrakti gelmektedir. PC9
hiicre hattinda C. pseudibericum ekstraktlariin yiizde sagkalim degerlerine
baktigimizda siranin su sekilde oldugu etanol>metanol>aseton>dH,O goriilmektedir

(Sekil 3.25).

PC9 hiicre hattinda C. graecum ekstraktlarinin ylizde sagkalim degerlerine
baktigimizda etanol>metanol>aseton>dH,O siras1 goriilmektedir (Sekil 3.25). Ayni
hiicre hatt1 iizerinde farkli iki bitkinin ayni c¢oziiciilerle vermis oldugu yiizde

sagkalim degerleri birbiriyle korelasyon igindedir.

PC14 hiicre hattinda en yiiksek ylizde sag kalim oranmi C. pseudibericum
etanol ekstraktinda saptanirken ikinci sirada C. graecum etanol ekstrakti gelmektedir.
PC9 hiicre hattinda C. pseudibericum ekstraktlarinin yiizde sagkalim degerlerine

baktigimizda etanol>aseton>metanol>dH,O siras1 goriilmektedir (Sekil 3.26).

PC14 hiicre hattinda C. graecum ekstraktlarinin yiizde sagkalim degerlerine
baktigimizda metanol>etanol>aseton>dH,O siras1 goriilmektedir (Sekil 3.26). Ayni
hiicre hatt1 iizerinde farkli iki bitkinin ayni c¢oziiciilerle vermis oldugu yiizde
sagkalim degerleri birbiriyle korele olmasa bile PC9 ve PC14 hiicre hatlarida yiizde
sagkalim degerlerine baktigimizda en disiik etkiye sahip ekstrakt olarak dH,O

goziikmektedir.

A549 hiicre hattinda en yiiksek ylizde sag kalim orant C. graecum aseton
ekstraktinda saptanirken ikinci sirada C. pseudibericum aseton ekstrakti gelmektedir.
AS549 hiicre hattinda C. pseudibericum ekstraktlarinin yilizde sagkalim degerlerine

baktigimizda aseton> dH,O >metanol>etanol siras1 goriilmektedir.

A549 hiicre hattinda C. graecum ekstraktlarinin yiizde sagkalim degerlerine
baktigimizda asetonl>metanol> dH,O>etanol sirast goriilmektedir. Ayn1 hiicre hatti
tizerinde farkl iki bitkinin ayni ¢oziiciilerle vermis oldugu yiizde sagkalim degerleri

genel olarak bir uyum gostermektedir.
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Yapilan bir calismada Cyclamen europaeum’un hiicre yasayabilirligi
tizerindeki olast sitotoksik etkisi 1.929 fare fibroblast modelinde arastirilmistir. Hiicre
yasayabilirli MTT yontemiyle degerlendirildiginde Cyclamen europaeum
ekstraktinin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre oliimiine sahip oldugu gosterilmistir

(Beriat ve dig. 2011).

Yapilan bir ¢calismada, Cyclamen coum ekstraktlarinin HeLa ve H1299 hiicre
hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. 1Cso degerlerine bakildiginda
C. coum ekstraktinin HeLa hiicre hatt1 lizerinde 8,61pug/ml HeLa iken 9,52 pg/ml ile
H1299°da daha ytiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu gozlemlemisler (Yildiz ve
dig. 2013)

PC9, PCl14 ve A549 hiicre hatlarina uyugulanan C. graecum ve
C. pseudibericum ekstraklarin hiicre hatlar1 {izerindeki kontrole oranla invazyon
etkisi en yliksek PC9 hiicre hattinda, C.graecum ekstrakti ¢ikmistir. Ekstraktlarin en
az etki gosterdigi hiicre hat1 ise PC14°diir. Hiicre hatlarinin invazyonu lizerine daha
etkilin olan ekstrakt C. graecum’dur. Caligmadaki kontrole oranla % invazyon
sonuglarina bakildiginda iki bitki ekstraktininda PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarinda

invazyonu baskiladig1 goriilmektedir.

C. graecum ve C. pseudibericum etanol tuber ekstraktlarinin PC9, PC14 ve
A549 akciger kanseri hiicre hatlarininin invazyon kapasitelerini kontrole oranla
kuvvetli bir sekilde baskiladigi saptanmistir (Sekil 3.11). Ekstraktlarin hiicrerin
invazyonunu baskilama yetenekleri kiigiik farkliliklar gostermektedir, invazyon
baskilama orani en yiiksekten en diisige surrasiyla PC9, PC14 ve A549 seklinde

saptanmistir.

C. graecum ekstraktlarinin PC9 PC14 ve A549 hiicre hatt1 {izerinde gdstermis
oldugu invazyonu baskilama ve sitotoksik etki kapasitesi bir biriyle biiyiik bir uyum

icindedir.
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Literatiirde Cyclamen cinsin invazyona olan etkisini gosteren herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu yiizden yapmis oldugumuz bu g¢aligmanin yiiksek
Ozglinliik degerine sahip oldugu ve daha sonraki arastirmalar i¢in bir adim olarak

diistiniilmektedir.

Mikro RNA’lar hedef mRNA’nin yikimmi ya da translasyonunun
baskilanmasin1 gerceklestirerek posttranskripsiyonal diizeyde gen ekspresyonunu
diizenler. Hiicre biiylimesinde, farklilasmasinda, proliferasyonunda ve hiicre
oliimiinde bir veya daha fazla hedef genin baskilanmasinda rol oynar (Selbach ve
dig. 2008, Baek ve dig. 2008). miRNA’lar dokuya spesifik olup insanlarda biitiin
hiicre tipinde bulunurlar ve farkli hiicrelerden farkli miRNA’lar eksprese
edilmektedir. Cesitli miRNA ekspresyon diizey degisiklikleri birgok hiicresel

proteinin ekspresyon diizeylerini etkilemektedir (Latronico ve dig. 2007).

miRNA’lar kardiyovaskiiler hastaliklar, merkezi sinir sistemi hastaliklari,
inflamatuar ve immiin kdkenli bir¢cok hastalikla yakindan iligkilidir (Ha 2011, Soifer
ve dig. 2007, Tsitsiou ve Lindsay 2009).

Gilinlimiizde yiizlerce miRNA’nin azalan veya artan ekspresyon ozellikleri ile
timor baskilayict veya onkomir olarak goérev aldigi gosterilmistir. Ayrica miRNA
genlerinin  %50°den fazlas1 kanser ile iliskili genomik bolgelerde yerlesmistir
(Bartles 2009). MikroRNA’lar akciger, mide, meme, kolon, tiroid, pankreas ve
prostat kanserlerini de igeren bir¢ok kanserde anormal eksprese edilirler (Bartles

2009, Khosknaw ve dig. 2009, Mitchell ve dig 2008).

C. graecum ve C. pseudibericum etanol ekstraktlart PC9, PC14 ve A549
hiicre hatlarina daha 6nceden belirlenmis olan I1Csy degerlerinde uygulanmistir. Bitki
ekstraktlar1 ile 24 saat muamele edilen hiicre hatlar1 24 saat sonra Qiagen micro
RNAeasy izolasyon kiti kullanilarak mikro RNA’lar elde edilmistir. Es zamanli PZR
yapmak i¢cin miRNA’lar RT II kiti kullanilarak cDNA’lara donistiiriilmiistiir.
Oncelikle akciger kanseri, metastaz, apoptozis, invazyon ile igili miRNA profilleri
literatiir taramasi yapilarak 19 adet miRNA belirlenmistir. Belirlenin miRNA
primerleri ve normalizatorleri kullanilarak protokoldeki sartlar dogrultusunda es
zamanli PZR reaksiyonu kurulmustur. Cikan sonuglar “2”-delta delta Ct” formiiliiyle

degerlendirilmistir (1’in altindaki ve 2 ile iizeri kat degisimleri dikkate alinarak
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akciger kanser iligkili mikro RNA’lar tartisiimistir). Elde etmis oldugumuz kat
degisimi grafiklerinde goriildiigi iizere (Sekil 3.28 ve 3.29) PC9 hiicre hatt1 icin
C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlar1 uygulandiginda miR-128,
miR-422  ve miR-22 mikroRNA’larin  ekspresyonlarinin  artmig  oldugu
goriilmektedir. Literatiir bilgisinde bu ifadesi artmis olan mikro RNA’larin akciger
kanseri invazyonu ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu yiizden akciger kanser

invazyonu ile miRNA arasindaki mekanizma ¢aligmalar1 i¢in 6nemli bir bilgidir.

PC9 hiicre hattinda C. pseudibericum ekstraktinin, miR-146 timor baskilayici
miRNA’sinin ekspresyonunu arttirdigr goriilmektedir (Sekil 3.30). MiR-146 timor
baskilayict mikro RNA’st MMP16’y1 (matriks metalloproteaz 16) hedefleyerek
kanser hiicresinin invazyon ve hiicre gogii yetenegini azaltir (Lin ve dig. 2011). miR-
146 ifadesi yapmis oldugumuz deneylerde artis gozlemlenmesi ve invazyonun
azalmasina neden olmustur bu sonuglar literatiir ile uyumlu oldugunu

gostermektedir.

C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlart uygulanmis PC14
hiicre hatlarinda miR-21, miR-31, miR-128 ve miR-155 mikroRNA’ larinin
ekspresyonlarinda artis goriilmektedir (Sekil 3.31-3.32). PC14 hiicre hattina
C. graecum ekstrakti uygulandiginda miR-146 mikroRNA’sinin ekspresyonunu
arttirrken C. pseudibericum ekstraktinin ise miR-191 ve miR-200c’nin

ekspresyonunu arttirdigr goriilmektedir.

C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlari uygulanmig PC14 hiicre hatlarinda
tiimor baskilayict miR-200c ve miR-146’nin ifadesindeki artis onkomir olarak gorev
alan ve aym sekilde artis gosteren miR155’in hedefini up-regule etmis olabilir.
Ciinkii akciger kanserinde miR155 onkomiri VEGF-A genini hedefler (Johnson ve
dig. 2005). MiR-200c tiimoér baskilayici mikro RNA’s1t anjigenez, invazyon ve
metastazda gorev alir. MiR-200c mikro RNA’s1 hiicre gog¢li ve invazyon
basamaginda ZEBI, PLCGI, MSN, VEGFRI1, CDHI, HMGBI genlerini hedefler.
Ifadesi artimis olan miR-146 tiimor baskilayici mikro RNA MMP16 proteinini
hedefleyerek PC14 hiicre hattinin invazyon yetenegini baskilamigtir. miR-200c, mir-

146 ve mir-155 ifadeleri literatiirle uyum gostermektedir.
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Yapilan bagka bir arastirmada akciger kanserinde miR-210, miR-21, miR31
ve miR-182 diizeylerinde artig saptanmistir (Wang ve dig. 2009, Nikiforova ve dig.
2008, Meng ve dig. 2007).

C. graecum ve C. pseudibericum tuber etanol ekstraktlar1 A546 hiicre hattina
uygulandiginda miR145 mikroRNA’larinin ekspresyonlarinda artisa sebep oldugu
goriilmektedir. MiR-145 hedefleri arasinda EGFR proteini yer almaktadir. Buna
bagli olarakta hiicrelerin invazyon yetenegi diismektedir. Bu sonucumuz literatiir ile

uyum gostermektedir.

C. graecum tuber etanol ekstraktt A546 hiicre hattina uygulandiginda
miR-146 mikro RNA’sinin ekspresyonu artarken C. pseudibericum ekstraktinda ise

miR-200c’nin ekspresyonunda bir artis goriilmiistiir.

A549 hiicre hattina uygulanan C. graecum ekstraktinin, MiR-146’nin
ifadesini arttirmis oldugu goriikmektedir (Sekil 3.32). Ifadesi artimis olan miR-146
tiimor baskilayict mikro RNA, MMP16 proteinini hedefleyerek PC14 hiicre hattinin
invazyon yetenegini baskilamis olabilir. Bu diisiincemizi yapmis oldugumuz
invazyon deneyini sonucuda (A549 hiicre hattinda %1,587 oraninda invaze olmus

hiicre goriildii (Tablo 3.10)) desteklemektedir.

AS549 hiicre hattina uygulanan C. pseudibericum ekstraktinin, miR-200c’nin
ifadesini arttirmis oldugu gériikmektedir (Sekil 3.33). Ifadesi artimis olan miR-200c
timor baskilayict mikro RNA, anjiyogenez, hiicre gocii ve invazyon basamaginda
ZEBI, PLCGI, MSN, VEGFRI, CDHI, HMGBI genlerini hedefler. ZEBI’in
mekanizmasina bakildiginda, miR-200c ZEBI’1 hedefler, susturulan ZEBI EMT’ y1
indiikleyemez. EMT’nin baskilanmas1 sonucu kanser hiicresi invazyon yetenegini

kaybeder.

Elde etmis oldugumuz bu veriler dogrultusunda C. graecum tuber etanol
ekstraktt hem PC14 hem de AS549 hiicre hattinda miR146 mikro RNA’sinin
ekspresyonunun artmasinda etkili olmustur. C. pseudibericum ekstraktinin ise PC14
ve A549 hiicre hatlarinda miR200c’nin ekspresyon artiginda etkili oldugu

goriilmektedir.
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PC9, PC14 ve A549 akciger kanser hiicre hatlarinda uyguladigimiz bitki
ekstraktlalarinin invazyonu nasil baskilamis olabilecegini mikro RNA’larin en
bilindik olanlart miR-200c ve miR-146 tiimdr baskilayict mikro RNA’larin

ifadelerinin arttirarak yapmis olabileceklerini 6n gérmekteyiz.

Yapmis oldugumuz calismazda C. graecum ve C. pseudibericum ekstrakti
uygulanmig PC9, PC14 ve A549 hiicre hatlarinda Let-7 ve miR-7 mikro RNA’larinin
ifadelerinin kat degisimi analizinde 1’in altinda oldugunu gérmekteyiz (Sekil 3.28-
29-30-31-32-33). Bu baglamda C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlarinin ve
cMyc onkogenleri {lizerine bir etkiye sahip olmadig1 sdylenebilir. Nakajima ve dig.
(Nakajima ve dig. 2006) tarafindan kolorektal kanserlerde onkogenik miRNA’lardan
Let-7g, miR-181b ve miR-200c, miR-29 ve miR-92’nin seviyerinde artis oldugu

gosterilmistir.

Chen ve arkadaglar1 akciger kanseri hastalarinda serum miRNA’larin analiz
ederek KHDAK hasta serumunda bulunan ancak normal serumda bulunmayan 63
tane miRNA tespit etmislerdir. Akciger kanserinde Let-7 ve miR-155 ailesi akciger
adenokarsinomal1 hastalarda hayatta kalmayla iliskilidir. Ras onkogenini Let-7 ailesi
negatif regiile edebilir bu nedenle Let-7 ailesi tiimor baskilayici olarak fonksiyon
gosterir (Johnson ve dig. 2005). Yu ve arkadaslar1 2008 yilinda yayinladiklar
caligmada bes yeni miRNA tanimlamiglardir; bunlardan miR-221 ve Let-7 koruyucu
etki gosterirken miR-137, miR-372 ve miR-182 ise kotii prognoz gostergesi
oldugunu ileri siirmiislerdir (Yu ve dig. 2008, Garofalo ve dig. 2008).

Sonuc olarak, bu c¢alisma kapsaminda c¢alisilan C. graecum ve
C. pseudibericum ekstraktlarina ait bulgular g6z onilinde bulundurulucak olursa
bitkilerin ihtiva ettikleri fenolik madde miktari/tiirevleri ayni cinslerde ¢evresel ve
cografik farkliliklardan etkilendigi tespit edilmistir. Bitkilerin sahip olduklar
antioksidan aktivite kapasiteleri ile fenolik madde miktarlar1 arasinda bir uyum
oldugunu saptamis bulunmaktayiz. Bu baglamda yiikseklik ve cevresel sartlarin,
sekonder metabolitler iizerindeki etkisini anlamak i¢in farkli yiikseklite ve farkli
cevresel sartlarda yayilis gosteren ya da suni ortamlarda yetistirilen tiirler lizerinde
toplam fenolik/flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivite farkliliklarinin

aragtirtlmasi gerekmektedir.
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Ayrica C. graecum ve C. pseudibericum ekstraktlarinin akciger kanser hiicre
invazyonunu baskilama mekanizmasinin miR-146, miR-200c ve miR-155 mikro
RNA’larin ifadesini arttirarak gerceklestirdiklerini  saptamis bulunmaktayiz,
ekstraktlarin miR-146, miR-200c ve miR-155 mikro RNA’larinin hangi genlerin
ifadelerini  baskilayarak  invazyonu inhibe ettiklerini = gosterilerek  etki

mekanizmalarinin arastirilmasi gerekmektedir.
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