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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ACACIA NILOTICA (L.) METANOLIK YAPRAK EKSTRAKTININ ANTi-KANSER
POTANSIYELININ A549 VE H1299 HUCRE HATLARINDA ARASTIRILMASI.
Abdelaziz ASSOUYOUTI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ozgiir VATAN

Kanser, diinyanin bir¢ok iilkesinde énde gelen 6liim nedenlerinden biri olmakla birlikte
yasam siiresinin artmasinin 6niinde 6nemli bir engel olarak yer almaktadir. Giintimiizde,
kanser gibi hastaliklara kars1 yeni ilacglar gelistirmek icin cesitli bitkisel triinlerin
arastirtlmas1 artarak devam etmektedir. Son yillarda, gesitli bitkisel triinlerin farkli
kanserlere karst umut verici anti-kanser etkinligi gosterilmistir. Bu baglamda tez
calismasinda, 6zellikle subtropik cografyada halk arasinda tibbi amaglar i¢in kullanimi
yaygin olan, Acacia nilotica (L) bitkisinin yapraklarindan elde edilen metanolik
ekstraktlarinin anti-kanser potansiyellerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu amaca
yonelik olarak, Akciger kanseri hiicre hatlar1 olan A549 ve H1299 hiicrelerinde
sitotoksisitenin belirlenebilmesi i¢cin XTT ve Klononjenik testler, hiicre 6liim modunun
belirlenebilmesi i¢in Annexin-V, DNA hasarlarinin belirlenebilmesi i¢in Komet yontemi
ve DNA hasar etmenlerinin belirlenebilmesi igin hiicre i¢i ROS testleri uygulanmustir.

XTT testi sonucunda A. nilotica yaprak metanolik ekstraktlarinin A549 ve H1299
hiicreler hatlarindaki IC50 degerleri sirastyla 616,66 = 11,71 pg/ml ve 198,05 + 14,48
png/ml olarak hesaplanmistir. Klonojenik testte ise bu degerler A549 ve H1299 hiicreleri
i¢in sirastyla 212,66 pg/ml ve 56,06 ng/ml olarak belirlenmistir. Komet testinde ise XTT
testinden elde edilen IC125, 1C2s5, ICso Ve IC7s degerlerinde maruz birakilan A549 ve
H1299 hiicre hatlarinda kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti
hesaplanmis ve elde edilen sonuglarda DNA iplik kiriklarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artislar oldugu belirlenmistir. ROS testi sonuglar1 ise A.
nilotica yaprak metanolik ekstraktinin 1C125, 1Cos, I1Cs0 ve IC7s konsantrasyonlarina
maruz birakilan A549 ve H1299 hiicrelerinde ekstraktlarin, hiicre i¢i ROS diizeylerinde
kontrol gruplarma gore istatistiki olarak anlamli artiglara yol actigi belirlenmistir.
Annexin-V testin sonuglari ise A. nilotica ekstraktin 1C125, 1C2s, 1Cso Ve 1C75 degerlerine
24 saat maruz birakilan A549 ve H1299 hiicrelerinde A. nilotica ekstraktinin hiicreleri
apoptoza gotiirmedigini ve dogrudan nekroza sebep oldugunu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Acacia nilotica (L), Akciger kanseri, anti-kanser, A549, H1299,
Klononjenik testi, Komet testi, ROS testi, XTT testi
2022, viii + 59 sayfa.
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INVESTIGATION OF ANTI-CANCER POTENTIAL OF ACACIA NILOTICA (L.)
METHANOLIC LEAF EXTRACT IN A549 AND H1299 CELL LINES.
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Supervisor: Assoc.Prof. Ozgiir VATAN

Cancer is a leading cause of death and a significant obstacle to increasing life expectancy
in every country in the world. Today, research into various plant-based products is
ongoing to develop new drugs for diseases such as cancer.

In recent years, various herbal products have shown promising anticancer activity against
different cancers. In this context, the thesis study is aimed to investigate the anticancer
potential of methanolic extracts obtained from the leaves of the Acacia nilotica (L) plant,
which is widely used for medicinal purposes, especially in subtropical geography For this
purpose, XTT and Clonogenic assay were used to assess cytotoxicity in lung cancer cell
lines A549 and H1299 cells, Annexin-V to determine the cell death mode, Comet assay
to determine DNA damages, and intracellular ROS assay to determine DNA damage
factors.

As a result of the XTT assay, IC50 values in A549 and H1299 cell lines obtained from A.
nilotica leaf methanolic extract are calculated as 616.66 + 11.71 pg/ml and 198.05 + 14.48
png/ml, respectively. The clonogenic test determined these values as 212.66 pg/ml and
56.06 png/ml for A549 and H1299 cell lines, respectively. In the comet assay, tail length,
tail % DNA, and olive tail moment are calculated in A549 and H1299 cell lines after
exposure to 1IC12.5, 1C25, IC50 and IC75 values obtained from the XTT test. The results
indicated a statistically significant increase in DNA strand breaks compared to the control
group. The results of the ROS assay showed that methanolic extract of A. nilotica leaves
induced statistically significant increases in intracellular ROS levels in A549 and H1299
cell lines exposed to IC12.5, IC25, IC50 and IC75 concentrations compared to the control
groups. The results of the Annexin-V assay showed that A. nilotica extract did not induce
apoptosis and directly induced necrosis in A549 and H1299 cell lines exposed to 1C12.5,
IC25, IC50, and IC75 concentrations for 24 hours.

Keywords: Acacia nilotica (L), Annexin-V assay, Anticancer, A549, Clonogenic assay,
Comet assay, H1299, Lung cancer, ROS assay, XTT assay
2022, viii + 59 pages.
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1. GIRIS

Kanser, diinyanin bir¢ok iilkesinde dnde gelen bir 6liim nedeni ve yasam siiresinin artmasinin
ontinde 6nemli bir engel olarak yer almaktadir (Siddiqui ve digerleri, 2020). Diinya Saglik
Orgiitii'niin (WHO) 2019 tahminlerine gére kanser 183 iilkenin 112'sinde 70 yasindan dnce
birinci veya ikinci 6liim nedenidir ve 23 iilkede {igiincii veya dordiincii sirada yer almaktadir

(Bray ve digerleri, 2021; Sung ve digerleri, 2021).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan yapilan istatistiklerine gore, 2020
yilinda diinya ¢apinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi (melanom disi cilt kanseri hari¢ 18,1
milyon) ve yaklasik 10,0 milyon kanser 6liimii (9,9 milyon melanom dis1 cilt kanseri harig)
meydana gelmistir. Tahmini 2,2 milyon yeni kanser vakasi ve 1,8 milyon 6liim ile akciger
kanseri, 2020'de en sik teshis edilen ikinci kanser ve kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir;
teshis edilen kanserlerin yaklagik onda birini (%11,4) ve 6limlerin beste birini (%18,0)
olusturmaktadir (Sung ve digerleri, 2021). Akciger kanseri, erkeklerde kanser morbiditesi ve
mortalitesinin 6nde gelen nedenidir, kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserden sonra
goriilme siklig1 agisindan tiglincii, 6liim orani ise meme kanserinden sonra ikinci siradadir

(Commar ve digerleri, 2018).

Gilinliimiizde, kanser gibi hastaliklara karsi yeni ilaglar gelistirmek i¢in ¢esitli bitkisel
tirtinlerin arastirilmasi artan bir sekilde devam etmektedir. Bu anlamda bitkiler zengin bir
icerige sahiptir ve potansiyel anti-kanser bilesikleri igermeleri olasidir. T1bbi bitkilerden elde
edilen fitokimyasallar hem kanser tedavisinde hem de kemoterapi, radyoterapi gibi
tedavilerin yan etkileri azaltabilmek i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda, cesitli bitkisel

driinlerin farkli kanserlere karg1 umut verici anti-kanser etkinligi gostermistir.

Bu baglamda tez ¢alismasinda, 6zellikle subtropik ¢ografyada halk arasinda tibbi amaclar
icin kullanim1 yaygin olan, Acacia nilotica (L) bitkisinin yapraklarindan elde edilen

metanolik ekstraktlarinin anti-kanser potansiyellerinin aragtirilmasi amaglanmaistir.



Bu amaca yonelik olarak, Akciger kanseri hiicre hatlar1 olan A549 ve H1299 hiicrelerinde
sitotoksisitenin belirlenebilmesi i¢in XTT ve Klononjenik testler, hiicre 6lim seklinin
belirlenebilmesi i¢in Annexin-V, DNA hasarlarinin belirlenebilmesi i¢in Komet yontemi ve

DNA hasar etmenlerinin belirlenebilmesi igin hiicre i¢i ROS testleri uygulanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gore kanser, diinya ¢apindaki 6liimlerin %63 'iinden sorumlu
olan bulasict olmayan hastaliklar1 temsil etmektedir. Bat1 iilkelerinde ikinci 6liim nedeni
olarak nitelendirilmektedir (Alwan ve digerleri, 2010; Kashfi, 2013). Kanser gelisimine
neden olan temel anormallik, kanser hiicrelerinin siirekli diizensiz ¢ogalmasidir. Kanser
hiicreleri, normal hiicre davranisini kontrol eden sinyallere uygun sekilde yanit vermek
yerine, kontrolsiiz bir sekilde biiyiir ve boliiniir, normal doku ve organlar isgal eder ve

sonunda tiim viicuda yayilabilmektedir (Cooper, 2000).

Kanser, trilyonlarca hiicreden olugsan insan viicudunda hemen hemen her yerde
baslayabilmektedir. Normalde insan hiicreleri, yaslandiklarinda veya hasar gordiiklerinde
oOliirler ve yerlerini yeni hiicrelere birakirlar. Bazen bu diizenli siire¢ bozulur ve anormal veya
hasarli hiicreler biiyiimemeleri gerekirken biiyiir ve ¢ogalir. Bu hiicreler, doku topaklari
olarak da tanimlanabilecek olan tiimdrleri olusturabilmektedir. Tiimérler, iyi huylu ve koti
huylu olmak {izeri iki gruba ayrilmaktadir. K6tii huylu tlimoérler yakin dokulara yayilir veya
yakindaki dokular1 istila eder ve viicutta uzak yerlere goc ederek yeni tlimorler
olusturabilmekte yani metastaz yapabilmektedir. Kanserli tiimorler malign tiimoérler olarak
da adlandirilabilmektedir. Bir¢ok kanser kati1 tiimorler olusturur, ancak l6semiler gibi kan
kanserleri genellikle kat1 tiiméorler olusturmaz. Iyi huylu tiimérler yakindaki dokulara
yayilmaz veya istila etmez. Iyi huylu tiimérler, ¢ikarildiginda genellikle tekrar biiyiimezken,
kanserli timorler bazen biiyiimektedir. Ancak iyi huylu tiimorler bazen oldukca biiyiik
olabilir. Bazilari, beyindeki iyi huylu tiimorler gibi ciddi semptomlara neden olabilir veya

yasami tehdit edebilir ("Ulusal Kanser Enstitiisti”, 2007).
2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri su anda diinya ¢apinda en yiiksek 6liim oranina sahip kotii huylu tiimordiir,
clinkii genellikle hastalik 6nemli 6lgiide ilerlemeden ve hastanin yasam kalitesinde 6nemli

bir diisiise yol acana kadar tespit edilememektedir (Ford ve digerleri, 2013). Akciger kanseri



erkeklerde kanser morbiditesi ve mortalitesinin 6nde gelen nedeni iken, kadinlarda meme ve
kolorektal kanserden sonra insidans ac¢isindan ig¢ilincii, O6liim orami agisindan meme
kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Insidans ve 6liim oranlari, erkeklerde
kadinlara gore kabaca 2 kat daha yiiksektir, ancak erkek-kadin orani, Kuzey Amerika'da
1,2'den Kuzey Afrika'da 5,6'ya kadar, bolgeler arasinda biiytik farkliliklar gostermektedir.
Erkekler arasinda akciger kanseri 36 iilkede en sik teshis edilen kanser iken, 93 iilkede kanser
Oliimlerinin 6nde gelen nedenidir. Afrika'da insidans oranlar1 genellikle diisiik kalmaktadir,
ancak Giiney ve Kuzey bolgelerinde orta ile yiiksek arasinda degismektedir. Kadinlar
arasinda akciger kanseri, Kuzey Amerika, Okyanusya ve Avrupa'nin bazi bdlgelerinde 25
tilkede kanser Oliimlerinin 6nde gelen nedenidir (Commar ve digerleri, 2018; Mu ve
digeerleri, 2013). Akciger kanserinin olasi nedenleri olarak aktif sigara igimi, pasif igicilik,
pipo ve puro i¢imi, i¢ ve dis hava kirliligine maruz kalma, radyasyona maruz kalma, asbest,
nikel, krom ve arsenik gibi ajanlara maruz kalma gibi farkli faktorler gosterilmektedir. En

onemli risk faktorii sigaradir (Alberg ve digerleri, 2013).

Gilinlimiizde kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi, radyasyon, hormonlar ve immiinoterapi
ana yaklasimlardir (Tan ve digerleri, 2011). Bitkilerin kanser tedavisinde uzun bir kullanim
gecmisi vardir ve dnemli bir yeni ilag kaynagi olmaya devam etmektedir (Cragg ve Newman,
2013). Bitkisel ilaglar, gelencksel ajanlart hassaslastirmada, hasta sagkalim siiresini
uzatmada, kemoterapinin yan etkilerini 6nlemede ve akciger kanseri hastalarinda yasam
kalitesini iyilestirmede yararl ve etkili olduklarini kanitladiklari i¢in akciger kanseri tedavisi
icin ¢ekici yaklagimlardan biri olarak kabul edilmistir (Jeong ve digerleri, 2011). 453 kanser
hastas1 ile yapilan bir caligmada, geleneksel kemoterapi ile bitkisel ilaglar1 kullanan
hastalarin yiizdesinin yaklasik %77 oldugunu ortaya koymustur (Richardson ve White,
2000). Bu durumlarda, akciger kanseri tedavisi i¢in tamamlayici bir tedavi olarak dogal
tirtinler, temel olarak toksisiteyi azaltmak, kansere bagli semptomlar1 hafifletmek, bagisiklik
sistemini uyarmak ve hatta dogrudan anti-kanser etkilerine sahip olmak amaciyla

kullanilmistir (Gerber ve digerleri, 2006).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), diinya ¢apinda bircok tibbi amacla kullanilan 21.000'den fazla
bitkiyi listelemistir (Wolfgang, 2005).



Yiizlerce yildan beri, gifali bitki minerallerinden ve organik maddelerden elde edilen bitkisel
ilaglar, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde pazarlanan ve popiilerlik kazanan saglik
hizmetleri i¢in diinya niifusunun yaklasik %75-80'inin hala temel dayanak noktasidir.
Bitkiler, alkaloidler, u¢ucu yaglar, glikozitler, regineler, oleoresinler, steroidler, tanenler,
terpenler ve fenoller gibi farkl aktif ikincil metaloitlerin varligindan dolay: tibbi 6zelliklere
sahiptir. Son birka¢ yilda, dogal olmalari, kolay bulunabilirligi, etkinligi, giivenilirligi.
Hafiza kaybi, osteoporoz, bagisiklik bozukluklar1 gibi yasa bagli bozukluklar1 tedavi etmede
etkili olmalar1 nedeniyle ve daha az yan etkileri nedeniyle bitkisel tip alaninda iistel bir

biiytime vardir (Malviya ve digerleri, 2011).
2.3. Afrika’min Sifah Bitkileri ve Geleneksel Tip

Afrika, geleneksel tibba dayali yeni ilaglarin gelistirilmesinde biiylik 6neme sahip olan
bitkisel ve kiiltiirel gesitlilige sahiptir (Light ve digerleri, 2005). Afrika kitasi sahip oldugu
cesitli ekosistemler sayesinde benzersiz sekilde tiir ¢esitliligine sahiptir. Afrika’da, en yiiksek
tir cesitliliginin merkezi tropik bdlgede oldugu genis uzunlamasina bolgelerde
goriilebilmektedir. Afrika bitkilerinden izole edilen biyoyararlanimi ve ilaca benzerligi
acisindan ilging olan bilesiklerin sayisi, bitkilerin toplandigi cografi bolgeye gore
gruplandirilmistir (Kuete ve digerleri, 2015). Biyolojik 6neme sahip bilesiklerin ¢ogu, Orta
Afrika'dan (%35), ardindan Giiney Afrika (9%23), Dogu Afrika (%21) ve son olarak Kuzey
Afrika'dan toplanan bitkilerden izole edilmistir (Ntie-Kang ve digerleri, 2013). Diinya
capinda, gida, yakit, kozmetik ve ilag saglamak i¢in bitkileri kullanmanin uzun bir gegmisi
vardir. Afrika niifusunun %90"mnin hala geleneksel tibba bagimli oldugu tahmin edilmektedir
(Benzie ve Wachtel-Galor, 2011). Giiney Afrika'nin uzun yillardir alternatif ilag olarak
kullanilan ¢ok sayida yerli bitkisel ilaglara sahip oldugu bildirilmistir (Van Wyk, 2015).

Tiim antikanser ilaglarinin yaklasik %65', bitkiler ve deniz organizmalari gibi kaynaklardan
izole edilen dogal bilesiklerin tiirevleridir (Balunas ve Kinghorn, 2005). Bitki tiirevleri ikincil
metabolitler olarak bilinir ve bitkinin biiyiimesine yardimci olabilmektedir. Ikincil
metabolitler, flavonoidler, terpenoidler ve azot i¢eren alkaloidler ve kiikiirt igeren bilesikler

olmak iizere li¢ ana gruba ayrilir. Binlerce Afrika bitkisi ve trilinleri kanser tedavisi i¢in



taranmistir. Anti-kanser ajanlar1 olarak ¢ok aktif oldugu bildirilen Afrika bitkilerinden ¢ok
cesitli ikincil metabolitler izole edilmistir. Bunlara benzofenonlar, flavonoidler, pterokarpan,
izoflavonoidler, naftokinon, akridon alkaloidleri ve ksanton dahildir. Bitki tiirevlerinin hem
kanser hem de ¢oklu ilaca direngli kanser (MDR) tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir
(Kuete ve digerleri, 2015). Bu bitkisel iiriinlerin bazilar1 digerlerinden daha etkili oldugu
kanitlanmistir ve halihazirda antikanser ajanlari olarak klinik kullanimdadir. Bunlara, timii
orijinal olarak Madagaskar deniz salyangozundan (Catharanthus roseus) izole edilmis olan
vinka alkaloidleri, vinblastin ve vinkristin dahildir (Cragg, Grothaus ve Newman, 2009).
Afrika'daki sifali bitkiler daha ¢ok geleneksel sifacilar tarafindan insanlar1 iyilestirmek igin
agizdan veya yaralara uygulanarak Afrika toplumlarinda goriilen bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Afrika popiilasyonlari, Bati ilaglarini karsilayamadiklar1 veya
Bat1 tibbinin etkinliginden siiphe duyduklar1 ve dogal iiriinlerin modern ilaglardan daha 1yi
calistigina inandiklart igin tibbi bitkileri ana tibbi tedavi kaynagi olarak kullanma

egilimindedir (Mbele, Hull ve Dlamini, 2017).

2.4.Tez Calismasinda Kullanilan Bitki Tiirii

Acacia nilotica, orta biiyiiklikte dik bir agagtir ve Fabaceae familyasina aittir. Geng
agaclarda, kabuk yesildir ve olgun olanlarda, boyuna catlaklarla karakterize neredeyse
siyahtir. Agacin yapraklar ince ve diiz olup yaklasik 1,3- 3,8 cm uzunlugundadir. Olgun
agagclar genellikle diken icermez. AZacin ¢igekleri altin saris1 renkte, kiiresel basli ve yaklagik
1,2-1,5 cm c¢apindadir. Dallarin ucunda bulunmaktadir. Meyveler 7-15¢cm uzunlugunda,
olgunlagmadan 6nce yesil, olgunlastiginda yesilimsi-siyahtir. Baklalardaki tohumlar arasinda
biiziilmeler vardir ve bu biiziilmeler, kolye goriiniimii vermektedir. Her bakla yaklagik 8-12
tohum icermektedir. Tohumlar parlak, oval, sikistirilmis ve koyu kahverengi renktedir
(Bargali ve Bargali,2009). A.nilotica, asir1 sicakliklara (>50 °C) ve nem stresine
dayanabilmesi nedeniyle hem nemli hem de kurak boélgelerde yetistirilebilmektedir (Dhabhai
ve Batra, 2012). Mikro iireme ve rizobium ve mikorizal mantarlarla simbiyotik iliski, onu
toprak verimliligini artirmak i¢in 6nemli tiirlerden biri yapmaktadir. Tohumlarin ¢cimlenmesi
ve diiglim eksplantlarindan yardimer tomurcuk indiiksiyonu yoluyla yayilmaktadir (Jangade,

Nagargoje, ve Shirote, 2014; Vengadesan ve digerleri, 2002). Bitkinin taksonomi



smiflandirmast Cizelge 2.1'de verilmistir. Bitkiye ait gorseller sekil 2.1 ve sekil 2. 2’de

verilmisgtir.

Cizelge 2.1. Acacia nilotica'min taksonomi siniflandirilmasi (Aslam ve digerleri, 2014)

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Rosidae

Order Fabales

Family Fabaceae
Genus Acacia

Species Acacia nilotica




Sekil 2.1. Acacia nilotica bitkisi
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Sekil 2.2. Acacia nilotica bitki yapraklari



2.4.2. Kimyasal bilesenler

A. nilotica, tanenler terpenoidler, ham protein kaempferol, alkaloidler, fenoller, ugucu yag,
steroidler, oleozinler, terpenler, regineler saponinler, steroidler, triterpenoid ve flavonoidler
icermektedir. Bitki flavonoidler ve fenolik asitler agisindan olduk¢a zengindir. A. nilotica
kabugunun etanolik 6zii, katesin, gallik, kafeik ve ellagik asitler, kersetin, alkaloidler,
glikozitler, tanenler ve diger farkli polifenolleri icermektedir. Bitkinin yapraklari tanenler ve
proteinler agisindan zengindir. Bitkinin yapraklarmin fitokimyasal analizi, kloroformik
Oziitiinilin polifenoller, fitosteroller, sabit yaglar ve kat1 yaglar igerdigini ortaya ¢ikarmistir.
Sulu ekstrakt, saponinler, fenolik asitler ve flavonoidler igerirken, etanol ekstrakti, sulu

ekstraktin tiim bilesenlerine ek olarak sabit yaglar icermektedir (Aslam ve digerleri, 2014).
2.4.3. Etnofarmakoloji

Bitkiler, antik ¢aglardan beri umut verici ilag kaynaklari olarak bilinmektedir ve Ayurvedik,
Unani, Cin ve diger tip sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Simdiye kadar
tanimlanan zengin sifali bitkiler arasinda Acacia nilotica'nin bakteriyel, fungal, viral, amebik,
l6kodermal hastaliklar, kanama yiginlari, hipertansiyon, hemoroid, kanser, tikaniklik,
menstriiel problem ve kulak agris1 gibi ¢esitli rahatsizliklara/hastaliklara kars1 dikkate deger

bir terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Singh ve digerleri, 2009).

Geleneksel olarak, agiz, kemik ve cilt kanserinin bir¢ok tiirlinii tedavi etmek icin
kullamilmistir. Bati  Afrika'da A.nilotica bitki parcalar1  kulak, goz ve testis
tiimdrleri/kanserleri, tliberkiiloz (kokler), ¢igek hastaligi (odun), iilserler (yapraklar) ve
karaciger ve dalak (kabuk ve sakiz) sertlesmesinin tedavisinde kullanilmistir (Kalaivani ve
Mathew, 2010). Giiney Misir'daki Nubyalilar, kan sekeri diizeylerini diizenlemede etkili
olduklarindan ve seker hastaligin1 tedavi etmek icin halk hekimliginde kullanimin
kanitladiklarindan, seker hastalarinin toz haline getirilmis A. nilotica kapsiilleri ile tedavi
edilebilecegine inanmaktadir. Meyve 6zii kaynatma, Nijerya'nin Katsina eyaletinde dogum
sonrasi yara iyilesmesi i¢in kullanilmaktadir (Kankara ve digerleri, 2015). Yemen'in Yerel
Tibbinda yapraklar, yaralarin iyilestirilmesinde, farenjit, bronsit ve diyabet tedavisinde

kullanilmigtir (Ali ve digerleri, 2012).



2.4.4. Farmakodinamik calismalar ve potansiyel uygulamalar
e Antioksidan aktivite

A. nilotica’min farkli bilesiklerinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.
Metanol ekstraktindan elde edilen Kaempferoliin in-vitro testinden elde edilen sonuglar,
DPPH testi i¢in 1-50 pg/ml ve deoksiriboz bozunma testi i¢in 1-100 pg/ml konsantrasyon
araliginda gii¢lii doza bagl olarak antioksidan aktivitesi gostermistir (Singh ve digerleri,
2008). Kok kabugu 6ziinden elde edilen Umbelliferon, daha yiiksek konsantrasyonlarda
aktivitede daha fazla artis olmadan doza bagh bir sekilde 100 pg/ml'lik bir konsantrasyona
kadar antioksidan etkiler gostermistir (Singh ve digerleri, 2010). Singh ve digerlerinin (2009)
yaptig1 calismada, sekiz farkli yesil meyve ekstraktinin etkin ve gii¢lii in-vitro ve in-vivo agir
metal kaldirma islemi ve ayrica serbest radikal siipiirme aktivitesi i¢in degerlendirilmistir.
Ekstraktlarda bulunan polifenoller, genel antioksidan potansiyellerinden sorumlu
tutulmustur. Son zamanlarda, A.nilotica yaprak 6ziitii ile oksidatif strese karsi in-vitro DNA
korumasi ¢aligsmasindan elde edilen sonuglar, bir gram yaprak 6ziitliniin siipiirme potansiyeli
acisindan 20 mg etil galata esdeger oldugunu gostermistir (Mohan ve digerleri, 2014).
A.nilotica'nin etanol yaprak tozu ekstresinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Aslam ve digerleri, 2014). Ekstraktin fraksiyonlanmasiyla ekstraktin siipiirme
aktivitesinin arttigr bulunmustur. Ayrica, geng yaprak ve agac¢ kabugu ekstrelerinin in-vitro
antioksidan aktivitesi (P karoten-linoleat modeli ve DPPH y6ntemi) ve toplam fenolik igerigi
(Folin Ciocalteu yontemi) degerlendirilmistir. Ekstraktlar arasinda hem yaprak hem de
kabugun aseton ekstraktinin en yiiksek aktiviteyi sergiledigi ve tannik asit ile
karsilastirilabilir oldugu bulunmustur. Sonuglar, antioksidan aktivitenin toplam fenolik igerik
miktari ile uyumlu oldugunu gostermistir (Sundaram ve Mitra, 2007). Son zamanlarda meyve
ekstraktin antioksidan potansiyeli Trolox esdeger antioksidan kapasitesi agisindan
arastirtlmis ve toplam polifenol igerigine uygun bulunmustur (Abuelgassim, 2013). Abdel-
Farid, Sheded, ve Mohamed (2014) yaptigi ¢alismalarinda yaprak, ¢icek ve meyvenin
metanolik ekstraktlari, 100 mg/ml'lik bir doz seviyesinde DPPH serbest radikal siipiirme ve
indirgeme giicii agisindan gii¢lii antioksidan aktivite gdstermis ve en yiiksek aktivitenin

yaprak ve meyve ekstraktlarinda sirasiyla %65,86 ve %63,86 ile gosterilmistir. Ayni
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calismada cesitli ekstraktlar arasinda 76,14 mg/ml ve 78,18 mg/ml olan en diisiik IC50
degerleri yaprak ve meyve ekstraktlarinda bulunmustur (Abdel-Farid, Sheded, ve Mohamed
2014).

e Anti-kanser ve anti-mutajenik 6zellikler

A. nilotica’min bilesikleri ve Ozleri antikanser/antimutajenik etkilere sahiptir. Ana etkili
bilesenlerin Acacia sakizlar1 ve ¢igek ozleri oldugu diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismada,
sakiz, ¢icek ve yapraklarin sulu ekstraktlarinin antikanser aktivitesine 7,12-dimetilbenz(a)
antrasen (DMBA) kaynakli cilt papilloma olusumu tizerinde erigilmistir. Ayn1 aragtirmacilar
tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada ise, oral gavaj yoluyla sulu ekstrakt ile tedavi edilen
farelerde toplam kromozomal anormalliklerde (kromatid kirilmalar, merkezli halkalar,
disentrikler, asentrik parcalar ve degisim) bir azalma ile mikrogekirdek sikliginda 6nemli bir
azalma gozlenmistir (Meena ve digerleri, 2006). Bir baska ¢alisgmada, Kabuk ekstraktinin
kemopreventif aktivitesi, haftalik CCls subkutan enjeksiyonlart (3 ml/kg. b.w. 6 hafta) ile
indiiklenen Hepatoseliiler Karsinom (HCC) ile tek intraperitoneal N-nitrosodietilamin
(NDEA, 200 mg/kg) enjeksiyonuna karsi sigan modellerinde incelenmistir. Sonuglardan, A.
nilotica kabuk ekstraktinin lipid peroksidasyonunu 6nledigi ve N-nitrosodietilamin kaynakli
hepatokarsinogenez sirasinda enzimik ve enzimik olmayan antioksidan savunma sistemini
destekledigi gosterilmistir (Singh ve digerleri, 2009). Bir baska c¢alismada ise, meme ve
akciger kanseri hiicre hatlarinda yaprak ekstraktindan elde edilen y-Sitosteroliin hiicre
biiylimesi, hiicre parcalanmasi ve hiicre dongiisli durmasi tizerindeki inhibitor etkileri, MCF-
7 ve A549 hiicrelerinde incelenmistir ve sirasiyla 493,3 + 15,2 ve 696,6 = 11,5 pg/ml IC50
degerleri belirlenmistir (Sundarraj ve digerleri, 2012).
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e Anti-platelet toplayici ve anti-diyabetik aktivitesi

Shah ve digerlerin (1997) yaptig1 ¢alismalarinda A. nilotica metanol meyve ekstraktlarinin,
trombosit agonistleri (arasidonik asit, ADP, trombosit aktive edici faktor ve kollajen) ve Ca*?
iyonoforunun aracilik ettigi trombosit agregasyonunun doza bagl bir sekilde (0,21-1,4
mg/ml) bloke edildigini gostermislerdir. Yukaridaki ¢alismanin sonuglari, aktivitenin esas
olarak Ca*?+ giris blokajma bagl oldugunu gostermektedir, ancak kanitlar, protein kinaz
C'nin katilimin1 da gostermektedir. Ayrica, streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlarda
A.nilotica sulu metanol yapragi ekstresi, gliburid gibi hipoglisemik ve anti-trombosit
agregasyon aktivitesi ile sonug¢lanmistir (Jeong ve digerleri, 2011). Calismada A.nilotica
uygulamas: ile diyabetik hayvan modellerinde kan sekeri seviyesinin 132,23 + 26,68'den
106,17 £ 10,92'ye distiigii gézlemlenmistir (Kumari, Jain ve Dave, 2014). Yetiskin erkek
albino sican modellerinde a-amilaz inhibisyon teknigi kullanilarak A. nilotica sicak su
ekstrakti fraksiyonlarinin hipoglisemik etkilerinin in-vitro kosullarindan elde edilen
sonugclar, bitki ekstraktinin a-amilazi inhibe etmedigini gostermistir ve bu da hipoglisemik
aktivitenin amilaz inhibisyonundan kaynaklanmadigini dogrulamistir. Caligmada sulu meyve
Oziitliniin oral yoldan verilmesinden sonra plazma glukoz seviyesinde %70'lik bir diisiis
goriilmiistir (Rather ve Mohammad, 2015). Ham metanol yaprak ekstrakti ve sulu
fraksiyonlarinin (500 ve 1000 mg/kg) alloksan ile indiiklenen diyabetik wistar siganlarinin
karaciger enzimleri ve lipid profilleri iizerindeki etkisinin arastirilmasindan elde edilen
deneysel sonuglarda, serum toplam kolesterol diizeyi 61,30 + 4,69 mg/dl, serum
triacilgliserol seviyesi 133,60 + 8,21 mg/dl ve serum yiiksek yogunluklu lipoprotein seviyesi
91,70 + 1,80 mg/dl olarak belirlenmistir, bu parametreler diyabetik kontrol grubunda ise
sirasiyla, 84,17 + 2,77, 169,7 + 8,54 ve 62,90 + 5,89 mg/dl seklindedir (Tanko ve digerleri,
2014). Baska bir ¢alismada, sulu meyve ekstraktinin (400-800 mg/kg) ve fraksiyonlarmig
kisimlariin (800 mg/kg etil asetat ve N-butanol) hipoglisemik etkileri wistar albino si¢an
modellerinde incelenmistir. Deneysel sonuglar, hipoglisemik etkinin flavonoidlerin ve
saponinlerin varligindan kaynaklanabilecegini gostermistir (Abbassy, Ibrahim, ve Gab Alla,
2018).
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e Anti-inflamatuar aktivitesi

Eldeen, Van Heerden ve Van Staden (2010) yaptig1 ¢alismada, A. nilotica kabugu etil asetat
ekstraktindan elde edilen bir kassan diterpen nilotikanin siklooksijenaz-1 (COX-1) ve
siklooksijenaz-2'ye (COX-2) kars1 anti-inflamatuar etkisini incelemis ve sirasiyla 28 ve 210
uM IC50 degerleri ile segici ve zayif inhibitor etki gosterdigini belirlemislerdir. Bununla
birlikte standart anti-inflamatuar ilag Indometasin’in IC50 degerleri, COX1 i¢in 3,6 uM ve
COX-2 i¢in 189 uM olarak belirlenmistir. Ek olarak, doza bagli anti-inflamatuar aktivite, 3-
B Acetoxy-17-B-hidroksiandrost-5-ene tarafindan, TPA-indiiklenen fare kulak 6demi‘ne
kars1 spektral ve X-Ray kirinim teknikleri ile karakterize edilen bitkinin hava kisimlarindan
izole edilen bir anti-inflamatuar etkisi aktif androsten ile gosterilmistir (Dongmo,
Nguelefack, ve Lacaille-Dubois, 2005). A.nilotica sulu ekstraktinin 100 mg/kg canli agirlik
doz seviyesinde sican modellerinde carrageenan kaynakli pence ddemi ve maya kaynakli
pireksi ilizerine On tedavisinin inhibitor etkilerinin sonuglari, pengce 6deminde (%20) bir
azalma oldugunu gostermis bu da 1 mL sulu aspirin soliisyonu (%47) tarafindan tiretilenden
daha az oldugu belirlenmistir (Dafallah ve Al-Mustafa, 1996). Sulu meyve ekstraktlarinin 50
ve 100 mg/kg viicut agirhigi doz seviyelerinde islenmesinden sonra, sicanlarda karagenan
kaynakli pence 6demi ve pamuk pelet kaynakli graniilom modellerinde degerlendirilmistir.
Sirasiyla %64,41 ve %25,62'lik maksimum inhibisyonu, 100 mg/kg ile oldugu gosterilmistir
(Rather ve Mohammad, 2015).

e Anti-diyare ve antelmintik aktivite

Isvigre albino fare modelinde baryum kloriir kaynakli peristaltik hareketleri ve hint yagi,
magnezyum siilfat kaynakli diyareye neden olan yaygin mikroorganizmalara kars1 in-vitro
anti-mikrobiyal aktiviteyi tedavi etmek i¢in metanolik kabuk ekstrakti kullanilmistir (Misar,
Bhagat, ve Mujumdar, 2007). Agunu ve digerleri (2005) tarafindan yapilan c¢alismada,
farelerde perfiize izole edilmis tavsan jejunumu ve hint yagi ile indiiklenen diyare
modellerinde aktivitenin, yaygin olarak kullanilan standart bir ishal onleyici ilag olan
loperamid ile karsilastirilabilir oldugunu bulmustur. A.nilotica'nin metanolik meyve

ekstrakti, solucanlarda yumurtadan ¢ikmayi ve larva gelisimini engelleyerek doza ve zamana
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bagli antelmintik (IC50=512,86 ve 194,98 ng/ml) etkiler gostermistir (Bachaya ve digerleri,
2009).

e Antihipertansif ve antispazmodik aktivite

Bir calismada, A. nilotica’min meyve ekstraktinin kobay kalp kulakgiklarinda, kuvvet ve
spontan kasilmalarin hiz1 tizerinde doza bagl (0,3-3,0 mg/mL) inhibit6r etki olusturdugu
gosterilmistir. Benzer sekilde konsantrasyona bagh (0,1-3,0 mg/mL) olarak tavsan
jejenumunda K" ile indiiklenen kasilmalari da inhibe ettigi igin, meyve ekstraktinin
aktivitesine kalsiyum kanal blokajinin aracilik ettigi One siiriilmiistiir. Ekstraktin
potansiyelini incelemek i¢in atropin ve fentolamin kullanilmistir. Fentolamin, norepineftrinin
(NE) vazokonstriktor etkisini ortadan kaldirirken, ekstraktin hayvan modellerinde
uygulanmasi ile muskarinik reseptor stimiilasyonu veya adrenoseptor blokajinin roliinii

ortadan kaldirarak NE yanitin1 degistirmedigi gézlenmistir (Gilani ve digerleri, 1999).
e Anti-bakteriyel ve anti-fungal aktivite

A.nilotica, birgok kimyasal bilesik ve Oziitin antimikrobiyal aktivite igin
degerlendirilmesinden ve kayda deger sonuglar bulunmasindan dolay1 potansiyel bir
antimikrobiyal ajan kaynagi olabilmektedir (Abbas ve Elhag, 2015). Kokiin etil asetat
fraksiyonu, 500 ug/mL konsantrasyonu ile saf antibiyotikten daha fazla antibakteriyel bilesen
igeriyor gibi goriinmektedir ( Banso, 2009). Metanol kabugu, yapragi ve tohum 6ziitii, gok
cesitli bakteri ve mantarlara kars1 antimikrobiyal aktivite agisindan degerlendirilmistir. Dev
De ve Singh (2014) yaptig1 ¢alismasinda, tohum ve yaprak oziitinden 5 mL MIC degeri E.
coli {izerinde uygulandiginda sirasiyla 12 ve 15,30 mm inhibisyon bdlgesi vermistir. Ek
olarak, A. nilotica bitkisinin metanol ve sulu ekstreleri, ¢coklu ilaca direngli Salmonella
typhi'ye kars1 orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gostermistir (Rani ve Khullar, 2004).
Metanol yaprak ekstresinin anti-tifo 6zellikleri, Widal test titre yontemi ile farelerde S.
Typhi’ye kars1 degerlendirilmistir. Ekstrakt ile tedavi edilen hayvanlarda Widal test titre
degeri 1/40 olarak kaydedilirken, tedavi edilmeyen hayvanlarda 1/160 degeri ile ekstraktin

anti-tifo ajani olarak etkinligi kanitlanmistir (Rather ve Mohammad, 2015). Sulu Metanol
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ekstraktinin Pseudomonas aeruginosa, E.coli ve S. aureus'a kars1 antimikrobiyal etkinligini
incelemek igin in-vitro time Kkill-kinetik antibakteriyel tahlili yapilmis ve MIC degeri 0,5- 1,0
mg araliginda olan bakteriyel azalma ylizdesi olarak belirlenmistir (Oladosu ve digerleri,
2013).

A. nilotica, uzun siiredir agiz hijyeni adjuvani olarak kullanilmaktadir, ancak yine de A.
nilotica’nin ¢ogu yaygin agiz mantari iizerindeki anti-fungal 6zelligi lizerine c¢alismalar
eksiktir. Antifungal etkinligi arastirilan birka¢ calismada dogrudan yaprak kullanimi ile
hayvanlar tizerinde gosterilmistir. 4. nilotica 'nin sulu ekstraktinin, test edilen tiim mantarlara
kars1 %50 inhibisyon ile ¢esitli Aspergillus tiirlerine kars1 onemli antifungal aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir. Sulu ekstreler, Blitox ve Dithane M-45'e kiyaslandiginda Aspergillus
niger'in misel biiyiimesinde oldukga 6nemli inhibisyon gostermistir (Alwan ve digerleri,
2010). Ancak giiniimiizde, agacin kabugu, 6zellikle tanenler ve polifenoller olmak lizere daha
yiiksek miktarlarda antimikrobiyal ajanlarin varligindan dolay: kullanilmaktadir (Runyoro,
2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢alisma, Bursa Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde bulunan
Hiicre Kiiltiiri ve Genetik Toksikoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda, Acacia nilotica (L) bitkisinin yapraklarinin metanolik ekstraktlarinin antikanser
potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in, sitotoksite testi olarak XTT ve Klonojenik testi, hiicre
6lim modunun belirlenebilmesi i¢cin Annexin-V, DNA hasarlarinin belirlenebilmesi igin
Komet yontemi ve DNA hasar etmenlerinin belirlenebilmesi i¢in hiicre i¢i ROS testleri

uygulanmustir.
3.1. Kullamilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler

Caligmada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1 de, sarf malzemelerine iligkin bilgiler ise Cizelge

3.2 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka/Model
Sogutmali santrifiij SIGMA-2-16PK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW?220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firmni

ELEKTRO.MAG-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 80’1

Isik mikroskobu NIKON-ECLIPSE E100
Komet yazilimi KAMERAM 21
Elektroforez gii¢ kaynagi PEQLAB-REQPOWER 300
Elektroforez tank1 CLEAVER SCIENTIFIC

Mikroplaka okuyucu

BiO TEK, ELX800 U.S. A

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

+4 buzdolab1 REGAL

Manyetik Karistiric ISOTEX

-20 derin dondurucu

ALASKA — ADF 06 V

Florometre ve Luminometre

-80 derin dondurucu ELCOLD

Karistirici-sitic M TOPS MS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS
Fluoroskan Ascent FL Microplaka | THERMO SCIENTIFIC

Muse cell analyzer

LUMINEX/0500-3115

Co2 inkiibatori

PANASONIC/MCO-18UVS3-PA
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet

COSTAR

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT-MIDI PLUS/ DRAGON MED LEVO
PLUS

Steril 15 mI’lik tiipler

ISOLAB

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml)

PANBIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

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

Lowmelting Agaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO MERCK/ K39661843
Tripsin-EDTA GIBCO/ 1304898
DCFH-DA SIGMA/4091-99-0

Hiicre proliferasyon kiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576

Cosmasie Brillant blue G-250

7815 SIGMA BRILLIANT BLUE G 250

3.2. Kullanilan Hiicre Hatlarn

Calismada, Insan akciger kanser hiicre hatlar1 A549 (ATCC® CCL-185™) ve NCL-H1299
(CRL-5803™) (Sekil 3.1 ve 3.2.) kullanilmstir. Hiicreler havalandirmali T75 flasklar icinde
37 °C ve %5 CO: ortama sahip inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Besiyeri i¢erigi: 500 ml RPMI

Medium + 60 ml FBS (fetal bovine serum) + 3 ml L- glutamine, 6 ml penisilin-streptomisin,

6 ml sodyum piriivattan olusmaktadir. Hiicrelerin karakterizasyonlar1 Cizelge 3.3.’te

verilmistir.
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Cizelge 3.3. H1299 ve A549 hiicre hatlarin karakterizasyonlar1 (“American Type Culture
Collection” [ATCC], t.y.)

Hiicrelerin H1299 A549

ozellikleri

Biiylime Yapisik Yapisik

ozellikleri

Tiiretme Hiicre hatt1, daha 6nce radyasyon | Bu hiicre hatt1 1972 yilinda D.J. Giard
tedavisi almig bir hastadan alinan | ve arkadaglar1 tarafindan eksplant
akcigerin lenf nodu | kiiltiirii yoluyla akciger kanserli olan
metastazindan olusturulmustur. | hastanin akciger dokusundan

tretilmistir.

Morfoloji Epitel Epitel

Yas 43 y1l 58 yil

Etnik koken Beyaz Beyaz

Cinsiyet Erkek Erkek

Metastatik Lenf digiimi Yok

Gen P53 proteininin P53 proteininin ekspresyonu aktiftir

ekspresyonu ekspresyonundan yoksundur.

Hastalik Karsinom; Kiiciik hiicreli | Karsinom; Kiigiik hiicreli olmayan
olmayan akciger kanseri akciger kanseri

Yorumlar Hiicreler, pS3 proteininin
homozigot kismi delesyonuna
sahiptir ve p53 proteininin

ekspresyonundan yoksundur.
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Sekil 3.2. H1299 hiicre hatt1 (“ATCC”, t.y.)
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e Hiicrelerin pasajlanma prosediirii

Flasklardaki besiyeri uzaklastirilir. Bu islem esnasinda hiicreler flask yiizeyine yapisik
olduklarindan hiicreler flask tabanindan ayrilmazlar. Daha sonra hiicreler PBS (Phosphate
Buffered Saline) ile yikanip PBS, flasktan uzaklastirilir. Bu islemden sonra flasklara tripsin
eklenerek inkiibatore de 2- 3 dk bekletilir, bu islem flask tabanina yapismis hiicrelerin
flasktan ayrilmasini yardimei olur. Tripsin etkilesiminin durdurulmasi i¢in eklenilen tripsin
miktar1 kadar besiyeri eklenir ve hiicreler 15 ml’lik tiiplere toplanarak +4 °C’de 2500 rpm de
5 dk boyunca santrifiij edilir. Santrifiij edildikten sonra tiipteki siipernatant atilarak hiicreler
siispanse edilir. Besiyerleri yeni flasklara eklenmesinden sonra hiicre siispansiyonundan

alinan hiicreler flasklara aktarilir.

3.3. Kullamilan Bitki Ekstraktinin Elde Edilmesi

Acacia nilotica (L.) bitkisinin yapraklart CAD Cumhuriyeti, Vadday Bolgesi, Abbese ilinde

bulunan aktarlardan Ekim 2020 yilanda satin alinmustir.
e Bitki ekstraktinin hazirlanmasi:

Acacia nilotica (L.) bitkisinin yapraklarini havada kurutulduktan sonra (8,18 g) saf metanol
(200 mL) kullanilarak Soxhlet cihazi ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Muamele
sonunda elde edilen ekstraktlardan alkoliin fazlas1 déner evaporator ile uzaklastirmistir, kalan
ekstraktlar desikator igerisinde kurutulduktan sonra %2,5 DMSO ¢oziicii ile ¢oziinerek

kullanilmistir.
3.4. XTT Testi

Hiicresel ¢ogalma ve canliligin belirlenmesi i¢in ¢ok cesitli yaklagimlar mevcuttur. XTT test
yontemi sart renkli XXT (2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilit tuzu) tetrozolyum tuzunun (XTT) metabolik olarak aktif olan hiicreler
tarafindan portakal renkli formazan boyasina ayrilmasina dayanmaktadir. Bu transformasyon

sadece canli hiicrelerde olusur. Sulu ¢ozeltilerde formazan boyalar ¢dziinebilir ve dogrudan
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spektrofotometre tarafindan oOlgililebilmektedir. Bu sekilde ortamdaki canli hiicre miktar

belirlenebilmektedir (Scudiero ve digerleri, 1988; Roehm ve digerleri, 1991).

o) NO, ‘
jij[ H:’C\o & 2 Na-
N\
O N SO; 1 Na’ NH
/ \ l, N~
A =N SO, i
— - N SOs

JCL ol Bl

O NO,

| L o HSC\ X

CH, o NO.

XTT Formazan

Sekil 3.3. Canli hiicrelerde XTT metobolizasyonu sonucunda suda ¢oziinebilen formozan
olusumu (“Merck”, t.y.)

e XTT Testi Protokolii;

Yontem, XTT hiicre proliferasyon kit (Biological Industries, BI) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kiiltiire edilen hiicreler flasklarda %80 doluluga ulastiginda 96
kuyucuklu platelere 8000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 37 °C ve %5 CO: ortamli
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra besi yeri degistirilecek. Acacia nilotica
ekstiraktlarindan 100 ile 800 pg/mL arasinda degisen farkli konsantrasyonlar: ile 24 saat
boyunca muamele edilmistir. Siire sonunda kuyucuklardan besiyeri uzaklastirarak PBS ile
yikanmis ve 100°er pL yeni besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga aktive edilmis XTT
soliisyonu eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda mikroplaka okuyucu ile

450nm’de absorbans degerleri belirlenmistir.

% hiicre canlilig1 = (1- Absorbans (muamele grubu) / Absorbans (kontrol grubu)) x100

Formiilii kullanilarak % hiicre canliligi hesaplanmis ve proliferasyon egrisi ¢izilmistir.

Proliferasyon egrisinin denkleminden IC50 degerleri hesaplanmustir.
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3.5. Klonojenik Testi

Klonojenik test, bir hiicrenin koloni olusturacak sekilde ¢ogalma ve siirekli boliinme
yeteneginin korunmasimma dayanmaktadir. Bu sekilde c¢ogalan hiicreler klonojenik hiicre
denir. Klonojenik testi, ilk kez radyasyon etkilerini incelemek amaciyla gelistirilmis olsa da
giiniimiizde yaygin olarak farkli tiir ajanlarin etkilerini denetlemek amaciyla da
kullanilmaktadir. Bu testte yeterince boliinmeyen hiicreler 6lii olarak kabul edilir. Bunun igin
koloni sayim1 yapilirken 50 hiicreden daha az sayida hiicre igeren koloniler sayimlara dahil

edilmemistir (Munshi ve digerleri, 2005; Franken ve digerleri, 2006).

¢ Klonojenik test protokolii:

Flasklarda kiiltiire edilmis hiicrelerin %80 doluluga ulasgtiginda 50000 hiicre/ T25 flasklara
deney gruplarini olusturacak sekilde aktarilmistir. 48 saat inkubasyona birakilan hiicreler
slire sonunda Acacia nilotica ekstraktlarinin 100 ile 800pg/ml farkli konsantrasyonlari ile 24
saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir deney grubundan ayr1 ayr1 4 tane 60 mm’lik
petriye 500 canli hiicre aktarilmistir. Ardindan petriler 37 °C ve %5 CO2 ortama sahip olan
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Petrilerdeki hiicrelerin koloni olusturulmasina kadar her giin
petriler invert mikroskopta kontrol edilmis petri kaplarindaki koloniler belirli bir biiytikliige
ulastiginda (yaklasik 7-8 giin sonunda) petrilerden besiyeri uzaklastirilmig ve PBS ile
yikanmistir. Sonrasinda hiicrelere saf etil alkol ile 5 dakika muamele edilerek petri kaplarina
fikse edilmistir. Ardindan kristal viyole boyasi ile boyama islemini gergeklestirilmistir. Her
bir petrideki koloniler sayilmistir. Yiizde hayatta kalma orani asagida verilen formiille

hesaplanmuistir.

% canlilik = Petri bagina ortalama koloni sayis1 / Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayis1 x 100

IC50 Degeri, XTT testinde benzer sekilde elde edilen grafikten hesaplanmigtir.

3.6. Komet Testi

Komet testi, hiicrelerde olusabilecek DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilmistir. Y6ntemin
temel prensibi, elektroforetik alanda agaroz jeldeki tek hiicreli DNA'nin migrasyonuna

dayanmaktadir. Bu sebeple ilk onceleri, tek hiicre jel elektroforezi (Single Cell Gel
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Electrophoresis SCGE) olarak adlandirilan yontem fragmente olmus DNA’nin non
fragmente DNA’dan ayrilmasina izin vermektedir. Bu sayede birgok cesit DNA hasar
lrlinliniin yontem ile belirlenmesi miimkiindiir. Mikroskop goriintiisii, ¢ekirdegi iceren
bliyiik bir kafa ve DNA pargalar1 igeren bir kuyruktan olugsmasi bakimindan bir kuyruklu
yildiza benzemektir onun i¢in Komet yontemi olarak adlandirilmaktadir (Collins ve digerleri,

2008; Cavas ve Konen, 2008; Piperakis, 2009)
e Komet testi protokolii:

Hiicreler 25cm?lik flasklarda 25000 hiicre / flask olacak sekilde ekilmistir ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Siire bittiginde PBS ile yikanmis ve yeni besiyeri eklenmis flasklarda her bir hiicre
hatt1 icin ayr1 ayri, XTT testi ile belirlenmis olan IC12,5, IC25, IC50 ve IC75
konsantrasyonlarindaki Acacia nilotica ekstraktlar1 ile 24 saat muamele edilmistir. Siire
sonunda her bir flasktan hazirlanmis hiicre siispansiyonlar: diisiik erime sicaklikli agaroz
(LMA) ile karistirilmistir ve 6nceden agaroz ile kaplanmis lamlara yayilmistir. LMA’nin
polimerlesmesi beklendikten sonra agaroz katmanlar icerisindeki hiicreler bir gece lizis
sollisyonunda (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10mM Tris base, pH 10, 1% Triton X ve %10
DMSO) inkiibe edilmistir. Siire bittiginde lamlar karanlik ortamda, 4°C’ de alkali
elektroforez tamponu (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH>13) i¢inde 30 dakika bekletilmis
ardindan, 25V, 300 mA’de elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi
bittiginde lamlar 5 dakika siire ile nétralizasyon tamponunda nétralize edilmistir (0.5 M Tris—
HCI, pH 7.5). Kurutulan lamlar %70 lik etanol ile fikse edilmis ardindan etidyum bromiir (20
pg/ml) ile boyanmis ve floresan mikroskop (Nikon eclipse 180 marka) ile her bir deney grubu
icin 100’er adet komet goriintiisiiniin fotografi ¢cekilmistir. Bu fotograflar, mikrosistem komet
yazilimi kullanilarak, komet ¢alismalarinda degerlendirilmesi Onerilen {ic parametre olan;
Olive Kuyruk Momenti (OTM), Tail DNA (Kuyruk DNA%) ve Tail length (Kuyruk

uzunlugu (um)) parametreleri degerlendirilerek DNA hasar miktar1 belirlenmistir.
3.7. Annexin-V Testi ile Apoptozun Belirlenmesi

Apoptoz esnasinda meydana gelen hiicresel degisikliklerden biri, fosfatidilserinin dis zar

ylizeyine yer degistirmesidir. Apoptozisin ilk agsamalarinda meydana gelen bu translokasyon
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daha sonra membran biitiinliiglinli bozmaktadir. Membran disina yer degistirmis olan
fosfotidil serine yliksek afinite gdstererek baglanabilen ayni zamanda FITC gibi floresans
madde ile isaretlenebilen Annexin — V apoptozisin tayin etmesinde siklikla kullanilan bir
molekiildiir (Martin ve digerleri, 1995; Rudin ve Thompson, 1997; Gatti ve digerleri, 1998;
Overbeeke, 1998; Tesarik ve digerleri, 1998).  7-Aminoaktinomisin-D (7-AAD)
aktinomisinden kokenlenmis DNA’da GC bolgelerine baglanmis olan floresans 6zellikli bir
molekiildiir. Erken apoptotik hiicrelerde hiicre zarmin gecirgenligi ge¢ apoptotik hiicrelere
gore daha diisiik oldugundan, gec apoptotik hiicrelerde DNA'ya baglanan 7-AAD miktari
daha yiiksektir (Zembruski ve digerleri, 2012).

e Annexin-V test Protokoli:

Hiicre 6liim mekanizmasinin apoptotik yolak ile olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in Muse
Annexin V & Dead Cell Kiti (Millipore, Almanya) kullanilmistir. Bu kit temelde,
hiicrelerdeki Annexin-V ve 7-AAD ile isaretleme yapilmis molekiillerin floresans olarak
belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Boylece erken ve gec apoptotik hiicreler normal

hiicrelerden ayirt edilebilmektedir.

Deney setlerini olustururken hiicreler 25000 hiicre/flask olacak sekilde 25cm? lik flasklara
ekilmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir. Siire bittiginde her bir hiicre hatt1 ayr1 ayr1, Acacia
nilotica ekstlarmin XTT testi ile belirlenmis ortalama IC50, IC75 ve IC90 degerleri ile 24
saat sliresince muamele edilmistir. Siirenin sonunda deney gruplarindan 500 hiicre/pl olacak
sekilde siispanse edilmistir bu siispansiyon 1:1 oraninda 1 Annexin V & Dead Cell Assay kit
cozeltisi ile karistirtlmistir. 30 dakika oda sicakliginda ve 151k gormeyen ortamda
bekletilmistir ve Muse Cell Muse® Cell Analyzer (Millipore, Almanya) kullanilarak hayatta
kalan hiicre, erken apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve oOli hiicre yiizdeleri

hesaplanmustir.
3.8. ROS Testi

Onemli DNA hasar etmenlerinden biri hiicrenin iginde olusan Reaktif Oksijen Tiirleridir

(ROS). Acacia nilotica ekstraktlarin hiicre i¢i ROS olusturma potansiyelleri Hiicre igi ROS
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testi olarak adlandirilan yontem ile arastirilmistir. Yontemde; 2°,7’-dichlorofluorescein
diacetate (DCF-DA)’nin hiicre igerisine girerek hiicresel esterazlarin etkisi ile 2°,7’-
dichlorodihydrofluorescin (DCFH)’e doéniistiiriiliir DCFH hiicre igerisindeki ROS varligina
bagl olarak ¢ok hizli bir sekilde oksitlenir ve 2°,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCF) ye
doniismektedir. DCF’nin yiiksek derecede floresan 6zelligi bulunmaktadir. Hiicrelerdeki
floresans miktar1t ROS miktar1 ile orantilidir. Bu nedenle floresans miktar1 belirlendiginde

hiicre igerisindeki ROS miktar1 da belirlenmis olacaktir (Pogue ve digerleri, 2012).
e ROS Testi Protokolii:

Kiiltlirlenen hiicreler, 8000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu siyah platelere
ekilmis ve 37 °C ve %5 CO2 ortama sahip olan bir inkiibatérde 24 saat inkiibe edilmistir.
Siire sonunda besiyeri degistirerek hiicreleri 2 kez PBS ile yikanmistir. 0,5 mM DCFH-DA
stok ¢ozeltisi DCFH-DA ’nin RPMI’ da ¢dziilmesi ile hazirlanmistir.

Bu stoktan 1:9 oraninda seyreltme yapildiktan sonra her bir kuyucuga 100’er pL eklenmis
ve 37 C’de 120 dk inkiibasyona birakilmustir. Inkiibe edildikten sonra hiicreler 2 kez PBS ile
tekrar yikanmigtir boylece hiicre igerisine girmemis olan DCFH-DA ortamdan
uzaklastirilmistir. DCFH-DA yiiklenmis hiicreler, A. nilotica ekstraktlarinin XTT testi ile
belirlenen 1C12,5, 1C25, IC50 ve IC75 konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Platelerde
floresans miktar1 480 nm/530 nm’de florometrik plaka okuyucuda 24 saat belirli araliklarla
kinetik olarak okunmustur. Elde edilen RFU (Relative fluorescence units) degerleri

ekstraktlarimizin ROS olusturma potansiyeli yansitmistir.
3.9. Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrar olarak gergeklestirilmistir sonuglarda bu verilerin
ortalama degerleri ve standart sapma degerleri verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri SPSS 23 paket programiyla gerceklestirilmistir. Analizlerde One way ANOVA
ardindan Tukey, Tamhane veya Mann Whitney U testlerinden uygun olalar verilerin normal

daglim gosterip gdstermemesine ve/veya varyanslarin homojenligine bagli olarak se¢ilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT Test Bulgulan

Tez calismasinda kullanilan A. nilotica bitki metanolik yaprak ekstraktin sitotoksik etkisini
belirlenmesi i¢in XTT testi uygulanmistir. A. nilotica metanolik ekstraktinin 100 pg/ml ve
800 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlari 24 saat siire ile A549 ve H1299 hiicrelerine
uygulanmistir. Ekstraktlarin bu hiicre hatlarindaki 1C125, 1Cz5, ICs0 ve IC75 degerleri
hesaplanmistir. Deneylerin ortalama degerlerinden elde edilen IC degerleri Cizelge 4.1. ve

Sekil 4.1.”de gosterilmistir.
4.1.1. A549 hiicre hattinda A. nilotica bitkisinden elde edilen XTT bulgulari

A549 hiicre hattinin A. nilotica bitki ekstrakti ile 24 saat muamele sonucundan elde edilen
IC125, ICas, ICs0 Ve IC7s degerleri sirasiyla; 149,33 + 9,77 ug/mL, 308,33 £ 5,85 pg/mL,
616,67 £ 11,71893 ng/mL ve 925 £+ 17,57 pg/mL olarak hesaplanmistir. A549 hiicre hattinin
A. nilotica bitkisinde elde edilen XTT bulgular1 Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

4.1.2. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitkisinden elde edilen XTT bulgulari

H1299 hiicre hattinin A. nilotica bitki ekstrakti ile 24 saat muamele sonucundan elde edilen
IC125, ICos, ICso Ve I1C7s5 degerleri sirastyla; 49,5 + 3,62 pg/mL, 99,02 + 7,24 ng/mL, 198,05
+ 14,48 pg/mL ve 297,06 + 21,73 pg/mL olarak hesaplanmistir. H1299 hiicre hattinin A.
nilotica bitkisinde elde edilen XTT bulgular1 Cizelge 4.1. ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. A. nilotica bitki ekstraktin A549 ve H1299 hiicre hatlarinda IC12,5, IC25, IC50
ve IC75 degerleri, + standart sapmay1 ifade etmektedir

Dozlar H1299 A549
IC12.5 49,5 + 3,62 pg/ml 149,33 + 9,77 pg/ml
IC25 99,02 + 7,24 pg/ml 308,33 + 5,85 pg/ml
IC50 198,05 + 14,48 pg/ml 616,66 + 11,71 pg/ml
IC75 297,06 + 21,73 pg/ml 925 + 17,57 pg/ml
A.nilotica

1000

800

600

400 I

200 . .

| - N
IC12.5 1C25 IC50 IC75

W H1299 m A549

Sekil 4.1. A. nilotica bitki ekstraktin A549 ve H1299 hiicre hatlarinda IC12,5, IC25, IC50 ve
IC75 degerleri; Hata gubuklarinda standart sapmalar1 belirtilmistir

4.2. Klonojenik Test Bulgular:

Klonojenik test sonucu elde edilen bulgular i¢in 6rnek petri goriintiileri sekil 4.2 ve 4.3’te

verilmisgtir.

28



Sekil 4.2. A. nilotica bitki ekstraktina maruz birakilan A549 hiicre hattinda Klonojenik test
ile belirlenen canlilik oranlar1

Sekil 4.3. A. nilotica bitki ekstraktina maruz birakilan H1299 hiicre hattinda Klonojenik test
ile belirlenen canlilik oranlari
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4.2.1. A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakt: icin elde edilen klonojenik test
bulgular

A549 hiicre hatt1 A. nilotica bitki ekstraktinin 100 pg/mL ve 800 ug/mL arasinda farkli

konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Muamele sonucunda elde edilen IC50 degeri

212,66 pg/mL olarak hesaplanmistir. Canlilik ylizdesi ve standart sapmalar1 Sekil 4.4.de

gosterilmistir.
A549
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A.nilotica bitkisi (ug/mL)

Sekil 4.4. A. nilotica bitki ekstraktin maruz birakilan A549 hiicre hattinda Klonojenik test ile
belirlenen canlilik oranlari

4.2.2. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti icin elde edilen klonojenik test
bulgulari

H1299 hiicre hattt1 A. nilotica bitkisinin 25 pg/mL ve 100 pg/mL arasinda farkl
konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. Muamele sonucunda elde edilen IC50 degeri 56,06
ng/mL olarak hesaplanmistir. Canlilik yiizdesi ve standart sapmalar1 Sekil 4.5.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. A. nilotica bitki ekstraktina maruz birakilan H1299 hiicre hattinda Klonojenik test
ile belirlenen canlilik oranlari

4.3. Komet Testi Bulgular

Komet testi sonucunda elde edilen 6rnek goriintiiler Sekil 4.6 ve 4.7 de verilmistir. Komet
testinde elde edilen verilerin istatistiksel analizlerinde gruplar arasi karsilastirmalarda Mann-

Whitney U testi kullanilmistir.

(RS vt 1C25 pg/ml
o “g/ml s ug/ml

Sekil 4.6. Komet testi sonunda A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti igin ¢esitli
konsantrasyonlardaki floresan mikroskop goriintiileri
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1C12,5 pg/ml 1C25 pg/ml

1C50 pg/ml 1C75 pug/ml

Sekil 4.7 Komet testi sonunda H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakt: i¢in ¢esitli
konsantrasyonlardaki floresan mikroskop goriintiileri

4.3.1. Kuyruk uzunlugu bulgular:

A549 ve H1299 hiicre hatlarinin, A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu

sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in Kuyruk uzunlugu
sonuclar1. (Karsilastirmalar ayni hiicrelerin solvent kontrol gruplar ile gergeklestirilmistir.

*; p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Kuyruk Uzunlugu (um) A549 H1299

BK 11,954+ 0,16 um 13,348 = 0,38 um
SK 14,23 £ 0,05 um 13,46 £ 0,26 um
IC125 15,77 £ 0,35 pm™*** 15,02 +£ 0,31 pm***
IC25 16,13 £ 0,46 pm** 17,61 £ 0,36 pm***
ICs0 24,73 £ 0,54 pm*** 48,15 + 0,86 um***
IC7s 29,56 +£ 0,39 pm*** 72,71 £ 1,32 pm***
PK 59,53 £ 1,28 pum™*** 104,34 + 1,44 pm***
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e A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu
bulgulari

A549 hiicrelerinin A. nilotica bitki ekstraktinin IC125, IC2s, ICs0 ve IC75 degerleri ile muamele
edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu sirasiyla, 15,77 3,56 um, 16,13 +4,63 um,
24,73 £5,40 pm ve 29,56 + 3,93 um olarak hesaplanmistir. Biiyiime kontrol (BK), Solvent
kontrol (SK) ve Pozitif kontroliin degerleri sirastyla 11,95+ 1,64 um, 14,23 + 0,55 um, 59,53
+ 12,81 um olarak hesaplanmistir. A549 hiicre hatt1 A. nilotica bitkisi metanolik yaprak
ekstrakt1 ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu bulgular1 Sekil 4.8.

ve Cizelge 4.2. ‘da gosterilmistir.

Kuyruk Uzunlugu
BN W DA U oo N
o o o o o o o o

BK SK

IC12,5 IC25 IC50 IC75 PK
A.nilotica Konsantrasyonu

Sekil 4.8. A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti igin elde edilen kuyruk uzunlugu
verileri; Hata cubuklarinda standart hata degerleri belirtilmistir

e HI1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu
bulgular

H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, IC2s, ICs0 ve IC7s
degerleri ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk uzunlugu sirasiyla, 15,02 +
3,17 um, 17,61 + 3,62 um, 48,15 + 8,64 pm ve 72,71 £+ 13,22 um olarak hesaplanmistir.
Biiylime kontrol (BK), Solvent kontrol (SK) ve Pozitif kontroliin degerleri ise, 11,95+ 1,64
um, 14,23 +£ 0,55 um ve 59,53 + 12,81 um olarak sirasiyla hesaplanmistir. H1299 hiicre hatti
A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstrakti ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen

kuyruk uzunlugu bulgular1 Sekil 4.9. ve Cizelge 4.2. ‘da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu
verileri; Hata cubuklarinda standart hata degerleri belirtilmistir

4.3.2. Kuyruk % DNA bulgular:

A549 ve H1299 hiicre hatlarinin, A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin farkli

konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA

sonuclar1 Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in Kuyruk %DNA
sonuglari. (Karsilastirmalar ayn1 hiicrelerin solvent kontrol gruplar ile gergeklestirilmistir.
*; p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Kuyruk %DNA A549 H1299

BK 28,30 £ 0,97 15,08 + 0,6

SK 30,08 + 0,99 25,17 = 1,05
IC125 34,23 £ 0,87** 33,75 £ 1,04%%*
ICas 37,97 + 1,20%%* 42,93 £ 1,04%%*
ICso 38,65 + 0,92%%* 46,97 + 1,05%%*
IC7s 51,08 + 1,21%%* 57,15 £ 1,14%**
PK 66,25 + 0,68%** 77,98 + 0,78%**
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e A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk % DNA
bulgulari

A549 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, IC25, ICsg ve IC7s
degerleri ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA sirasiyla, 34,23 £ 8,7,
37,97 £ 12,97, 38,65 £ 9,25 ve 51,08 £ 12,12 olarak hesaplanmistir. Biiylime kontrol (BK),
Solvent kontrol (SK) ve Pozitif kontrolii (PK) degerleri sirasiyla, 28,30 £ 9,72, 30,08 + 9,92
ve 34,23 + 8,7 hesaplanmistir. A549 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak
ekstrakti ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk %DNA bulgular1 Sekil 4.10.

ve Cizelge 4.3. ‘da gosterilmistir.
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Sekil 4.10.A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk % DNA
verileri; Hata cubuklarinda standart sapmalari belirtilmistir

e HI1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk % DNA
bulgulari

H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, IC2s, ICs0 Ve IC7s
degerleri ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk % DNA bulgular sirasiyla,
33,75+ 10,42, 42,93 +£ 10,44, 46,97 = 10,57 ve 57,15 £+ 11,4 olarak hesaplanmistir. Biiyiime
kontrol (BK), Solvent kontrol (SK) ve Pozitif kontrolii (PK) degerleri sirasiyla, 15,08 + 6,01,
25,17 £ 10,53 ve 77,98 + 7,84 hesaplanmigtir. H1299 hiicre hatt1 A. nilotica bitki ekstrakti
ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen kuyruk %DNA bulgular1 Sekil 4.11. ve Cizelge
4.3. ‘da gosterilmistir.
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Sekil 4.11. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen kuyruk % DNA
verileri; Hata cubuklarinda standart sapmalar1 belirtilmistir

4.3.3. Olive kuyruk momenti bulgular:

A549 ve H1299 hiicre hatlarinin, A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin farkli
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda elde edilen Olive kuyruk momenti

sonuclar1 Cizelge 4.4 da verilmistir.

Cizelge 4.4. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda A. nilotica bitki ekstrakti igin Olive kuyruk
momenti bulgulart (Karsilastirmalar ayni1 hiicrelerin solvent kontrol gruplar ile
gerceklestirilmistir. *; p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001)

Olive Kuyruk Momenti | A549 H1299

BK 4,14 +£0,17 3,2+0,25

SK 5,41 +£0,24 4,53 +£0,16
IC125 5,88 £0,25 5,56 £ 0,17%**
IC2s 6,03 £0,28 6,56 + 0,2%*
ICso 8,98 + 0,36%** 14,55 £ 0,64%**
IC7s 11,66 & 0,44%** 23,15+ 1,09%**
PK 24,97 £ 0,57%** 48,11 £0,91%**
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e A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen olive kuyruk momenti
bulgulari

A549 hiicrelerini A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, 1C2s, 1Cso Ve IC7s
degerleri ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen Olive Kuyruk Momenti bulgulari
strastyla, 5,88 + 2,53, 6,03 + 2,88, 98 £+ 3,65 ve 11,66 + 4,46 olarak hesaplanmistir. Biiylime
kontrol (BK), Solvent kontrol (SK) ve Pozitif kontrolii (PK) degerleri sirasiyla, 4,14 + 1,72,
5,41 + 2.4 ve 24,97 + 5,76 hesaplanmustir. A549 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik
yaprak ekstraktr ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen Olive Kuyruk Momenti

bulgular1 Sekil 4.12. ve Cizelge 4.4. ‘da gosterilmistir.
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Sekil 4.12. A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti1 i¢in elde edilen Olive Kuyruk
Momenti verileri; Hata ¢gubuklarinda standart sapmalari belirtilmistir

e HI1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakt1 i¢in elde edilen olive kuyruk momenti
bulgulari

H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, IC2s, ICs0 ve IC7s
degerleri ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen Olive Kuyruk Momenti bulgular:
sirastyla, 5,56 = 1,72, 6,56 = 2,08, 14,55 + 6,41 ve 23,15 £ 10,9 olarak hesaplanmistir.
Biiytime kontrol (BK), Solvent kontrol (SK) ve Pozitif kontrolii (PK) degerleri sirasiyla, 3,2
+ 2,51, 4,53 £ 1,68 ve 48,11 + 9,15 hesaplanmistir. H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi
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metanolik yaprak ekstrakti ile muamele edilmesi sonucunda elde edilen Olive Kuyruk

Momenti bulgular Sekil 4.13. ve Cizelge 4.4. ‘da gosterilmistir.
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Sekil 4.13. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti i¢in elde edilen Olive Kuyruk
Momenti verileri; Hata gubuklarinda standart sapmalari belirtilmistir

4.4. Annexin-V Testi Apoptoz Bulgular:

A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin XTT testinden elde edilen IC degerlerinden
IC 12,5, 25, 50 ve 75 konsantrasyonlari ile 24 saat boyunca muamele edilen A549 ve H1299
hiicrelerinden elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, gec¢ apoptotik, toplam apoptotik ve
olii hiicre sayilariin yiizdelik oranlar1 Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6. de verilmistir. Pozitif
kontrolii olarak Hidrojen Peroksit (H202) kullanilmistir. Muse cihazindan elde edilen

goriintiiler de Sekil 4.14 ve 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.14. A549 hiicrelerinde A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi
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Sekil 4.15. H1299 hiicrelerinde A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu apoptotik etkilerinin Annexin-V yontemi ile belirlenmesi
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Cizelge 4.5. A549 hiicre hatt1 A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii
hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri

Dozlar Olii hiicre Geg apoptotik Canli hiicre | Erken apoptotik
BK 0,6 £0,26 03+0 96,33 +0,45 | 2,76 £0,2

PK 0,10+4,2 86,05 + 1,34 1,95+ 5,67 11,9+1,36

SK 0,66 0,11 0,2+0,17 97,16 £ 0,35 | 2,03 +£0,25
IC125 92,02+1,5 |2,86+0,2 5,06 £ 1,35 0,06 + 0,05

ICa2s 96,53 0,4 |3,26+0,.25 026+0,15 |00

ICso 91,26 £ 8,73 £0,77 0+0 0+0

IC7s 0,46 + 8,63 +0,4 0£0 0£0

Cizelge 4.6. H1299 hiicre hatt1 A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu Annexin-V testi ile elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6l
hiicre sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve standart sapma (S.S) degerleri

Dozlar Olii hiicre Geg apoptotik Canli hiicre | Erken apoptotik
BK 0,73+£0,11 |0,2+3,39 97,73 £0,11 | 1,33+0,2

PK 0,0£0 85,95 £ 0,65 1,80 £ 1,85 1225+ 0

SK 0,56+028 |0+0 98,96+ 0,15 | 0,5+0,1

IC125 48,72 0,5+0,1 50,43+ 2,2 0,26 £0,15

ICa2s 96,13+ 0,56 | 0,93 +0,11 293+£049 |0+£0

ICso 98,7+ 0,1 1+£0,1 0,23 +0,11 0+0

IC7s 98,2+ 0,26 | 1,66=+0,28 0,06+0,05 |0+0
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4.4.1. A549 hiicre hattinda nilotica bitki ekstrakti icin elde edilen Annexin-V testin
bulgular

A549 hiicrelerinde A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, 1Czs, ICso Ve IC7s
degerleri ile muamelesi sonucu elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, gec apoptotik ve

Ol hiicre ylizdesi Sekil 4.16 ve Cizelge 4.5’te verilmistir.

Annexin-V
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Sekil 4.16. A549 hiicre hattin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii hiicre yilizdesi

4.4.2. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakt: icin elde edilen Annexin-Vtestin
bulgulari

H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin IC125, IC2s, ICs0 Ve IC7s
degerleri ile muamelesi sonucu elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve

Olii hiicre ylizdesi Sekil 4.17 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.17. H1299 hiicrelerinin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile muamelesi
sonucu elde edilen yasayan hiicre, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii hiicre ylizdesi

BK PK
m Ol

4.5. ROS testin bulgular:

A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin A549 ve H1299 hiicre hatlarindaki XTT testi
sonuclarindan elde edilen, IC125, ICzs, ICsq Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmis ve bir saat,
alt1 saat, on iki saat ve yirmi dort saat sonraki hiicre i¢i ROS seviyeleri 6lgiilmistiir. Pozitif

kontrolii olarak Hidrojen Peroksit (H202) kullanilmistir. Elde edilen RFU degerleri Cizelge

4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. A549 hiicre hattin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile 1 saat, 6 saat,

Annexin V

=
I :
- T — T — — — _ —_— —_ —
4

1C12,5 1C25
Canli

SK

Geg apoptotik

Erken apoptotik

IC50 IC75

12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri

A549 1'inci saat 6'inci saat 12’nci saat 24'incii saat
BK 3,31+ 1,68 3,39+ 1,97 2,26 £ 0,51 2,6 £1,48
SK 2,77 +£1,23 2,81 +£1,44 2,87 +1,87 2,33+ 1,34
IC12,5 6,79 +£ 0,42 2,05+0,1 2,13 +0,38 1,48 £0,42
IC25 11,85+ 3,39 2,96 £ 0,5 2,91+0,92 2,27+ 0,87
IC50 13,94 +1,2 3,7£0,4 2,95+ 0,44 1,83 £0,74
IC75 18,48+ 1,82 | 7.05+ 1,58 8,42 = 3,03 2,06 + 1,46
PK 6,8 2,11 6,36 = 2,02 3,17 +£1,08 0,15+0,01
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Cizelge 4.8. H1299 hiicre hattin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile 1 saat, 6 saat,

12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri

H1299 l'inci saat 6'inci saat 12’nci saat 24'{incti saat
BK 25+0.16 239+0,18 2.36 £ 0,25 0,92 + 0,47
SK 2,63 +0,59 2,66 +0,71 2,79 £ 0,99 1,53 +0,35
IC12,5 4773 0,31 2.0+0.19 2.92+031 2.11+0.41
IC25 9,49 + 2,96 2,94 +0,22 3,11+0,82 3,96 £1,78
IC50 9,7+ 0,8 442 +3,0 3,52+ 1,18 1,65+ 0,49
IC75 11,65+0,56 | 4,41 +0,7 513+1.28 0,83 + 0,09
PK 16,52 + 2,65 18,32 £2,21 7,7+0,78 0,17 +0,02

4.5.1. A549 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti icin elde edilen ROS test bulgular:

A549 hiicre hattinin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin ile bir saat muamele
edilmesi sonucunda biiytime kontrolde elde edilen ROS degeri 3,31 + 1,68 seklindedir. IC125,
IC2s, 1Cs0 ve IC7s degerlerinin bu hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucunda elde
edlilem ortalama ROS degerleri sirasiyla; 6,79 + 0,42, 11,85 + 3,39, 13,94 + 1,2 ve 18,48 +
1,82 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 6,8 + 2,11 seklindedir.

6 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ROS degeri, 3,39 + 1,97
seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 2,05 £ 0,1, 2,96 + 0,5, 3,7 £+
0,4 ve 7,05 = 1,58 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 6,36 £ 2,02 seklindedir.

12 saat muamele edilmesi sonucundan biiylime kontroliinde elde edilen ROS degeri, 2,26 +
0,51 seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 2,13 + 0,38, 2,91 + 0,92,
2,95 + 0,44 ve 8,42 + 3,03 seklindedir. Pozitif kontrolin ROS degeri ise, 3,17 £ 1,08
seklindedir.

24 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ROS degeri, 2,6 + 1,48
seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 1,48 £ 0,42, 2,27+ 0,87, 1,83
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+ 0,74 ve 2,06 £ 1,46 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 0,15 + 0,01 seklindedir.
1 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri
Cizelge 4.7. ve Sekil 4.18°da gosterilmistir.

A549
25
20
E15
% 10 {
5 I I 1
mbak kddE Mese Meiz Mies MOR: MRE
BK SK 1C12,5 1C25 IC50 IC75 PK

A.nilotica bitki ekstrakin konsantrasyonu (pg/ml)

B 1'incisaat M 6'inci saat 12'inci saat 24'(incl saat

Sekil 4.18. A549 hiicre hattin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile 1 saat, 6 saat,
12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri

4.5.2. H1299 hiicre hattinda A. nilotica bitki ekstrakti icin elde edilen ROS test bulgular:

H1299 hiicre hatlarmin A. nilotica bitkisi metanolik yaprak ekstraktinin ile bir saat muamele
edilmesi sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ROS degeri 2,5 + 0,16 seklindedir. IC125s,
IC2s, 1Cs0 Ve I1C7s degerlerinin bu hiicre hattina 1 saat muamele edilmesi sonucunda elde
edlilem ortalama ROS degerleri sirasiyla; 4,73 £ 0,31, 9,49 £2,96, 9,7+ 0,8 ve 11,65 = 0,56
seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 16,52 & 2,65 seklindedir.

6 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ROS degeri, 2,39 + 0,18
seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 2,9 + 0,19, 2,94 + 0,22, 4,42
+ 3,0 ve 4,41 + 0,7 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 18,32 £ 2,21 seklindedir.

12 saat muamele edilmesi sonucundan biiylime kontroliinde elde edilen ROS degeri, 2,36 +

0,25 seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 2,92 + 0,31, 3,11 + 0,82,
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3,52 £ 1,18 ve 5,13 + 1,28 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 7,7 + 0,78
seklindedir.

24 saat muamele edilmesi sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ROS degeri, 0,92 + 0,47
seklindedir. IC degerlerinden elde edilen ROS degeri sirasiyla; 2,11 0,41, 3,96 + 1,78, 1,65
+ 0,49 ve 0,83 £ 0,09 seklindedir. Pozitif kontroliin ROS degeri ise, 0,17 + 0,02 seklindedir.
1 saat, 6 saat, 12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri

Cizelge 4.8. ve Sekil 4.19’da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. H1299 hiicre hattin A. nilotica bitki ekstraktin IC doz degerleri ile 1 saat, 6 saat,
12 saat ve 24 saat ile muamele edilmesi sonucundan elde edilen ROS degeri
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, bircok gelismis ve gelismekte olan iilkelerde dnde gelen 6liim nedenlerindendir.
Diinya capinda kansere bagl 6liimlerin basinda gelen akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger
kanseri (SCLC) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) olmak {iizere iki ana tipe
ayrilmaktadir. Akciger kanseri i¢in en biiyiik risk faktorii sigaradir. Ayrica, arsenik,
berilyum, kadmiyum, vinil kloriir ve nikel kromatlara kimyasal maruziyet akciger kanserine

neden olabilmektedir (Gorlova ve digerleri, 2007).

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan yontemlerin yani sira bilim insanlar1 dogal
tiriinlerden ozellikle de bitkilerden kansere karsi etkili ilaglar bulabilmek i¢in durmaksizin

yeni ¢alismalar yapmaktadir.

Afrika tlkelerinde kanserin 6nemli bir sorun olmasmin nedenleri arasinda, kanserle
miicadele edebilmek igin genellikle sinirli fon bulunmasi, buna 6ncelik verilmemesi ve
toplumun farkindaligindaki eksiklik yer almaktadir. Dolaysiyla kanseri dnlemek ve tedavi
etmek i¢in miimkiin olan tim kaynaklarin kullanilmasi gerekmektedir (Kuete ve digerleri,
2015). Afrikalilar, bat1 tibbina siiphe ettikleri veya ekonomik yetersizliklerinden dolay1 bu
hastaliklarla savasabilmek icin geleneksel sifacilardan alternatif tip almayir sec¢mistir.
Afrika’da halk arasinda genel olarak cesitli bitkilerin kabuklarinin, yapraklarinin veya
koklerinin kaynar suda eritilerek farkli hastaliklar1 tedavi edebilmek i¢in oral olarak
uygulanmasi yaygindir. Bununla birlikte elde edilen karisimlarin yara yerine lokal olarak
uygulanmasi seklindeki kullanim1 da olduk¢a yaygindir. Bu baglamda Afrika iilkelerinde
dogal {iriinlerin cesitli sekillerde halk arasinda tedavi amacli kullanimi oldukg¢a yaygindir. Bu
tip uygulamalarin bilimsel arastirmalara konu olmasi da kag¢inilmaz géziikmektedir, Diinya
capindaki ilaglara bakildiginda pek ¢ok ilag etken maddesinin bitkiler vb. dogal iiriinlerden
kokenlendiklerini sdyleyebilmemiz miimkiindiir (Mbele ve digerleri, 2017). A. nilotica
bitkisinin 6zellikle Afrika iilkelerinde halk arasindaki yaygin kullanimi, bu bitkinin cesitli
irlinlerinin yliksek bir potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Buradan hareketle
tez calismamizda A. nilotica bitkisinin metanolik yaprak ekstraktinin anti-kanser potansiyeli

iki farkli akciger kanser hiicre hatti olan A549 ve H1299 hiicre hatlarinda arastirilmistir.
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Calismamizda ilgili hiicre hatlarinda A. nilotica bitkisinin metanolik yaprak ekstraktinin
sitotoksik etkinligi XTT ve klonojenik test yontemleri ile aragtirilmistir. Caligmamizda,
gergeklestirilen XTT testi bulgularimiz degerlendirildiginde A549 hiicrelerinde IC50 degeri
616,66 = 11,71 olarak belirlenirken H1299 hiicreleri i¢in ayn1 deger 198,05 + 14,48 ug/mL
olarak belirlenmistir. A. nilotica ile ilgili gergeklestirilen sitotoksite ¢alismalarina
bakildiginda; Sulaiman ve Gopalakrishnan, ger¢eklestirdikleri ¢alismalarinda, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 150 pg/mL ve 200 pg/mL dozlarinda A. nilotica dahil olmak tizere farkli Acacia
tirlerinin sulu ekstraktlarinin hemolitik aktivitesini incelemistir. Calismada A. nilotica (200
pg/ml dozunda)’nin en yiiksek hemolitik aktiviteye (8,9 + 0,16) sahip oldugu gosterilmistir.
Doz artisi ile hemolitik yiizdenin arttigi saptanmistir (Sulaiman ve Gopalakrishnan, 2013).
Bagka bir ¢alismada Kalaivani ve arkadaslari, 4. nilotica’nin sulu yaprak ekstraktlarinin
farkli dozlarda (5-500 pg/ml) sigan ve insan eritrositlerine karsi in-vitro sitotoksisite etkisini
aragtirmistir. Sulu yaprak ekstraktin, IC50<200 pg/mL ile hemolitik bir etki gostermistir
(Kalaivani ve Mathew, 2010). Her iki ¢alisma da bizim bulgularimizla paralel olacak sekilde
farkli hiicreler lizerinde A. nilotica bitkisinin farkli Girinlerinin sitotoksik etkinlige sahip
olabilecegini gostermektedir. Bunlarin disinda A. nilotica ekstraktindan izole edilen
pyrogallol’un antikanser etkisini HT29 hiicre hattinda arastirilmistir. Elde edilen MTT
sonuglarindan, HT-29 hiicrelerin IC50 degeri 35ug/mL olarak hesaplanmistir (Revathi ve
digerleri, 2018). Bu ¢alismada kullanilan HT29 hiicreleri insan kolon kanseri hiicreleridir ve
elde edilen IC50 degeri A. nilotica bitkisinin herhangi bir organinin ekstraktinin toplami
degil, ekstraktlardan elde edilmis olan spesifik bir maddeye ait IC50 degeridir. Bu nedenlerle
ilgili ¢alismada belirlenen IC50 degeri ile tez calismamizda belirlenen IC50 degerleri
arasindaki fark anlasilabilirdir. Tez ¢aligmamiza daha benzer bir ¢alismada (Sundarraj ve
digerleri, 2012) MCF 7 ve A549 hiicrelerinde, 48 saat boyunca A.nilotica bitkisinin etanolik
yaprak ekstraktinin ¢esitli konsantrasyonlarmin (0.1-1 mg/mL) MCF 7 ve A549 hiicrelerinin
canlilig1 {izerindeki potansiyel etkisini MTT yontemi ile arastirmiglardir. Elde edilen
sonuglar, A. nilotica etanolik yaprak ekstraktinin doza bagimli bir sekilde hiicre canliligin
inhibe ettigini gostermistir. MTT testi ile belirlenen MCF-7 ve A549 hiicrelerinin IC50
degerleri sirasiyla, 493,3 £ 15,2 pg/mL ve 696,6 = 11,5 pg/mL olarak hesaplanmistir.
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Bu calismada A549 hiicreleri icin belirlenen IC50 degeri, tez ¢alismamizda belirlenen
616,66 = 11,71 pg/mL degeri ile olduk¢a yakin degerlerdir ve bulgularimiz s6z konusu
caligmanin bulgulari ile ortiismektedir. Ancak s6z konusu ¢alismada 24 saat degil 48 saatlik
maruziyet uygulanmistir. Bu baglamda A549 hiicreleri i¢in elde edilen IC50 degerleri
acisindan bir farklilik goze carpsa da tez caligmamizda ¢oziicii olarak metanol kullanmis
olmamiz, ilgili caligma da ise etanoliin kullanilmis olmasimin bu farkin ortaya ¢ikmasina
neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Bitkisel biyoaktif bilesiklerin elde edilmesinde farkli
caligmalarda farkli solventler kullanilmaktadir. Calismamizda yiiksek polaritesi ve diisiik
kaynama noktasi nedeniyle metanol tercih edilmistir. Thiagarajan ve digerleri (2020)
tarafindan gergeklestirilen bir baska calismada ise A. nilotica etanolik yaprak ekstraktinin
sitotoksik etkinligi insan agiz i¢i epidermal karsinoma hiicrelerinden tiiretilmis KB hiicre
hatlarinda MTT yontemi ile arastirilmistir. MTT yontemi ile elde edilen veriler 15181nda IC50
degeri 40 pg/mL olarak belirlenmistir. S6z konusu ¢aligsma ile ¢alismamizda elde edilen IC50
degerleri ile kiyaslandiginda ¢ok biiyiik farklilik oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin temel

sebebinin kullanilan hiicre hatlarindaki farkliliktan kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz.

Yapilan bir diger ¢alismada ise A. nilotica yaprak ekstrakti ile oksidatif strese kars1 in-vitro
DNA korumasi ¢alismasindan elde edilen sonuglar, bir gram yaprak ekstraktin siiplirme
potansiyeli agisindan 20 mg etil galata esdeger oldugunu gostermistir (Mohan ve digerleri,
2014).

A549 hiicrelerinin IC50 degeri H199 hiicrelerinin IC50 degerinden istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde ytiksektir (p< 0,001)

Calismamizda, A. nilotica metanolik yaprak ekstraktin —sitotoksik etkinliginin
belirlenebilmesi i¢in kullanilan bir diger yontem ise Klonojenik testidir. A549 hiicreleri A.
nilotica metanolik yaprak ekstraktinin 100- 400 pg/mL arasinda farkli konsantrasyonlart ile,
H1299 hiicreleri ise 25-100 ng/mL arasinda farkli konsantrasyonlar ile 24 saat muamele
edilmistir. Uygulamalar sonrasinda A549 hiicrelerinde 300 pg/mL konsantrasyonundan,
H1299 hiicrelerinde ise 75 pg/mL konsantrasyonundan sonra koloni olusumu

gozlenmemistir. Klonojenik test bulgularimizda diger sitotoksite testimiz olan XTT testi
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bulgulart gibi A. nilotica metanolik yaprak ekstraktinin A549 ve H1299 hiicreleri ilizerinde

sitotoksik etkinlige sahip oldugunu gosterir niteliktedir.

Calismamizda, A. nilotica metanolik yaprak ekstraktinin sitotoksik etkinliginin yaninda
genotoksik etkinligi de arastirilmistir. Genotoksik etkinligin belirlenebilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan genotoksisite testlerinden biri olan alkali komet testi kullanilmistir. A.
nilotica metanolik yaprak ekstraktinin A549 ve H1299 hiicreleri XTT testinden elde edilen
1C12,5, 1C25, IC50 ve IC75 degerleri ile 24 saat muamele edilerek komet testi uygulanmustir.
Elde edilen sonuglar, kuyruk uzunlugu parametresi agisindan degerlendirildiginde A549
hiicrelerinde uygulanan A. nilotica metanolik yaprak ekstrakti konsantrasyonlarinin hepsi
solvent kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir. Benzer
bulgular H1299 hiicreleri i¢in de elde edilmistir. Kuyruk %DNA igerigi agisindan yapilan
degerlendirmelerde de Kuyruk uzunlugu parametresine benzer sekilde, uygulanan tiim
konsantrasyonlarin, solvent kontrole kiyasla kuyruk %DNA igerigini arttirdigi belirlenmistir.
Bunlarin yani sira bir diger komet parametresi olan Olive Kuyruk Momenti parametresi
degerlerinde, H1299 hiicrelerinde uygulanan A. nilotica metanolik yaprak ekstrakti
konsantrasyonlarinin hepsi solvent kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek cikmistir. A549 hiicrelerinde ise IC50 ve 75 konsantrasyonlar istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermektedir. Calismamizda elde edilen komet sonuglart kullanilan A.
nilotica metanolik yaprak ekstrakti konsantrasyonlarinin her iki hiicre hattinda da genotoksik
etkinlige neden oldugunu gostermektedir. Literatiirde A. nilotica ile gergeklestirilmis benzer
caligmalara ¢ok rastlanilmamakla birlikte Thiagarajan ve digeerleri (2020) tarafindan yapilan
caligmada A.nilotica etanolik yaprak ekstraktinin genotoksik etkinligi insan agiz igi
epidermal karsinoma hiicrelerinden tiiretilmis KB hiicre hatlarinda komet yontemi ile
arastirilmistir. Calismada benzer komet parametrelerinin degerlendirilmesi ile 50 pg/mL
konsantrasyonda ciddi DNA hasar1 olustugu rapor edilmistir. Calismamizdaki komet
bulgularimizda; H1299 hiicreleri i¢in IC12,5 konsantrasyonumuz olan 49,5 pg/mL, A549
hiicreleri i¢in ise yine IC12,5 konsantrasyonumuz olan 149,33 ug/mL konsantrasyonundan
itibaren A. nilotica metanolik yaprak ekstraktinin anlamli diizeyde, komet testi ile

belirlenebilir DNA hasarina neden oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla s6z konusu ¢alisma ile
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calismamiz kiyaslandiginda, farkli hiicre hatlar1 kullanilmis olsa bile A. nilotica bitkisinin

genotoksik etkinligini ortaya koymast bakimindan bulgularimiz uyumlu goriilmektedir.

Genotoksik ve sitotoksik etkinlige sebep olabilecek 6nemli faktorlerden biri de oksidatif
strestir. Hiicre igerisinde artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicrelerde oksidatif strese neden
olmaktadir. Bu tez calismasinda A549 ve H1299 hiicre hatlar1 XTT test yontemi ile belirlenen
IC12,5, IC25, IC50 ve IC75 degerleri kullanilarak 24 saat boyunca A. nilotica metanolik
yaprak ekstraktina maruz birakilmistir. Siire igerisinde birinci saat sonunda, altinci saat
sonunda, on ikinci saat sonunda ve yirmi dordiincii saat sonunda hiicre i¢i ROS miktarlar
hesaplanmistir. A549 ve H1299 hiicre hatlarindan elde edilen bir saat, alt1 saat, on iki saat ve
yirmi dort saatlik RFU degerleri incelendiginde hiicre ici ROS miktarlarinda artig
belirlenmistir. ROS seviyesinin farkli saatlerindeki degerlere bakildiginda en ytiksek artisin
birinci saatte gergeklestigi goriilmektedir. Altinci saat sonrasinda ROS miktarlarinda azalma
goriilmektedir. A. nilotica metanolik yaprak ekstraktinin sitotoksik etkinligini gostermeye
basladigini ve hiicrelerin 6lmesi nedeniyle altinci saatten sonra ROS seviyelerinin azaldigini
diisiinmekteyiz. Bu sebepten dolayr hiicrelerin 6lmeye baslamis olmasi daha 6nce de
deginilen ve Thiagarajan ve digerleri (2020) tarafindan gergeklestirilmis olan ¢alismada
oldugu gibi KB hiicrelerinde A. nilotica etanolik yaprak ekstraktlarinin da hiicre i¢i ROS
miktarini arttirdig1 vurgulanmistir. Bu bulgular da tez ¢alismamizda elde edilen bulgular ile

uyumlu goriilmektedir.

Tim bu ¢aligmalar sonucunda A. nilotica metanolik yaprak ekstraktin hiicre 6liim
mekanizmasint aydinlatmak i¢in A549 ve H1299 hiicrelerinde XTT testinden elde edilen
IC125, IC2s, ICso ve IC75 degerleri ile Annexin-V testi gerceklestirilmistir. A. nilotica
metanolik yaprak ekstraktin IC125, ICos, ICs Ve 1C75 degerleri ile 24 saat muamelesi sonucu
elde edilen bulgulari bakildiginda A. nilotica metanolik yaprak ekstraktinin hiicreleri
apoptoza gotliirmedigi ve dogrudan hiicre 6liimiine sebep oldugunu goriilmiistiir. Elde edilen
sonuclarini destekleyen calismalar mevcuttur. Ornegin Revathi ve digerleri (2018) yaptig1
calismada, A.nilotica’den izole edilen Pyrogallol’un HT29 hiicrelerini apoptoza gotiiriip
gotlirmedigi hakkinda ikili boyama yontemi ile morfolojik goriintiileri incelenmistir.

Pyrogallol ile muamele edilen HT-29 hiicreler ¢gogunlukla apoptoza girmeden 6lmiis ve ¢ok
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az sayida siddetli niikleer pargalanma ile ge¢ apoptotik duruma girmistir. Bu baglamda elde
ettigimiz hiicre 6liim modu bulgularimizin daha farkli yontemlerle de daha ayrintili bir
sekilde arastirilmasinin ve 6liim modunun ayrintilandirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
Cesitli protein ve gen ekspresyonu diizeylerinin incelendigi daha ileri diizey ¢alismalarin bu

konuda katk1 sunabilecegini diisiinmekteyiz.

Caligmamizda XTT bulgularimizda elde ettigimiz veriler; H1299 hiicrelerinin  A549
hiicrelerine kiyasla daha diisiik bir IC50 degerine sahip oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, Klonojenik test bulgularimiz da komet testi bulgularimiz da yine H1299 hiicrelerinin
A. nilotica metanolik yaprak ekstraktina daha duyarli oldugunu gostermektedir. A. nilotica
metanolik yaprak ekstraktinin H1299 hiicrelerindeki bu yiiksek anti kanser etkinliginin
(A549 hiicreleri ile kiyaslandiginda) nedeninin H1299 hiicrelerinin genotipinden
kaynaklandigini diistinmekteyiz. Bu baglamda, H1299 hiicrelerinin sahip oldugu p53
mutasyonunun bu hiicreleri A. nilotica metanolik yaprak ekstraktina karsi daha duyarli hale

getirmis olabilir.

Kalaivani ve Mathew (2010) tarafindan da rapor edildigi tizere A. nilotica bitkisinin sahip
oldugu biyoaktif bilesiklerden Etil gallat yiiksek anti kanser aktiviteye sahiptir. Bununla
birlikte A. nilotica’min pek ¢ok farkli biyoaktif bilesige de sahip oldugu belirtilmektedir
(Kalaivani ve Mathew, 2010). Gergeklestirdigimiz ¢alismada elde ettigimiz bulgular 1s181inda
A. nilotica metanolik yaprak ekstraktlarinin gerek H1299 gerekse AS549 hiicrelerinde
sitotoksik ve genotoksik etkinlige sahip oldugunun belirlenmesinden dolayi, akciger kanser
hiicrelerine kars1 yiiksek bir anti-kanser etkinlik potansiyeline sahip oldugunu sdyleyebiliriz.
Bununla birlikte 6zellikle hiicre 6lim modunun belirlenmesi konusunda daha ayrintili
caligmalarla A. nilotica metanolik yaprak ekstraktlarinin, anti kanser etkinliginin
mekanizmasinin ayrintilandirilmasina ihtiyag oldugunu da diisinmekteyiz. Ayrica A. nilotica
bitkisinin sahip oldugu biyoaktif bilesiklerin izolasyonu ile gerceklestirilecek ¢alismalarin
anti kanser aktivitede temel rol oynayan bilesigin aydinlatilmasina ¢ok Onemli katki

sunacaktir.
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