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BOZ ARMUT EKSTRESININ SAGLIKLI VE KANSERLI iNSAN DERIi
HUCRE HATLARI UZERINDEKI SITOTOKSIK ETKIiSiNIiN DENEYSEL
KARSILASTIRILMASI

OZET

Boz armut (Pyrus elaeagnifolia) i¢ anadolu bolgesinde yetisen endemik bir
armut ¢esidi olup kendisine ait 6zel aroma ve lezzetiyle bilinmekte, ayrica halk
arasinda saglik tlizerinde de olumlu etkileri olduguna inanilmaktadir. Ancak, bu
meyvenin biyo-aktif bilesenleri konusunda herhangi bir bilimsel ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Bu calismanin amaci, biyoaktif bilesenlerinin anti-kanserojen ozelliklerini
arastirmak adina, kurutulmus boz armutun etanol ekstresinin saglikli HaCat ve
kanserli A375 deri hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisinin analiz edilmesi, A375
hiicre hattinda antikarsinojenik etkisinin arttirilmas1 ve kullanim alanlar ile ilgili
ilerki calismalara kaynak olusturmaktir.

Bu arastirma Subat-Haziran 2019 déneminde Istanbul Aydin Universitesi’nin
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda kontrollii deneylerle yapilmistir. Kurutulmus
boz armutun farkli dozajlardaki ekstrelerinin saglikli (HaCat) ve kanserli insan deri
hiicre hatt1 (A375) tizerindeki sitotoksik etkisine bakilmuistir.

Kurutulmus boz armut ekstresi, soxhlet yontemi kullanilarak soguk etanol
ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Elde edilen kurutulmus boz armut ekstresi HaCat ve
A375 hiicre kiiltiirlerinin analizinde, hiicre proliferasyon testlerinde yayginca
kullanilan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) yontemi
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore kurutulmus boz armut ekstresinin baglangic
dozu 25 pg/uL olup 1:8 oraninda seyreltilen ekstrede HaCat hiicre canliligin yiiksek,
A375 hiicre canliliginin azaldig1 goriilmiistiir.

Ancak, arastirmanin yapildigi ilkbahar mevsiminde taze meyve elde
edilemediginden kurutulmus orneklerle calisilmistir. Bu ¢alismanin taze boz armut

tizerinde tekarlanip antikanser 6zelliklerinin incelenmesinde fayda goriilmektedir.



Anahtar Kelimeler: Boz armut, Pyrus elaeagnifolia, Anti-kanserojen, insan deri
hiicre hatlar1, HaCat, A375, Sitotoksik etki.



EXPERIMENTAL COMPARISON OF CYTOTOXIC EFFECT OF BOZ
PEAR EXTRACT ON HEALTHY AND CANCER HUMAN CELL LINES

ABSTRACT

Boz pear (Pyrus elaeagnifolia) is an endemic pear variety that grows in the
Central Anatolia region and is known for its special aroma and taste, and it is also
believed to have positive effects on health among the people. However, no scientific
study has been encountered on the bio-active components of this fruit.

In order to investigate the anti-carcinogenic properties of boz pear's bioactive
components, the aim of this study was to analyze the cytotoxic effect of dried boz
pear ethanol extract on healthy HaCat and Carcinogenic A375 human skin cell lines,
increase anticarcinogenic effect on A375 cell line and to provide a base for future
studies on areas of usage.

The controlled experiments within the scope of this study was conducted in the
Molecular Biology Laboratory of Istanbul Aydin University between February-June
2019. The cytotoxic effect of different dose of dried grey pear extracts on healthy
(HaCat) and cancerous human skin cell line (A375) was investigated.

Dried boz pear extract was obtained by cold ethanol extraction by means of
Soxhlet method. The obtained dried gray pear extraction, MTT (3- (4,5-
dimethylthiazol2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium-bromide) test, which is widely used in
cell proliferation tests, was used in HaCat and A375 cell cultures. According to the
results obtained, the initial dose of boz pear extract was 25 pg / pL and using the
dilution factor of 1:8, healthy HaCat cell viability was found to be high whereas
carcinogenic A375 cell viability was found to be reduced substantially.

However, fresh fruit could not be obtained during the season, when the
research was conducted. Therefore, the study was conducted with dried boz pear
samples.

It would be beneficial to repeat the study on fresh boz pear samples in order to

examine the anticancer properties

Xi



Keywords: Boz pear, Pyrus elaeagnifolia, Anti-carcinogenic, Human skin cell lines,
HaCat, A375, Cytotoxic effect.
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|. GIRIS

Tiirkiye’de i¢ Anadolu’da yetisen sebze, meyve ve bitkilerin arasinda bazilari
fitokimyasal 6zellikleri bakimindan zengin olup saglik {izerine olumlu etkileri vardir.

Bunlardan biri de Sivas ve civarinda yetisen yabani bir meyve olan boz armuttur.

Ic Anadolu’da (Sivas ve civarinda) “ahlat” veya “yabani armut” olarak da
bilinen boz armutlar sonbahar doéneminde yetismekte olup diger zamanlarda
kurutulmus olarak bulunmaktadir. Bazi iilkelerde oldugu gibi kuru meyveler
Tiirkiye’de de pestil olarak veya kahve benzeri kavrulmus toz olarak komposto
yapiminda kullanilir. Kurutulmus boz armut bu yorelerdeki halk tarafindan genelde
surup ve tursu olarak tiiketilmektedir (Cansaran ve ark., 2007; Yerlitirk ve ark.,
2008). Ayrica komposto yapiminda ve toz haline getirilip un ile karigtirilarak hamur
islerinde ve daha farkli sekilde de kullanilmaktadir. Gida endiistrisindeki son hizli
geligmeler, iilkenin kentsel kesimlerinde yasayan ve yoresel lezzetlerden uzaklasan
tilketicileri eski lezzetleri, dogal olarak yetisen meyveleri, yogun aromalar1 ve hos
tatlar1 aramaya yonlendirmistir (Ercisli ve Orhan, 2007; Yilmaz ve ark., 2014; Yildiz
ve digerleri, 2004 ; Jurikova ve digerleri, 2012 ; Ercisli ve digerleri, 2007; Sengiil ve
digerleri, 2018). Dogal iirlinler i¢in bu tiir egilimler de var. Alternatif sifali bitkiler ve
yabani tiirler i¢in talep artmistir. Bu nedenle, dogal olarak yetisen bu yabani tiirlerin
biyokimyasal bilesimleri ve saglik etkileri, insanlarin saghigi {izerindeki olumlu
etkileri bilinirse dogru bir sekilde tiiketilebilir. Ornegin, olgunlasmis yabani armutlar,
olgunlasmis meyvelerin yiiksek su tutma kapasitesine sahip olmasi nedeniyle
tilkketicilerde konstipasyona sebep olur. Bu nedenle, yabani armutlar ¢ogu zaman

yerel halk tarafindan ishal ile miicadele etmek i¢in kullanilir (Baytop, 2004).

Giliniimiizde kullanilan gida takviyelerindeki antioksidanlarin, kanserojenik
toksik mekanizmaya sahip oldugu bilindigi i¢in, dogal antioksidan kaynaklar1 arayigi
baglamistir. Antioksidan 6zellige sahip olan fenolik bilesikler, meyvelerin kendine
0zgii renk, aroma ve tat saglamasinda rol oynayan ve meyve kalitesini arttiran
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde hayati fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol

almadigi i¢in sekonder metabolit olarak da bilinir.



Bu bilesikler bitkilerde yaralanma, enfeksiyon, UV radyasyon gibi stres
kosullarinda koruyucu olarak sentezlenir. Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesi
oldugundan diyabet, kanser, kalp hastaliklar1 ve Kkatarakt gibi hastaliklardan

korunmada etkilidir (Justesen ve ark., 1998).

Bu c¢aligmanin amaci, biyoaktif bilesenlerinin anti-Kanserojen o6zelliklerini
arastirmak adina, kurutulmus boz armutun etanol ekstresinin saglikli HaCat ve
kanserli A375 deri hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisinin analiz edilmesi, A375
hiicre hattinda antikarsinojenik etkisinin arttirilmasi ve kullanim alanlar ile ilgili

ilerki ¢aligmalara kaynak olusturmaktir.



Il. GENEL BIiLGILER

A. Pyrus Elaeagnifolia’nin (Boz Armut) Yetistigi Yerler

Boz armut (Pyrus elaeagnifolia Pall.) Anadolu’da yetisen endemik bir armut
cesididir. ‘Ahlat’ olarak da isimlendirilen bu armut tiirii kurakliga ve soguga karsi
yiiksek direng gosterir (Ercisli, 2007). Meyveler yogun bir tat ve aromaya sahiptir.
Bu nedenle, bir kosedeki agik bardaklara yerlestirildiginde, tiim evdeki insanlar
tizerinde olumlu etkileri olan rahatlatici bir koku yayarlar. Kuraklik direncinin
yiiksek olmasi nedeniyle, tiirler kurak bolgelerde yeniden yetistirmek icin peyzaj

yonetiminde kullanilabilir (Buttner, 2001).

Biyoaktif bilesikleriyle ilgili bilgiler, tiiketicilerin onu dogrudan gida maddesi
olarak kullanip kullanamayacaklarini da bilmelerini saglayacaktir (Yilmaz ve ark.,
2014; Jurikova ve ark., 2012). Bitki 1slahinda modern hedeflere, genetik kaynaklar
arasindaki Ozelliklerin degerlendirilmesiyle ulasilabilir. Molekiiler markorler zaten
kullanilmaktadir ancak bu yontemler pahalidir ve karmagsik laboratuvar tesislerine
thtiya¢ duyulmaktadir. Yabani armutta, yeterli c¢esitlilik ve kolay uygulama
nedeniyle, smiflandirma i¢in morfolojik ve biyokimyasal indeksler uygun olabilir.
Morfolojik ve biyokimyasal karakterler, germ plazmasini tanimlamak ve
smniflandirmak i¢in kullanilan ilk tercihtir. Ek olarak, morfolojik ozellikler bazen
korelasyon gosterir veya hastaliga duyarlilik gibi degerlendirilmesi zor olan

ozelliklerle iligkilendirilir.

Bell ve ark. (1996) ve Dirr (1998)’in bildirdiklerine gore; Ahlat’in da icerisinde
yer aldigi smiflandirmada, meyvelerinin hayvanlar ile insanlar i¢in besin kaynagi
olusturmasi, cagdas ve alternatif tip tedavilerinde kullanilmasi, yaygin kok sistemleri
nedeniyle erozyon kontrolii ¢alismalarinda kullanilmasi, hastalik ve haserelere karsi
giiclii olmalari, degisik tag formlar1 sebebiyle peyzaj diizenleme calismalarinda
estetik deger katmalar1 ve degisik iklim ve toprak ozelliklerine biyolojik uyum
saglama yeteneklerinin yiiksek olmasi, bu g¢esitlerinin 6nemini bir kat daha

artirmaktadir (Giiltekin ve ark., 2006).



Pyrus’lar Avrupa’da dogal bir sekilde yetistirilmektedir. 20 ¢esit tiirii vardir.
Bunlardan birka¢i onemli yemis agaglaridir. Tiirkiye’nin, Orta Anadolu stepleri
dahil, hemen her tarafinda yabani olarak yetisen gesitleri vardir. Baglicalari; Pyrus
elaeagnifolia Pall. (Boz Armut), Pyrus communis L. (Yabani Armut), Pyrus
amygdaliformis Vill., Pyrus anatolica Browicz, Pyrus syriaca Boiss., Pyrus
salicifolia Pall.’dir (Kayacik, 1982).

Anadolu yoresinde genis bir yelpazede yetistirilen yabani meyve tiirlerinden
bir tanesi boz armuttur. Latince adi Pyrus elaeagnifolia olan boz armut diger
bolgelerde ahlat, ¢ordiik, ¢ogiir, argun, alfat, ¢oviir, digdigi, dizdigi, halig, kerte,
kohoz, gelinbogan, ¢akal armudu, sekok, dag armudu gibi isimlere de sahiptir yilm.

Yabani armudun aga¢ boyu 10 metreye kadar uzanmaktadir.

Susuzluga ve hava kirliligine dayanikli bir tiir olan P.elaeagnifolia (Boz
Armut), orman agikliklarinda, kurak yerlerde, bozkirlarda ve &zellikle ormandan
acilmis tarla iclerinde birgok ali¢ (Crataegus) cinsleriyle birlikte yaygin olarak
bulunur. Genellikle ilkbahar aylarinda c¢icek agip meyvesi Eyliil ayinda tam

olgunlasir, kahverengi rengine doniisiir ve o zaman yenir (Kartal, 2013).

1. Pyrus Elaeagnifolia’nin (Boz Armut) Bilesimi

P. elaeagnifolia iceriginde B vitamini, C vitamini, karoten, pektin, organik
asitler, sekerler ve tanen bulunmaktadir (Yilmaz vd., 2014; Sengiil vd., 2018).
Meyvelerin biyokimyasal igerigi bulunduklari iklim ve toprak sartlarindan
etkilenmektedir. Bu meyvede fenolik madde, flavanoid madde, askorbik asit,

glutatyon (GSH) ve siiperoksid dismutaz (SOD) enzimleri bulunmaktadir.

2. Pyrus elaeagnifolia’min (Boz Armut) Saghk Uzerine Etkileri

Meyvenin ¢icegi ilkbahar aylarinda agmakta ve sonbahar aylarinda meyvenin
hasad1 yapilmaktadir. Agac kokleri iyi gelismis oldugu i¢in erozyon kontrollerinde
kullanilan agaglardir. Ham olarak elde edilen boz armutlar sert ve genzi yakan, aci
bir tada sahiptir. Uygun kosullarda uzun siire saklanabilir. Oda sicakliginda 2 hafta
bekletilen meyveler yumusamaya baglar. Olgunlagmis meyveler kumludur. Bolgede
P.elaeagnifolia’nin pekmezi, kurusu, marmelati, receli, sirkesi ve tursusu da
yapilarak kis boyunca tiiketilmektedir. Bu meyvenin ¢ay1 idrar soktiiriicii olarak da
kullanilmaktadir (Cakilcioglu ve ark., 2010). Toplumda ishale, dis eti hastaliklarina,



astima, rahim iltihabina, bocek sokmalarina, bobrek hastaliklarina, kalp
hastaliklarina iyi geldigi ve g6z hastaliklarini iyilestirici oldugu bilinmektedir
(Giidiicii, 2014; Kegeci, 2017). Bu meyve tiiriiyle ilgili sinirh sayida ¢alisma oldugu
goriilmektedir (Gudiicii, 2014; Kegeci, 2017). P.elaeagnifolia’nin meyvesinin ve
yapraklarinin faydasi ¢oktur. P.elaeagnifolia yogurt ile karistirtlip a¢ karnina
yendiginde kalp ve damar hastaliklara iyi geldigi bilinmektedir. P.elaeagnifolia’nin
meyvesi haslandiginda veya taze olarak yenildiginde ishale iyi geldigi bilinmektedir.

Ancak fazla tiiketilirse kabizlik yapabilmektedir.

P.elaeagnifolia’nin meyvesi diizenli kullanildiginda kalbi koruyucu 6zelligi
artmaktadir. Meyvesinin suyu kan sulandirma o6zelligine sahip oldugu igin kan
dolagimin1  kolaylastirarak kani temizler. Bu nedenle g6z damarlart ve

vicudumuzdaki damarlar tizerinde etkisi vardir.

Kanser hastalarinda kanserin ortaya ¢ikisi, gelisimi ve sonucu, hastadan
hastaya gore degigsmektedir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz ve zamansiz bigimde
cogalip metastaz yapan bir hastaliktir (Merlo ve ark., 2006). Kanser hiicreleri mutasyon
gegirerek anormal bir sekilde ¢ogalir (Nowell, 1976). Son yillarda yapilan aragtirmalar,
diizenli meyve ve sebze tiikketilmesinin bazi kanser ¢esitlerinin ortaya ¢ikma olasiligini

disiirdiiglinii géstermistir.

Gilinimiizde bitki ekstrelerinin  antikanser aktivitelerinin arastirilmasi konusunda
birgok ¢alisma yapilmistir (Stagos ve ark.,2012). Sarimsakta bulunan diallil siilfit, S-allil
sistein ve alisin gibi fitokimyasallar kanser Onleyici 6zellige sahip oldugu gibi kanser
tedavisi géren hastalara radyoaktif dalgalara ve ilacin olumsuz etkilerine karsi koruyucu
Ozellige sahiptirler. Hastalik esnasinda destek amacli kullanilmaktadir (Yildiran-Yilmaz,
2008).

B. Hiicre Kiiltiirii Nedir?

Hiicre Kiiltlirli; bir organizmanin canli olarak bir veya birden fazla hiicre
toplulugunun dokuda yer aldigi bolgeden farkli yontemlerle alinip in vitro olarak
canli tutulmasi ve iireme Kkabiliyetine sahip olanlarin ¢ogaltilmasidir. Harrison
tarafindan, hayvan membranlarinin canli viicut disinda incelenebilmesi i¢in hiicre
kiiltiiric bulunmustur. Harrison’in hiicreleri viicut diginda kiiltiirleyerek inceleme
yapmast, viicudun i¢ ortamdaki dengesini saglama sebebiyle viicudun tamaminda

meydana gelecek degisikliklere ve bu degisikliklerin deney tizerinde olumsuz etkiye



sebep olmasinin Oniine ge¢mistir (Harrison, 1907). Hiicre kiiltiirli izerine yapilan
calismalarin zamanla artmasiyla, hiicre icerisinde gerceklesen aktiviteleri, hiicrenin
bulundugu ortami, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimlerini, buna karsilik olusan

reaksiyonlart membran boyutunda arastirma ve saptama olanagi olmustur.

Hiicrenin viicut diginda canliligint siirdiirebilmesi i¢in yararlartyla beraber,
olumsuz yénleri de vardir. In vitro calismalarinda hiicre hatlar1 iizerindeki uygun
sartlarin en Onemlisi osmotik basing, sicaklik, pH, O, ve CO, konsantrasyonu,
fizikokimyasal sartlarin kiiltiir ortaminda kontroliiniin saglanabilmesi ve buna bagh
olarak fizyolojik kosullarin sabit tutulabilmesidir. Bu sartlarin saglanabilmesi igin
besiyerlerinde ¢esitli maddelere gereksinim duyulmaktadir. Hormon, serum ve
aminoasit gibi ¢esitli maddelerin, hiicre tipinin ihtiyacina gore gerekli miktarlarda
kiiltiir ortamina verilmesi oldukga 6nemlidir (Harrison, 1907). Hiicre kiiltiirtiniin bir
diger 6nemli avantaji, arastirmacinin 6zel bir hiicre tipi lizerinde ¢aligmasina olanak
saglamasidir. Dokular c¢ok cesitli hiicre tiplerini igerebilmektedir. Dokudan elde
edilen hiicrelerden, zaman igerisinde tekrarlanan pasajlama islemleri ile istenilen asil
homojen hiicre elde edilebilmektedir. Hedeflenen hiicreye ulasildiktan sonra,
hiicreler baska arastirmalar i¢in ve tekrarli deneylerde kullanilmak tizere uygun
sartlar altinda uzun yillar saklanabilmektedir. Hiicrelerin kiiltiirlenmesinin oldukca
onemli olan bu avantajlarinin yani sira, ne yazik ki bazi dezavantajlar1 da mevcuttur.
Kiiltiir caligmalar1 sirasinda meydana gelen kontaminasyon, calisma verimliliginde
azalmaya neden olan en onemli problemdir. Kiiltiir ortaminda bakteri ve mantar
bulunmasi, hiicrelerin gelismesini ve c¢ogalmasini oldukca yavaglatmaktadir. Bu
problemi en aza indirmek i¢in c¢alismalarin, uygun steril kosullar altinda
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bir diger onemli problem ise, hiicrelerin uzun siire
pasajlanmas1 durumunda, hiicrelerin farklilasma kapasiteleri ve heterojenite oranlari
artmaktadir. Bu nedenle, calismalar sirasinda ilk birka¢ kusak hiicrelerinin

kullanilmasi oldukg¢a 6nemlidir (Harrison, 1907).

Hiicrelerin in vitro ¢alisma kosullar altinda yasamlarini devam ettirebilmeleri
i¢in normal fizyolojik gevrelerinin saglanmasi gerekmektedir. Ideal kiiltiir ortamimnin
saglanmasinda besiyerleri 6nemlidir. Hiicre kiltlir besiyerleri, hiicrelerin normal
metabolik aktivitelerini yerine getirebilmeleri i¢in gerekli olan ortam kosullarini
saglamak tizere hazirlanmis besleyici soliisyonlardir (Butler ve ark., 1994). Besiyeri

icerigindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve iyonlar hiicrenin gelisimini



desteklerken, bazi iyonlar da hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in uygun osmolarite ve
pH’mn saglanmasinda onemlidir. Besiyeri se¢imi sirasinda farkli hiicrelerin farkli
besin ihtiyaclar1 olacagi mutlaka g6z onilinde bulundurulmalidir. Bu sebeple tek bir
hiicre hattinin gelismesine yonelik bir ¢alisma yapilacaksa bu Ozellikleri tasiyan

besiyeri se¢ilmelidir (Yaylali, 2007).

Harry Eagle tarafindan 1955°de hiicre kiiltiir ortam1 olarak Eagle’in Temel
Besiyeri (Eagle’s Minimal Essential Medium, EMEM) gelistirilmistir. Sigir, insan
veya embriyo ekstreleri ile desteklenerek hazirlanan ve ticari olarak kullanilan ilk
besiyeridir (Pombinho ve ark., 2004). Bu besiyerinin igeriginde aminoasitler, tuzlar
(CaCl,, KCI, MgSQO,, NaCl ve monosodyum fosfat), glikoz ve vitaminler (folik asit,
nikotinamid, riboflavin, B12) bulunmaktadir. Giliniimiizde tek bir hiicre hattinin
gelistirilmesine yonelik en cok kullanilan Eagle’in Temel Besiyeri (1959) ve
Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle Besiyeri’dir (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, DMEM). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, EMEM’in bir
cesididir ve orjinal formundan dort kat daha fazla vitamin ve aminoasit ile iki kat
daha fazla glikoz icermektedir. Ayrica, demir ve fenol kirmizisinin da besiyeridir
(Pombinho ve ark., 2004). Biiyiik miktarlarda protein ve niikleik asit sentezinin
gerceklestigi ve enerji ihtiyacinin en fazla oldugu donemde, hiicrelerin gelisimine
destek amaciyla glikoz yaninda glutamin de gerekmektedir. Zira hiicreler niikleotid,
aminoasit, amino seker ve vitamin gibi bazi molekiillerin sentezi i¢in azota ihtiyag
duymaktadir. Glutamin ise bu molekiillerin ve diger azot igeren bilesiklerin
sentezinde azot kaynagi olarak rol oynamaktadir. Hizl1 boliinen hiicrelerde, kiiltiir
ortaminda glikoz miktar1 azalmakta ve enerji ihtiyact artmaktadir. Bu durumda daha
fazla enerji elde etmek icin aminoasitler metabolize edilmektedir. Glutamin bu
enerjinin elde edilmesinde en ¢ok kullanilan aminoasitlerden birisidir. Hiicre kiiltiir
ortaminin saglanmasinda kullanilan dengeli tuz ¢ozeltisi (Balanced Salt Solution,
BSS), fizyolojik pH’1 ve tuz konsatrasyonunu saglayan bir soliisyondur. Dengeli tuz
¢ozeltisi ¢gogunlukla sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve klor icermektedir.
Bu ¢ozelti dokular1 ve hiicreleri yikamak icin kullanilmakla birlikte fizyolojik pH’1
ve osmotik basinci saglamaktadir. Bazi durumlarda bu ¢ozeltiye enerji kaynagi
olarak glikoz eklenmekte ve pH indikatorii olarak da fenol kirmizisi kullanilmaktadir
(Jakoby ve ark., 1979). Dengeli tuz ¢ozeltisini, mikrobiyolog John H. Hanks 1940

yilinda formiile ederek, bikarbonat iyonlarinca zengin Hanks’in dengeli tuz



cozeltisini (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS) kullanmistir. Bu soliisyon ayni
zamanda hiicrelerin gelisimi ic¢in bir tamponlama sistemi olarak hiicre kiiltiirii
ortamin1 ve uygun fizyolojik pH’1 (7.0-7.4) saglamaktadir (Gilbert ve ark., 2006).
Kiiltiir ¢alismalarinda fizyolojik pH stabilitesini saglamak tizere HEPES kullanimi
oldukca yaygmdir. Ozellikle protein ¢dzeltilerin dondurulmasinda kullanilir. Birgok
tamponda gozlenen donma sonucundaki asitlik artis, HEPES tamponu varliginda
ithmal edilebilir diizeye diismektedir. Enzim ve koenzimleri denatiirasyon ve
inaktivasyondan korumaktadir. Bununla birlikte, belirli hiicre hatlarinin gelisimini
tesvik ettigi bildirilmektedir (Oktar ve ark., 2010). Kiiltiir ortaminda meydana
gelebilecek kontaminasyonlart engellemek amaciyla antibiyotikler kullanilmaktadir.
Bakterilerin gram +/- 6zelliklerine bagli olarak farkli etki mekanizmalarina sahip
antibiyotikler tercih edilebilmektedir. Dokudan ,ayristirma ya spontan migrasyon ya
mekanik yontemler ya da enzimatik yontemlerle olabilir. Hiicre kiiltliriiniin sagladigi
avantajlar arasinda, incelenecek hiicre ve/veya maddelerin etkilenebilecekleri tiim
etkenlerden bagimsiz olarak incelenebilmesi, ekonomik ve kolay olmasi, cevre
sartlarinin kontrol edilebilmesi sayilabilir. Kullanildig1 alanlardan bazilar1 arasinda
as1, monoklonal antikor, enzim ve hormon iiretimi, DNA ve RNA replikasyon
arastirmasi, protein sentezi ve enerji metabolizmasi arastirmalari, ilag etkileri, sinyal
iletim mekanizmalari, hiicre haberlesmesi, embriyonik ve kok hiicre arastirmalari,

sitogenetik analiz ve genetik manipiilasyonlar vardir (Can ve ark., 1997).

1. HUVEC Hiicre Hatt1 ve A375 Hiicre Hatt1 i¢in Uygun Kiiltiir Kosullar:

Endotel hiicreleri organizmalarin birden fazla yerinde bulunarak kan
damarlarindan almabilir. Ornegin; beyin mikrovaskiiler damarlaridan alinan endotel
hiicresi, insan gdbek kordonu endotel hiicresi (human umblical vein endothelial cell;
HUVEC), aort endotel hiicresi, glomeriiler endotel hiicreleri ve dermal
mikrovaskiiler endotel hiicreleri, miyometriyum mikrovaskiiler endotel hiicrelerine

doniistiiriilebilir (Gargett, 2016).

HUVEC, in vivo entotel tabakasina olduk¢a uyumlu bir hiicredir. Endotel
hiicrelerin 6zelliklerine sahip olmasiyla birlikte, dogum sonras1 viicuttan atilan bir
dokudan alinabildigi i¢in kolay bulunur ve ucuzdur. HUVEC hiicresinin bilyiik ve
genis bir yiizeye sahip olmasi sayesinde dallanma yapmayan, iizerinde ¢alisilmasi

kolay olan bir hiicredir (Yusufhan Yazir ve ark.,2012).



C. Serbest Radikallerin Kanser Uzerine EtKisi

Serbest radikallerin, karsinogenez hiicreler igin yapilan galismalarda etkilerini
gosterebilmeleri i¢in viicutta bulunan enzimleri kullanarak metabolize edilmeleri

vurgulanmaktadir.

1. Glutatyon Peroksidaz (GSH) Enzimi

Glutatyon Peroksidaz’in c¢aligmasinda en onemli nokta selenyum olmasidir;
selenyum olmadiginda bu enzimin aktivitesi diistiktiir (Peng ve ark., 2014; Pisoschi
ve ark., 2015).

Serumdaki selenyum konsantrasyonuna bagli olarak GSH, bagisiklik
hiicrelerinde oksidatif stres ile redoks tepkimelerini kontrol ederek optimal isleyiste

onemli rol oynar (Arjmandi ve ark., 2016).

GSH’1n, hiicrelerde stoplazmada bulunarak H,O,‘den kaynaklanan oksidatif
hasara kars1 hiicreyi koruyucu o6zelligi vardir. Bu sayede H,O,‘den OH grubunun
olugmasinit engeller. GSH‘nin dort proteinden olusan alt birimi bulunmaktadir. Her

alt birimde selenyum vardir (Sen ve ark., 2011).

Elektron kaynagi, glutatyonu kullanarak H,O,‘yi ve organik hidroperoksitleri
metabolizleyen enzimdir. GSH enzimi iki ana tipte incelenmistir. Bu tiplerden biri

aktif bolgesinde selenyumca zengin olan selenyuma bagli GSH (Se-GpX)’dr.

Se-Gpx, HyO, ve organik hiperoksitlere etki gostermektedir. Selenyuma
bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GSH) ise organik hiperoksitleri metabolizler
(Cnubben ve ark., 2001).

Bu reaksiyonlar 1 numarali denklemdeki gibi GSH hidrojen agigimi karsiladigi
icin H,O, ve hidroperoksitler indirgenir ve GSH okside olur. Okside olan glutatyon
aslinda glutatyon disiilfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varliginda
okside olan glutatyon rediikte glutatyon formuna geri indirgenir. Bu reaksiyon
esnasinda GR, elektron vericisi olarak NADPH’yi kullanir (Reiter ve ark., 1995).

GPx
H:0: + 2GSH » GS5G + 2H:0

(1)



2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi

Antioksidanlarin ilk gorevi siiperoksit radikallerini hidrojen perokside
cevirmesidir. Siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1.) ilk olarak 1969’da McCord
ve Fridovich tarafindan bulunup, viicutta gorevli olan en 6nemli antioksidan enzimi

Ozelligini tasimaktadir (Barra ve ark.,1984).

SOD enzimi hem antioksidan (siiperoksit anyonunu uzaklastiran), hem de pro-

oksidan (hidrojen peroksitin enzimatik olusumunu gergeklestiren) islevine sahiptir

(Oberley, 2002).

SOD , siiperoksidin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen
metaloenzimdir (McCord ve Fridovich, 1969). Siiperoksit anyonu nitrik oksitle
reaksiyona girer ve normal durumlarda indirekt olup vaskiiler basinci dengelemekte
biiyiik rol oynar; inflamasyon durumunda metabolit olarak toksik nitrojen
olusmasinda goérev alir. SOD hiicre i¢i ve hiicre disi O,, H,O, ve nitrojen
metobolitlerini diizenler (Fattman ve ark., 2003). Oksijen ihtiyact fazla olan
dokularda SOD aktivitesi fazla, buna bagl olarak hiicre dis1 sivilarda SOD aktivitesi
diisiiktiir (Uysal, 2006).

Okaryotik hiicrelerde ii¢ ¢esit SOD enzimi vardir; hiicre sitozoliinde olan bakir
ve ¢inko igeren homodimer, bakir-¢inko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD, SOD1),
mitokondride var olan mangan iceren homotetramer mangan siiperoksit dismutaz
(MnSOD, SOD2); hiicre disinda bulunan, bakir ve ¢inko igeren homotetramer
ekstraselliiler stiperoksit dismutaz (ECSOD, SOD3) (Zelko ve ark., 2002).

MnSOD, olusan oksidatif strese karst direng gostererek hiicrenin yagamasinda
onemli rol oynar (Epperly ve ark., 2002). MnSOD seviyesinde olan degisiklikler
birgok hastalikla iligkilidir. Parkinson hastaligi (Kushleika ve ark., 1996), alzehimer
hastaligt (Marcus ve ark., 2006), yaslanma gibi (Wallace, 2001) hastaliklarda

koruyucu 6zelligi vardir.

MnSOD’mn hiicrelerde yiiksek seviyede olmasi prostat kanseri, meme kanseri
ve insan glioma hiicrelerinde (Zhong ve ark., 1999) tiimor olusumuna engel
olmaktadir. Yani MnSOD’in tiimdr olusumunda baskilayici oldugu diisiniilmektedir
(Li ve ark., 1995; Oberley ve ark., 2005).
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I1l. YONTEM

A. Arastirmanin Zaman ve Orneklem

Bu arastirma, Subat-Haziran 2019 déneminde Istanbul Aydm Universitesi’nin
Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda kontrollii deneylerle yapildi. Kurutulmus boz
armuttan elde edilen farkli dozajlardaki ekstrelerin saglikli (HaCat) ve kanserli insan
deri hiicre hatt1 (A375) {lizerinde sitotoksik etkisine bakild1.

B. Orneklerin Hazirlanmasi

Kurutulmus boz armut Sivas’ta bulunan bir semt pazarindan 3 ayr1 saticidan
I’er kilo almarak karistirildi. Aliman kurutulmus boz armutlarinin 500 grami,
laboratuvar ortaminda meyvenin nem oranini diigiirmek i¢in Nuve markali etiivde
45° derecede 2 giin kurutulmaya birakildi. Etiivden alinan boz armutlar kahve
ogiitme makinasinda (Argelik K 3104 Kahve ve Baharat Ogiitiicii) 6giitiildii. Elde

edilen 17 gramlik kurutulmus boz armut tozlarindan ekstre hazirlandi.

C. Soxhlet Yontemiyle Soguk Ekstre Hazirlanmasi

Soxhlet yontemi bilinen en eski yontemlerdendir. Giintimiizde sik kullanilmaya
devam eden sistemdir. Soxhlet sistemi bir adet solvent sisesi, orta bolmede siv1 akisi
icin bir sifon, sogutulmus bir yogusturucu/kondansator ve bir isitma sisteminden
olugsmaktadir. Bu yontemde ince &giitiilmiis numune, Soxhlet sistemindeki giiglii bir
filtre kagidina yerlestirilir. Solvent altindaki solvent sisesi igerisine yerlestirilir.
Kaynama sicakligi iizerinde 1sitilan solventten gelen buhar, yogunlasma olan
kondansatore gore ilerler, yogunlasir ve 6rnegin iizerine damlar. Uzerinde calisilan
numunenin once 1slatir, sonra solvent seviyesi sifonun tepesine ulasinca, solvent

numune bolmesini bosaltarak solvent sisesine dogru damlama gergeklesir .
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Sekil 1. Soxhlet Diizenegi

Bu yontemle etanol ekstresi hazirlanmistir. Sistemin balon kismima 500 mL
etanol konulmustur. Soxhlet’in kartus kismmma 20 g kurutulmus boz armut
konulmustur. Bu islem en az 3 saat olmak tizere Soxhlet aparatinda renklenme bitene
kadar siirdiiriilmiistiir. Islem bitince elde edilen etanol ekstresi, damitma yapilarak
konsantre hale getirilmistir. Boylece ¢6zeltinin hacmi 50 mL’ye diisiiriilerek bir kaba

konmustur.

D. Deneyde Kullanilan Hiicre Hatlar

Deneyde malign hiicre hatti olan A375 (insan, kotii huylu melanom) ve saglikli
hiicre hatt1 olan HaCaT (insan, cilt epiteli) olmak tizere 2 farkli hiicre hattt Amerikan
Hiicre Kiiltiirti Koleksiyonundan (ATCC, Mannassas, VA) elde edildi.

Hiicre hatlar1 boz armut ektresinde kullanilincaya kadar 37°C’de %5 COy’li

ortamda inbiibasyon yapildi.
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E. MTT Analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Hiicre canlilik oranlarini belirlemeye yonelik kalorimetrik bir yontemdir.

Hiicrelerde sitotoksik aktivite testi, canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenazlar

tarafindan tetralizolium tuzlarinin 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide bir mavi formazana indirgenmesidir. Olusan mavi formazan miktarina bagl

absorbans degerleri mikroplaka okuyucu spektrofotometrede dlgiildii. Hiicre

canliligl, % hiicre canlilig1 olarak hesaplandi.

MTT protokolii

1. Hiicreleri ve test bilesiklerini 96 kuyucuklu kaba her birinde 100 ul/kuyu
olacak sekilde ekerek hazirlanir.

2. Hedeflenen ilaca maruziyet siiresince (24 /48 veya 72 sa) inkiibasyona
birakilir.

3. Her bir kuyuya, final konsantrasyon 0.45mg/ml ye ulasacak sekilde 10 ul
MTT solusyonu eklenir.

4. 4 saat boyunca 37°C sicaklikta inkiibe edilir.

5. Formazan kristallerini ¢dzlindiirmesi amaciyla herkuyuya 100 pl “¢ézme
soliisyonu” eklenir. Bu “¢dzme soliisyonu”; %40 dimetilformamid (DMF)
nin %2 glakial asetik asit i¢inde c¢oziilerek %16 sodyum dodesil siilfat
(SDS) eklenmis bir karigimdir.

6. Tam ¢o6ziinme oldugundan emin olmak i¢in, hafifce karistirma-calkalama
islemi yapilir.

7. Cukurlarin absorbans degerleri ,570 nm spektrofotometrik 151k altinda

okunur .
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Sekil 2. Sitotoksite Analizleri

Kaynak: Rasime Kalkan, Uygulamali Hiicre Kiiltiirii Kursu 3 -4 Haziran 2016 Lefkosa, KKTC,
Bkz:neu.edu.tr-Sitotoksite-Analizleri-DESAM. pdf

Avantajlart

Hiicre transferi yapilmasi gerekmez, biitlin test ve islemler bir mikroplaka

izerinde yapilir.

e MTT bilesigi, tiim hiicreler tarafindan metabolize edilebildiginden, test tiim
hiicre tiplerinde uygulanabilmektedir.

e Maliyeti diisiiktiir.

Dezavantajlar:

e ELISA plaka okuyucusu kisithilig1 nedeniyle genis alanli logaritmik hiicre
proliferasyonuna ragmen lineer bir gorsellik elde edilememektedir.

e MTT-Formazan reaksiyon son Tlriinleri (¢6ziinemez) halde oldugu igin,
reaksiyon son iriinlinii yeniden ¢oOzecek bir ¢Oziiciiye ihtiyag
duyulmaktadir (resolubilizasyon problemi).

e Bir deney diizleminde birden fazla zaman araligi eldesi miimkiin

olmamaktadir (Ornegin tek seferde sadece 48 saatlik bakilmasi).
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Diisiik metabolik aktivitesi olan hiicre tiplerinde (lenfositler gibi ) daha yiiksek

miktarda hiicre kullanilmas1 gerekmektedir.

Analitik degerlendirmeler ve grafiklendirme once Microsoft Office Excel

Office 365 iizerine islenmistir.

Burada, MTT analizinin son agsamasinda yapilan spektrofotometrik degerler,
her bir boz armut ekstresi uygulanmis Kuyu i¢in absorbans degerleri kaydedildi.
Optik dansiteye (OD) gore 151k absorbans degerleri farklilik gostermesi beklenen bu

degerler tabloya islenerek, formiilize edilmis haliyle % hiicre canlilik hesaplanda.

Bunlarin uygulama sonrasi nicel degerler {izerinden tek tek her bir boz armut
ekstresi uygulanmis kuyucugunun absorbans degerleri sonucu elde edilen veriler,
formiilde yerine konarak blank kuyu absorbansi (hiicre ve ekstre uygulanmamis bos
deger) ile iliskisi ve paydada kontrol kuyusunun blank absorbans degeri arasindaki

fark oranlanda.

. test 6rnegi ekstre uygulanmis) absorbansi—blank absorbanst
% Hiicre Canliltk = £ - 20 2 x 100 1)

kontrol kuyu absorbansi—blank kuyusu absorbanst

Daha sonra yiizde olarak bunlarin canlilik-sitotoksisite yiizde oranlarinin

absorbans degerlerinin birbirini tamamlayacagi formiil esas alindi:

Bu degerler, deneysel nicel bulgularimiz yerine konarak hesaplandiginda,
beklendigi gibi A375 ve HaCat hiicre hattinin her biri i¢in farkli oranlarda ve farkl
logaritmik egimlere sahip sonuglarin ¢iktigi goriildii. Standart sapmalar, her bir
cukurcuk icin 3 tekrarli doz denemesi ile birbirinden farkli ¢ikabilen sonuglarin
ifadesi olacak sekilde hem tablo hem de grafik degerlerine islenmek {izere
kaydedildi. Bu sonuglar birer tablo haline getirilerek, doz seyreltileri yapilip
derisimlerin  azaltilmasi  karsiliginda  canlilik  oranlarindaki  degisimlerin

degerlendirmesine gecildi.

F. istatistiksel Analiz

Deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Normal Dagilim analizi (Test of
normality) istatiksel analiz programi olan Istatistiksel analizler i¢in “SPSS 15.0 for
Windows Evaluation Version” programi kullanilmistir. Degerler ve hesaplamalar bu
program aracilig1 ile yapilmigtir. Normal dagilim analizleri i¢in sirasiyla ; Analyze-

Descriptive statistics-Explore siireci takip edildi.
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Istatiksel anlamlilik p-value < 0.05 kriteri baz alinarak tanimlanmistir.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak rapor edilmistir.

Analitik degerlendirmeler ve grafiklendirme once Microsoft Office Excel

Office 365 iizerine islenmistir.
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IV. BULGULAR

A. Pyrus Elaeagnifolia’min Etanol Ekstresinin HaCat ve A375 Hiicre Hatti
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Cizelge 1’de goriildiigii tizere, Boz Armut (P.elaeagnifolia) ekstresi 25 ug/uL
(mikrogram/mikrolitre) baslangi¢c dozu alindiktan sonra; distile su ile seri diliisyonlar
yapilarak 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranlarinda seyreltilmis dozlar elde edilmistir. Bu
asamada her dozun, blank ve kontrol kuyusu bos birakildiktan sonra ekimi yapilan
HaCat hiicrelerine, 3 ayr1 seferde uygulanmasindan sonra, karsiligindaki canlilik
oranlarti;

test ornegi(ilag uygulanmis) absorbansi—blank absorbanst

x 10

Y%Hiicr T = 2
Y%Hicre Canhiltk Oram kontrol cukurcuk absorbansi—blank absorbanst ( )

formiiliine gore hesaplanarak tablodaki yerine yerlestirilmistir.

Cizelge 1. A375 ve HaCaT Hiicre Hatlar1 Uzerinde Uygulanan Farkli Dozlarin %
Hiicre Canlilik Degerleri

Konsantrasyon 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
v Hiicre Canhlik (nG/pL) (ng/pl) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)
o Hucre Lanlth A375  |-3,418 (1,08)-2,17 (+2,12) [0,6 (+2,09) -1,7 (+0,7) | 4,3 (£7,09)
HaCaT |[-1,22 (£0,83) 1,709 (£2,06) 3 (£5,72) |11,4 (£10,77)(18,3 (£29,38)

Cizelge 1°’de gosterildigi gibi, HaCat hiicre hattina uygulanan Boz Armut
(P.elaeagnifolia) ekstresi 1:1 seyreltisinden baslandiginda; bu doz baslangic dozu
olan 25 pg/uLl’yi ifade etmektedir. Bu dozda 48 saatlik inkiibasyon sonunda
bakildiginda, hesaplamalarin Sonucu beklendigi gibi ¢ikmistir. Kullanilan en yiiksek
doz olan 25 pg/ul’de canlilik yiizdesi -%1,22084 olarak tespit edilmistir. Bunun
anlami, uygulanan dozda yasayan hiicre kalmamis olup, ortamdaki hiicrelerden daha
fazlasina etki edebilecek bir sitotoksik etki gosterdigidir. Diger taraftan, canlilik
yiizdesinde negatif tamsay1 olarak bulunan yiizde orandan kaynaklanan bu durum,
yani sitotoksisitenin yiizde yiiziin tizerinde bulunmasi, Boz Armut (P.elaeagnifolia)
ekstresinin dogal renginden dolayr ortamda canli hiicreler kalmadiktan sonra

fazladan ve ¢cok miktarda kalan dozun renkte ve dolayisiyla optik dansitede azalmaya
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yol acarak spektrofotometreyi yanilttigi seklinde yorumlanabilir. Nitekim yiiksek
dozlarda blank kuyucuguna gore renkteki acgilma gozle goriiliir nitelikte
gerceklesmistir.
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Sekil 3. MTT Testinde HUVEC ve A375 Hiicre Hatlarinin Renk Degisimi

Toksisite hesaplamasinda ayrica deginilecegi gibi, yukarida bahsedilmis olan

Hiicre inhibisyon (Sitotoksisite) orani
Hiicre inhibisyon (Sitotoksisite) orani (%) = 100 - Hiicre canlilik orani (%) 3)

formiilityle hesaplandiginda, 100-(-1,22084 )=101,22084 (~101,2%) gibi bir toksisite
orani elde edilecektir. Bu da en yiiksek doz olan 25 pg/ul’de tamamen sitotoksik
etkiyi saglandigr ve hatta asabilecegi anlamina gelmekte, bdylece istenmeyen bir
durum olan yiizde yiiziin altinda canlilik oran1 vermek suretiyle, hiicrelerin tamamin
oldiirmek i¢in gereken dozdan eksik doz se¢gmis olma ihtimalinden bizi
uzaklagtirmaktadir. ileride sitotoksisite tablosunda da gosterilecegi iizere 3 tekrarmn
sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba katilacaktir. Olusturulan doz-yanit grafigi

tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktir.

HaCat hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakildiginda,
yari yariya seyreltme yapilarak 25/2=12,5 pg/uL dozu elde edilmistir. Bu doz 3
tekrar halinde, HaCat hiicre hatt1 ile 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, canlilik
degeri -1,70917+2,06 olarak bulunmustur. Buradan yine verilen dozun hiicrelere
canlilik imkan1 vermedigi, hesaplanan sitotoksisite degerinin de yine yiizde yiiziin

tizerinde bir sonug vererek %101,7 gibi bir degerde oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
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hicbir canli hiicre birakmayan 1:2 oranindaki dozun oldukg¢a kuvvetli toksisiteye

sahip oldugunun gostergesidir.

HaCat hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:4 dozunda canlilik,
hiicrelerin 48 saat sonra besi yerinde c¢ogalma imkani1 gostermeye baglamasi
acisindan Onemli bir esigi isaret etmektedir. Bu doza maruz birakildiginda,
sitotoksisite %97’lere gerilemistir. Boylece bu dozun yorumu olarak; hiicrelerin
proliferasyonunu engelleyen doz miktarlarinin altina inilmis ve olusturacagimiz doz-
yanit grafigi egrisinde, maksimal sitotoksik etkiden geriye gelinerek yaklasik yiizde
97 oranindaki sitotoksik doz (veya inhibitor konsantrasyon) ile bir sitotoksik etkiye

karsilik gelecek doz uygulanmis demek olacaktir.

HaCat hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda
(1.5625pg /uL), canlilik degeri %11,4+£10,77 bulunmus ve bu dozda yasayan
hiicrelerin oranin1 vermistir. Gortildiigi gibi toksisite gittikce azalmakta iken standart

sapmalar da yiikselme egilimindedir.

HaCat hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:16 oraninda sulandirilmisg
derisimdeki dozunda, %18,3+£29,38 gibi bir canlilik oran1 tespit edilmistir. Standart
sapmanin yiiksek olusu nedeniyle ii¢ tekrar ortalamasinin, bir 6nceki (yar1 yariya
sulandirilmadan 6nceki 1:2 oraninda) dozundan daha fazla canlilik vermesi, sonucun

dogru yonde ilerledigini gostermektedir.

Gittikge artan oranlarda canlilhik gosterilmis, dolayisiyla sitotoksik etki de
azalmistir. lleride sitotoksisite tablosunda da gosterilecegi iizere 3 tekrarin
sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba katilacaktir. Olusturulan doz-yanit grafigi
tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktir.
Boylece ekstrenin etki giicli ve istatistiksel olarak anlamli bir toksisite olusturup

olusturmadig: tespit edilecektir.
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Cizelge 2. HaCaT Hiicre Hatt:1 Uzerinde Uygulanan MTT Sonucu Elde Edilen %
Hiicre Canlilik Grafigi. Deney 3 Tekrar Olarak Yapilmistir.

HUCRE CANLILIGI %

100

A375 kanserli hiicrelerdeki ekstre dozuna karsilik canlilik oranlarina bakilacak

olursa;

Cizelge 2’de x ekseni seyreltilen dozlari, y ekseni hiicre canlilik oranini temsil
etmektedir. Boz Armut ekstresi 25 ug /uL baslangi¢ dozu alindiktan sonra; distile su
ile seri diliisyonlar yapilarak 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 oranlarinda seyreltilmis dozlar
elde edilmistir. Bu asamada her dozun, blank ve kontrol kuyulari bos birakildiktan
sonra ekimi yapilan A375 hiicrelerine, 3 tekrarli olarak uygulamasindan sonra, %
hiicre canliligt 1 numarali formiile gore hesaplanarak tablodaki yerine

yerlestirilmistir.
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Cizelge 3. HaCaT Hiicre Hatti ve A375 Hiicre Hatti Uzerinde Uygulanan MTT
Sonucu Elde Edilen % Hiicre Canlilik Grafigi

120

100

80

60

40

20

Kontrol 1 2 3 4 5
-20 =

m A375 m HaCaT

Cizelge 3’te y ekseni hiicre canlilik oranini gosterirken, x ekseni her iki
hiicrenin ~ seyreltilmis  dozunu  gostermektedir. 1’den 5’¢  kadar olan
numaralandirmasinda; 1 numara 1:1 seyreltilmis dozu, 2 numara 1:2 seyreltilmis
dozu, 3 numara 1:4 seyreltilmis dozu, 4 numara 1:8 seyreltilmis dozu ve 5 numarada

1:16 seyreltilmis dozu ifade etmektedir.

A375 hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:1 seyreltilmis dozdan
baslandiginda; bu doz baslangi¢ dozu olan 25 ug/uL’yi ifade etmektedir. Bu dozda
48 saatlik inkiibasyon sonunda bakildiginda, hesaplamalarin sonucu beklendigi gibi
cikmistir. Kullanilan en yiiksek doz olan 25 pg/ul.’de canli hiicre ortalama degeri -
3,41834+1,08 olarak tespit edilmistir. Bunun anlami, uygulanan dozda yasayan hiicre
kalmamis olup, ortamdaki hiicrelerden daha fazlasina etki edebilecek bir sitotoksisite
(oldiiriictiliik) gosterdigidir. Toksisite hesaplamasinda ayrica deginilecegi gibi,
yukarida bahsedilmis olan Hiicre inhibisyon (Sitotoksisite) oran1 3 numarali formiille
hesaplandiginda, 100-(-3,41834 )=103,41834 (~103,4%) gibi bir toksisite orani elde
edilecektir. Bu da en yiiksek dozu olan 25 pg/ul.’de tamamen sitotoksik oldiiriicti
etkiyi sagladigi, bdylece istenmeyen bir durum olan yilizde yiiziin altinda canlilik

orani vermek suretiyle, hiicrelerin tamamini 6ldiirmek igin gereken dozdan eksik doz
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secmis olma ihtimali azalmistir. Nitekim yliksek dozlarda blank kuyucuguna gore
renkteki agilma gozle goriiliir nitelikte gergeklesmistir. Ileride sitotoksisite
tablosunda da gosterilecegi lizere 3 tekrarin sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba
katilmistir. Olusturulan doz-etki grafigi tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden

sitotoksik dozlar hesaplanmuistir.

A375 hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakildiginda, 1/2
seyreltme yapilarak 25/2=12,5 pg/uL dozu elde edilmistir. Bu doz 3 tekrar halinde
A375 hiicre hatt1 ile 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, canlilik orani -
2,17037+2,12 olarak bulunmustur. Buradan yine verilen dozda hiicrelerde canlilik
olmadigi, hesaplanan sitotoksisite degerinin de yine ylizde yliziin lizerinde bir sonug
vererek %102,1 gibi bir degerde oldugu goriilmiistiir. Bu durum, hig¢bir canli hiicre
birakmayan 1:2 oranindaki dozun oldukg¢a kuvvetli toksisiteye sahip oldugunun

gostergesidir.

A375 hiicre hattina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:4 dozunda canli hiicre
orant %0,6+2,09 olarak gergeklesmistir. 3,125 pg/uL dozunda meydana gelen bu
canlilik, hiicrelerin 48 saat sonra besi yerinde ¢ogalma imkan1 gdstermeye baslamasi
acisindan anlamli goriinse de, bir sonraki yari yariya sulandirilmis yeni doz (1:8,
1,5625 pg/ul) ile karsilastirildiginda ilerleyici bir etki gostermeyecegi goriilmiistiir.
Sadece sOylenebilecek olan, bu doza maruz birakildiginda, sitotoksisitenin
%99,4’lere geriledigidir.

A375 hiicre hatlarina uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda (1,5625
ug/uL), canlilik orani -1,7+0,7 bulunmus ve bu dozda canli kalabilen hiicrelerin
oranini vermistir. Gortldigii gibi toksisite tekrar 100-(-1,7)=101,7 diizeylerine
yiikselmistir. Sitotoksik diizeyin, doz azalmasina ragmen artmasi beklenen durumun
tersine gelismis bir durumdur bu. Fakat, etken maddeyle hiicrenin birlikte
inkiibasyon siiresi degismemesine ve doz azaltimina (diliisyon) canli hiicre azaltici

etki géstermesi, doz-etki grafiginde anlamli bir sapmaya neden olmamustir.

A375 hiicre hattina uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:16
oraninda seyreltilmis derisimdeki dozunda %4,3+7,09 gibi bir canlilik oranmi tespit
edilmistir. 1,5625 pg/uL dozunda meydana gelen bu canlilik orani, hiicrelerin 48
saat sonra besi yerinde ¢ogalma imkani gostermeye baslamasi agisindan énemli bir

esigi isaret etmektedir. Bu doza maruz birakildiginda, sitotoksisite %96°‘lara
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gerilemigtir. Boylece bu dozun yorumu olarak; hiicrelerin proliferasyonunu
engelleyen doz miktarlarinin altina inilmis ve olusturulan doz-etki grafigi egrisinde,
yaklasik %96 oranindaki sitotoktik dozda (veya inhibiitér konsantrasyonunda) bir
sitotoksik etkiye karsilik gelecek doz uygulanmustir.

Gittikce artan oranlarda canlilik orani1 gosterilmis, dolayisiyla sitotoksik etki de
azalmugtir. {leride sitotoksisite tablosunda da gosterilecegi iizere 3 tekrarin
sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba katilacaktir. Olusturulan doz-etki grafigi
tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktir.
Boylece ekstrenin etki giicii ve istatistiksel olarak anlamli bir toksisite olusturup

olusturmadigi tespit edilecektir.

A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:1 dilisyon oranh
dozundan baslarsak; bu doz baslangic dozumuz olan 25 ug/ul’yi ifade etmektedir.
Bu dozda 48 saat inkiibasyon sonucunda bakildiginda, hesaplamalar sonucu
beklendigi gibi ¢ikmistir. Kullanilan en yiiksek doz olan 25 pg/uL’de canli hiicre
ortalama degeri -3,41834+1,08 olarak tespit edilmistir. Bunun anlami, uygulanan
dozda yasayan hiicre kalmamis olup, ortamdaki hiicrelerden daha fazlasina etki
edebilecek bir sitotoksisite (Oldiirticiiliik) gosterdigidir. Toksisite hesaplamasinda
ayrica deginilecegi gibi, yukarida bahsedilmis olan Hiicre inhibisyon (Sitotoksisite)
orant 3 numaral formiille hesaplandiginda, 100-(-3,41834 )=103,41834 (~103,4%)
gibi bir toksisite oran1 elde edilecektir. Bu da en yiiksek dozumuz olan 25 pg/ul’de
tamamen sitotoksik oldiiriicli etkiyi sagladigi, boylece istenmeyen bir durum olan
ylizde yiiziin altinda yasayabilirligi, hiicrelerin tamamini 6ldiirmek igin gereken
dozdan eksik doz se¢gmis olma ihtimalinden bizi uzaklagtirmaktadir. Diger bir
degerlendirmeyle, Boz Armut ekstresinin dogal renginden dolay1 ortamdaki canli
hiicreler kalmadiktan sonra fazladan ve ¢ok miktarda kalan dozun renkte ve
dolayisiyla optik dansitede azalmaya yol agarak spektrofotometreyi yanilttig
seklinde de yorumlanabilir. Nitekim yiiksek dozlarda blank kuyucuguna gore
renkteki agilma gozle goriiliir nitelikte gergeklesmistir. Ileride sitotoksisite
tablosunda da gosterilecegi tizere 3 tekrarin sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba
katilmistir. Olusturulan doz-etki grafigi tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden

sitotoksik dozlar hesaplanmistir.
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A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2 dozuna bakildiginda,
yar1 yariya sulandirma yapilarak 25/2= 12,5 pug/uL dozu elde edilmistir. Bu doz 3
tekrar halinde A375 hiicre serisi ile 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra,
viyabilite degeri -2,17037+2,12 olarak bulunmustur. Buradan yine verilen dozun
hiicrelere viyabilite imkan1 vermedigi, hesaplanan sitotoksisite degerinin de yine
yiizde yliziin iizerinde bir sonu¢ vererek %102,1 gibi bir degerde oldugu
gorilmistiir. Bu durum, higbir canli hiicre birakmayan 1:2 oranindaki dozun oldukga

kuvvetli toksisiteye sahip oldugunun gostergesidir.

A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:4
dozunda canli hiicre oran1 %0,6+2,09 olarak gergeklesmistir. 6,25 pg/uL dozunda
meydana gelen bu yasayan hiicrelerin 48 saat sonra besi yerinde ¢ogalma imkani
giostermeye baslamasi acisindan anlamli goriinse de, bir sonraki yar1 yariya
seyreltilmis yeni doz (1:8, 3,125 pg/ul) ile karsilastirildiginda ilerleyici bir etki
gostermeyecegi  goriilmiistiir. Sadece soOylenebilecek olan, bu doza maruz

birakildiginda, sitotoksisitenin %99,4’lere geriledigidir.

A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:8
dozunda (1,5625 pg/ul), yasayabilirlik degeri -1,7+0,7 bulunmus ve bu dozda canli
kalabilen hiicrelerin oranini vermistir. Goriildiigii gibi toksisite tekrar 100-(-
1.7)=101,7 diizeylerine yiikselmistir. Sitotoksik diizeyin, doz azalmasina ragmen
artmasi beklenen durumun tersine gelismis bir durumdur . Fakat, etken maddeyle
hiicrenin birlikte inkiibasyon siiresi degismemesine ve doz azaltimina (dillisyon)
canli hiicre azaltict etki gostermesi, doz-etki grafiginde anlamli bir sapmaya neden

olmamustir.

A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut (P.Elaeagnifolia) ekstresi 1:16
oraninda sulandirilmis derisimdeki dozunda, %4,3+£7,09 gibi bir viyabilite orani
tespit edilmistir. 1,5625 ug/uL dozunda meydana gelen bu yasayabilirlik, hiicrelerin
48 saat sonra besi yerinde ¢ogalma imkani gostermeye baslamasi acisindan dnemli
bir esigi isaret etmektedir. Bu doza maruz birakildiinda, sitotoksisite %96°lara
gerilemigtir. Boylece bu dozun yorumu olarak; hiicrelerin proliferasyonunu
engelleyen doz miktarlariin altina inilmis ve olusturulan doz-etki grafigi egrisinde,
yaklasik %96 oranindaki sitotoktik dozda (veya inhibitor konsantrasyonunda) bir

sitotoksik etkiye karsilik gelecek doz uygulanmistir.
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Gittikge artan oranlarda canlilik oran1 gosterilmis, dolayisiyla sitotoksik etki de
azalmugtir. Ileride sitotoksisite tablosunda da gosterilecegi iizere 3 tekrarin
sitotoksisite standart sapmalar1 da hesaba katilacaktir. Olusturulan doz-etki grafigi
tizerinden hiicrelerin yiizde ellisine etki eden sitotoksik dozlar hesaplanacaktir.
Boylece ekstrenin etki giicii ve istatistiksel olarak anlamli bir toksisite olusturup

olusturmadig: tespit edilecektir.

Sitotoksik degerlendirmelerin, her doz degerine karsilik gelen viyabiliteler
tizerinden hesaplandig1 Cizelge 4.3‘te de goriildiigii gibi, doz derisimi azaltildikc¢a
sitotoksik etki azalmaktadir. Bu verilerdeki azalmanin anlamli olmas1 da istatistiki
verilere baglhidir. Sitotoksisite bulgularint anlamlandirmak i¢in kullanilacak veriler;
uygulanan ekstre baslangic dozu ve bunun sirali diliisyon oranlari ile elde edilmis
dozlarin yaninda, sitotoksite 0l¢iitli olarak bakilacak bir diger veri de aslinda bir veri-
grafik ciktis1 olarak elde edilen ve daha ileri bir boliimde agiklanacak olan ICsg
degeridir. Bu ICsp degeri kullanilarak iki hiicre serisinin tedavide kullanimi hakkinda

yorum yapilabilecektir.

Baz1 sitotoksisite degerlerinin ylizde yliziin lizerinde ¢ikmasi, daha once de
bahsedildigi gibi, hiicre canlilig1 ylizde degerinin negatif tamsay1 olarak eksili deger
vermesinden kaynaklanmaktadir. Bu sebepten sitotoksisite yorumu yapilirken,
spektrofotometrenin okudugu optik dansite degerinin blank ¢ukurcugundan da daha
alt seviyede bir absorbans gostermesini ifade eder. Yani bu durumda boz armut
ekstresi uygulamasi sonrasi belli bir dozdan sonra ortamda hiicre kalmamis ve renk
degisimi daha da agik bir renge biirlinmiis diye yorumlanabilir. Deneyde en yiiksek
dozlara uygulanan ¢ukurcuklarda renk degisiminin kontrole gore daha agik bir renk
verdigi gozle goriilmiistiir. Ozellikle her iki hiicre tipinde de en yiiksek iki dozda (25
ug/ul ve 12,5 pg/ul), MTT soliisyonunun rengini koyu mor renge geviren ve
bdylece canli hiicrenin enzimatik etkinliginin varligin1 ifade eden canlilik oranlar
asilmig, ortama yilizde yiizlinii Oldiiren dozdan fazlasi verildigi icin de ortamda
fazladan ve ¢ok miktarda bulunan Boz Armut ekstresinin dogal renginden kaynakli

bir renk ac¢ilmasi olarak, optik gegirgenliginde azalma yasanmistir.

Degerler grafik olusturmak iizere toplanmistir. Grafik olusturmadaki amag; boz
armut ekstresinin degisen dozlarinda hiicrelerin viyabilitesine olan etkisinin, daha
direkt ve ekstreden beklentiye odakli ifadeyle sitotoksik etkisinin net belirlenmesidir.

Bu grafik iizerinden, alinan ortalama, ekstre dozunun oldiriici gliciinii belirlemek
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tizere, ekstrenin hiicre popiilasyonunun yarisint 6ldiirdiigii deger esas alinmaktadir.
Bu ekstrenin etki giicii belirlenirken, deneyde nicel veri olarak sadece ekstreyi her
defasinda iki kat seyreltme miidahalesi bulundugu i¢in ekstre dozunun tam ve kesin
olarak yiizde elli (%50) sitotoksisite olusturdugu doz degerini denk getirmek
miimkiin degildir. Tam da bu sebeple, bahsedilen degerin belirli bir ifadesi olan ICsg
degerinin hesaplanabilmesi amaciyla grafikten yararlanilmistir. Deneyin sonuglari
islenerek grafikteki degerin nasil elde edildigi ve ne ise yaradigi, etken maddesi olan
Boz armut ekstresinin etanolde ¢6zlinmiis olan konsantrasyonun saglikli A375 ve
kanserli A375  hiicreleri iizerinde etkilerinin  karsilastirmali  olarak nasil
degerlendirildigini gostermeden Once, ICso degerinin ne anlama geldigi ve neden

kullanildigint agiklamak gerekmektedir.

ICs0, basit tanimiyla uygulandigr amaca yonelik olarak bir ekstrenin ya da
etken maddenin inhibitér konsantrasyonlardan olusturdugu maksimum inhibisyonun
tam yaristmm  (%50) olusturan konsantrasyondur. Yari-maksimal inhibitor

konsantrasyon tanimi da kullanilmaktadir (Sebaugh, 2011).

FDA (U.S. Food and Drug Administration: Birlesik Devletler Besin ve ilag
Biirosu) 2018 yilinda yayinladigt EDA's Drug Review Process and the Package

Label isimli kitabindaki tanima gore ICsg, spesifik substrat konsantrasyonlarinda
enzimatik reaksiyonlarda yiizde 50 inhibisyon meydana getiren inhibitor

konsantrasyonudur.

ICs tespiti, hesaplama yontemine kullanilan formiile ve esas alinan doz-etki
aralifina gore yontemden yonteme ve hesaplamadan hesaplamaya degiskenlik
gosterebilen bir deger olarak ortaya cikmaktadir (Volpe, D. ve ark.). Grafik
tizerinden hesaplama yapildig1 gibi, Hill iissel sabitini igeren yaygin bir formiille
bulunusu da miimkiindiir (Prinz H.). Fakat olduk¢a karigik ve hesaplama giigliigi
olmasi, islem hatalarina da sebebiyet vermesi agisindan, ICso dozu CalcuSyn
(Biosoft™) isimli bilgisayar programi araciligiyla hesaplanmustir. CalcuSyn
(Biosoft®™) iizerinde etken madde ve hiicre etkilesimleri, doz etki grafikleri ve her

hiicre tipinde konsantrasyona gore ICsq degerleri tespit edilmistir.
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Sekil 4. A375 Hiicre Serisi ile HaCat Hiicre Serisinin Doz-Etki Grafiklerinin Birlikte

GOrinimu

Sekil 4’de, CalcuSyn (Biosoft™) programu iizerinden dozlar 25 pg/uL baslangig
dozundan itibaren her doz derisimine karsilik gelen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16)
sitotoksisite ylizdeleri, li¢ tekrarli doz denemelerinin sonucunda elde edilen {i¢
sitotoksisite yiizdesinin aritmetik ortalamasi halinde veri alanina islenmis, ardindan
hem doz-etki yazili raporu halinde hem de grafik halinde sonuglar alinmigtir. Sekil

4’deki grafik ise ikili halinde karsilagtirmali degerlendirmeye bir drnektir.

Ekstrenin uygulandig: hiicre hatlar tek tek degerlendirilecek olursa; Sekil 5’te
gorlilecegi lizere, verilen her bir doz degerine karsilik hiicre popiilasyonunda
etkilenen (sitotoksisiteye ugrayan, 6len) orani ifade etmektedir. Grafik logaritmik bir
seyir gostermekte ve bu logaritmik egriden elde edilen sonuclar matematiksel olarak
once bir tablo halinde seklin sol tarafinda da goriilecegi iizere, hiicrelerin 0,020
(%2)’sini oldiirdiigi doz degerinden baslayarak, 0,990 (%99)’unu oldirdigi doz
degerine kadar doz degerler serisi olusturmaktadir. Buradan tam olarak kirmizi renkli
yazilmig kisma denk gelen 0,500 (%50) ifadesi, doz-etki egrisinde hiicrelerin tam
yiizde ellisinde sitotoksik etki gosteren etkin konsantrasyon degerinin ifadesi

olacaktir.
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Doz - etki tablosu
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Sekil 5. HaCat Hiicre Serisinin Doz-Yanit Grafigi (Sagda) ve Buna Gore

Hesaplanmis ve Tablo Halinde Cikarilmis ICso Degeri (Solda, Kirmizi Yazili)
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Sekil 6. A375 Hiicre Serisinin Doz-Etki Grafigi (Sagda) Ve Buna Gore Hesaplanmis
ve Tablo Halinde Cikarilmig 1Csg Degeri (Solda, Kirmizi Yazil)

Kanserli hiicre olarak esas etkisi incelenen hiicre serisi A375 i¢in de ayni

islemlerden bahsetmek miimkiindiir. Bu hiicre serisi i¢in olusturulan doz yanit

grafiklerinde (Sekil 6), logaritmik egriden elde edilen sonuglara gore A375 hiicresi
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icin Boz Armut ekstresinin 1Csy degeri: 0,31272 ng/uL dir. Yine kisaca ifade
edilecek olursa: 1Cso (A375): 0,31272 ug/ulL olarak ilerki metinde kullanilacaktir.

Saglikli hiicre olarak esas etkisi incelenen hiicre serisi HaCat igin olusturulan

doz yanit grafiklerinde (Sekil 7), logaritmik egriden elden edilen sonuglara gore

HaCat hiicresi i¢in Boz armut ekstresinin 1Csg degeri: 0,61649 pg/uL’dir.

Statistic | Std. Error
A375MTT1  Mean 11,2940 | 6,65107
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound -2,8057
Upper Bound | 25,3936
5% Trimmed Mean 7,1544
Median ,5700
Variance 752,025
Std. Deviation 27,42308
Minimum -3,01
Maximum 100,11
Range 103,12
Interquartile Range 12,74
Skewness 2,681 ,550
Kurtosis 7,175 1,063
A375MTT2 Mean 24,3160 | 9,04886
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 5,1333
Upper Bound | 43,4987
5% Trimmed Mean 21,5922
Median 1,7092
Variance 1391,993
Std. Deviation 37,30942
Minimum -3,34
Maximum 101,00
Range 104,34
Interquartile Range 60,88
Skewness 1,111 ,550
Kurtosis -,365 1,063
A375MTT3  Mean 38,4104 | 10,17224
95% Confidence Interval for Mean Lower Bound 16,8462
Upper Bound | 59,9746
5% Trimmed Mean 36,6012
Median 23,4400
Variance 1759,065
Std. Deviation 41,94120
Minimum -4,64
Maximum 114,03
Range 118,67
Interquartile Range 75,37
Skewness ,532 ,550
Kurtosis -1,252 1,063
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df | Sig.
A375MTT1 ,379 17 ,000 ,570 17 | ,000
A375MTT2 ,316 17 ,000 ,745 17 | ,000
A375MTT3 ,208 17 ,050 ,868 17 | ,021

a Lilliefors Significance Correction

Sekil 7. SPSS’de Ug Tekrardan Elde Edilen Verilerin Normal Dagilim Testi Sonuglari
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Descriptives

CellType Statistic | Std. Error
Doz HaCat Mean 1,6081 ,81702
95% Confidence Lower Bound -,0962
Interval for Mean
Upper Bound 3,3124
5% Trimmed Mean ,8608
Median 4527
Variance 14,018
Std. Deviation 3,74405
Minimum ,02
Maximum 17,24
Range 17,22
Interquartile Range 1,05
Skewness 4,020 ,501
Kurtosis 17,085 972
A375 Mean ,6965 ,40789
95% Confidence Lower Bound -,1544
Interval for Mean
Upper Bound 1,5473
5% Trimmed Mean 3127
Median ,1384
Variance 3,494
Std. Deviation 1,86921
Minimum ,00
Maximum 8,61
Range 8,61
Interquartile Range ,38
Skewness 4,187 ,501
Kurtosis 18,246 972
Tests of Normality
CellType | Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic | df Sig.
Doz HaCat ,338 21 ,000 429 21 ,000
A375 ,365 21 ,000 ,385 21 ,000

a Lilliefors Significance Correction

Sekil 8. SPSS’de U¢ Tekrardan Elde Edilen Verilerin Ortalamalarindan Elde Edilen

Iki Hiicre Serisine Ait ICsp Degerlerinin Karsilastiriimas:

"Normal dagilim analizi"(p<<0.05) -Degisken sayis1 30’dan az oldugu i¢in

Shapiro-Wilk testi esas alinmalidir.
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Istatistiksel olarak calismanin anlamlihk diizeyleri &lgiilmiistiir. Buna gore,
deneysel ve istatistiki calismalardan hi¢birine baslamadan 6nce bir sifir/yokluk (null)
hipotezi ve bir alternatif hipotez kurulmustur. Yani ¢alisma sonucu aksini
ispatlayamadigimiz durum i¢in Ho(sifir/yokluk) iddia ettigimiz gibi sonucu ispatiyla
ortaya koydugumuz takdirde ise H; hipotezi gecerlilik kazanmis olacakti. Caligmanin

amaci olarak da nitelendirebilecegimiz hipotezler su sekildedir:

e Hy. Boz Armut ekstresi, saglikli (HaCat) ve kanserli (A375) hiicre
tipleri tlizerinde aralarinda herhangi bir farklilik olmaksizin, hig
“sitotoksik” etki gostermemektedir.

e Hj. Boz Armut ekstresi, saglikli (HaCat) ve kanserli (A375) hiicre
tipleri iizerinde her birinde farkli dozlarda olmak ilizere aym
“sitotoksik” etkiye sahiptir.

Bu istatistiksel ¢alismada genel olarak Boz Armut ekstresinin, saglikli (HaCat) ve
kanserli (A375) hiicre tipleri iizerinde sitotoksik etkisi olan bir tedavi etkeni olup
olmadig1 sorusuna cevap aranmustir. Buna ek olarak, ekstrenin hiicreler {izerinde
etkinligi arastirilirken genel hipotezimize erisme yolunda; kontrol kuyucugunda ekstre
olmaksizin sadece dogal besi yerinde bulunan hiicre kiiltiir popiilasyonunun %100’{iniin
yasamia devam ettigi (canli kalabildigi) belirlendikten sonra, degisen dozlarda boz
armut ekstresi uygulamast yapilan MTT kuyucuklarinda farkli oranlarda yasamina
devam eden canli fraksiyonun verilen doza karsilik kontrole gore nasil degiskenlik
gosterdigi de bir alt hipotez olarak degerlendirilmistir. Kontrol kuyucugunda yasamina
devam eden popiilasyon ylizdesi (%100) ve belirlenmis doz araliklarinda herhangi bir
dozda ekstre uygulanan test kuyucugunda yagamina devam eden popiilasyon yiizdesi
(%x) olarak diistiniilerek bu ikisi arasinda istatistiki bir anlam olup olmadig
arastirilmistir. Bunu en dogru bicimde saglayabilmek i¢in {i¢ tekrarli MTT ekiminde
saptanan standart sapma oranlarimin fazla (Normal Dagilim ve Shapiro-Wilk analizinde
standart sapmalar hem A375 hem de HaCat serilerinin her bir MTT uygulamasi esas
alinarak hesaplandiginda her birinde p<0,05, normal dagilim yok ve standart sapmalar
yiiksek) oldugu hesaplanmustir (Sekil 8). Standart sapmalarin bu sekilde yiiksek olusu da
g0z ontinde bulundurularak ortalamalarinin ICsq degerleri, baslangi¢ fraksiyon oranindan
etkinin tamanmunin olustugu doza kadar CalcuSyn (Biosoft™) programinda hesaplanip

cizelge haline getirilmis (IC0 1C101C20 ICs01Cqp ) degerlerinin matematiksel anlaml
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araliklardan olusan doz-etki egrisinden elde edilmis degerlerin kullanilmasi

kararlastirilmistir).
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V. TARTISMA

Bu ¢alisma, Kurutulmus Boz Armut ektresinin saglikli ve kanserli insan deri
hiicre hatlar lizerindeki sitotoksik etkisinin deneysel karsilastirmasi amaciyla yapilan
ilk calismadir. Yapilan literatiir incelemelerinde kurutulmus boz armut ekstresinin
saglikli ve kanserli hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik etkisi iizerine ¢alisma

yapilmamistir.

Daha 6nce Boz armutun antioksidan, antimikrobiyal ve mutajenik 6zelliklerini
inceleyen bir ¢alisma olmustur. Calismadaki 6rneklerin antioksidan kapasiteleri ti¢
farkli yonteme gore belirlenmistir. Bunlar: DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil
radikali), FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicii) ve ABST (3-etil-

bezotiazolin 6 sulfonat) yontemidir.

Caligmada oOrneklerin FRAP degeri 515,6 umol/g ekstrakt, ABTS radikali
stiplirme aktivitesi %48,2, DPPH radikali siipiirme aktivitesinin ICsq degeri
33,2ug/ml olarak bulunmustur (Gidiicii, 2014). Boz armut meyvesinin bes farkl
konsantrasyonda 50, 100, 250, 500, 1000 pg/mL‘de hazirlanan aseton ve metanol
karigiminda DPPH radikalini yok etme aktivitesinin konsantrasyona gore degistigi
goriilmiistiir. 1000 pg/mL‘deki asetonla hazirlanan konsantrasyonda en yiiksek
aktivite (%89,23) oldugu, en diisiik aktivitenin de metanolle hazirlanan 100 pg/mL
konsantrasyondaki (%13,89) ekstraktlarda oldugu goriilmiistiir. Sengiil ve ark. (2018)
P.elaeagnifolia’dan yapilan marmelatta DPPH radikalini siipiirme aktivitesini bu
calismadan daha diigsik bir deger (%3,56) bulmuslardir. Bu durum, marmelat

hazirlanirken meyvenin 1sil islem esnasinda antioksidan etkisinin azalmasi ile

agiklanabilir.

P.elaeagnifolia meyvesinde bulunan ve antioksidan kapasitesine sahip olan
bilesenlerden birisi de GSH’in(Glutatyon) bir tripeptit olmasi, hiicreyi oksidatif stres
ve diger cevresel streslerin hasarindan korudugu bilinmektedir (Smirnova ve

Oktyabrsky, 2005).
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Calisma sonucunda P.Elaeagnifolia’nin fenolik maddeler ve askorbik asit gibi
saglik acisindan Onem tasiyan fitokimyasallar icerdigi bulunmustur. Icerisinde
bulunan fitokimyasallar, meyveye antioksidan ve antimikrobiyal o&zelligi
vermektedir. Calismada yapilan meyve ekstraktinin orta seviyede antioksidan
kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte insanda bulunan patojen

bakterilere yonelik antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Yukardaki calismada, meyve eksraktlar1 higbir mutajenik etki gostermedigi
icin alternatif gida kayna@i olarak rahat bir sekilde tercih edilebilecegi One
stiriilmiistiir. P.elaeagnifolia meyvesi yiiksek kolestrol ve diyabet tedavisine olumlu
anlamda doniigler yapmaktadir. Tedavide alternatif olarak kullanimlarda
gastrointestinal sistem, iiriner sistem, kanser, immiin ve hematopoetik hastaliklarina

kars1 oldugu goriilmiistiir (Emine Burcu ve ark., 2017).

Bu c¢alismaya benzer yapilan baska bir caligmada optimum kosullarda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda P.Elaeagnifolia yapragindan elde
edilen ekstraktlarn MCF-7 (meme kanseri) ve A549 (akciger kanseri) hiicreleri

tizerinde sitotoksik etkisi incelenmistir.

Caligmada 5 ug/mL,10 pg/mL,15 pg/mL,25 pg/mL,75 ng/mL,150 pg/mL meyve
ekstrakt konsantrasyonlarina bakilmistir. Konsantrasyon artttkga MCF-7 ve A549 hiicre
Oltim orani da artmaktadir. MCF-7 hiicresinde 5 pg/mL konsantrasyonundayken hiicre
Olim orant %6,3, A549°da bu oran %11,5 goriilmiistiir. En yiiksek konsantrasyona
bakildiginda inhibisyon oram1 da artmig olup MCF-7 hiicresinde %067,9, A549
hiicresinde ise %72,2 olarak tespit edilmistir. Meme kanserinde sitotoksite 75-150 uG
/mL arasinda fazla bir degisim goriilmemistir. A549 hiicresinde 15 pG/mL gibi diisiik
konsantrasyonda %62 oraninda inhibisyon gozlenmis ve konsantrasyon arttikca fazla bir

artis gbzlemlenmemistir (Kececi, 2018).

Bu calisma ile Kurutulmus Boz Armut ekstresinin A375 hiicresindeki
sitotoksik etkisine bakildiginda AS549 hiicresi iizerinde yapilan ¢alismada
konsantrasyon arttik¢a hiicre 6liim artarken, A375 hiicresinde konsantrasyon

seyreltildikce hiicre 6liimii arttig1 sdylenebilir.

P.Elaeagnifolia ile ayn1 familyadan olan elmadaki katesi, klorojenik asit ve
florizinin baska bir ¢alismada kadinlarda akciger kanseri riskini %21 ‘e kadar

azalttigi gozlemlenmistir. Elmada bulunan besin lifinin kolon kanserini onleyici
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ozelligi vardir. icerisinde bulunan C vitamininin girtlak kanseri, mide ve akciger
kanserine karst korudugu Amerikan Kanser Arastirmalari Enstitlisii tarafindan

aciklanmustir (Sar1, 1998).

Giliniimiizde kullanilan gida takviyelerindeki antioksidanlar, kanserojenik
toksik mekanizmaya sahip oldugu bilindigi i¢in, dogal antioksidan kaynaklar1 arayisi
baglamistir. Antioksidan 6zelligine sahip olan fenolik bilesikler; meyvelerin kendine
0zgii renk, aroma ve tat saglamasinda rol oynayan ve meyve kalitesini arttiran
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde hayati fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol
almadig i¢in sekonder metabolit olarak da bilinir. Bu bilesikler bitkilerde yaralanma,
enfeksiyon, UV radyasyon gibi stres kosullarinda tepki olarak sentezlenir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan kapasitesi oldugundan diyabet, kanser, kalp hastaliklar1 ve
katarakt gibi hastaliklardan korunmada etkilidir (Justesen ve ark.,1998).

Bu ¢alisma sonucunda Hj hipotezi sonucuna ulasildi. Yani Boz Armut ekstresi,
saglikli (HaCat) ve kanserli (A375) hiicre hatlar1 tizerinde her birinde farkli dozlarda

olmak iizere ayni “sitotoksik” etkiye sahiptir.

ICso hesaplamasina gore A375 hiicrelerinin yarisini  dldiiren doz 0.31272

ug/uL , HaCat hiicrelerinin yarisini 6ldiiren doz 0.61649 ug/uL hesaplanmigtir.

ICso hesaplamasina gore ; A375 hiicresini 6ldiirmek i¢in 2 pg/ulL dozu etkin doz

olarak kullanilabilir.

HaCat hiicre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:2, 1:4 ve 1:16 loranlarda
doz azaldik¢a gittikge artan oranlarda canlilik orani gosterilmis, dolayisiyla
sitotoksik etki de azalmistir. Yani oran arttikca diger bir deyisle dozaj azaldik¢a

hiicre canlilik oran1 da artmustir.

A375 hiicre serisine uygulanan Boz Armut ekstresi 1:8 dozunda (3,125 ug/ulL),
canlilik degeri -1,7 + 0,7 olarak bulunmus ve bu dozda canli kalabilen hiicrelerin
oranin1 vermistir. Goriildigi gibi toksisite tekrar 100-(-1.7)=101,7 diizeylerine
yiikselmistir. Sitotoksik diizeyin, doz azalmasina ragmen artmasi beklenen durumun
tersine gelismis bir durumdur. Fakat, etken maddeyle hiicrenin birlikte inkiibasyon
siiresi degismemesine ve doz azalmasina (diliisyon) canli hiicre azaltict etki
gostermesi, doz-etki grafiginde anlamli bir sapmaya neden olmamustir. Seyreltme

artinca standart sapma artmaktadir, sitotoksik etkisi de artmistir.
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Calismamizda  kurutulmus  Boz  Armut  ekstresinin  seyreltilmis
konsantrasyonlarinda A375 hiicreleri {iizerinde sitotoksik etkisi saptanmustir.
Kurutulmus boz armuttan elde edilen ekstrelerin kullanim alanlar ile ilgili daha ¢ok

caligmaya ihtiyag vardir.
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VI. ONERILER

Boz armut dogada kendiliginden yetisen bir meyve olarak bulunmaktadir.

Boz armut icerisinde bulunan antioksidan 6zelligi sayesinde kanser hiicresini

arttirict 6zellige sahip olmamaktadir.

Gilinlimiizde kemoterapilerin yat etkisini azaltmaya yonelik dogal gidalarla en
az etkiye diistirmede takviye olarak kullanilabilmesi i¢in daha kapsamli ¢alismalara

ornek olabilir.

Taze boz armut calismasi yapilarak boz armutun iginde bulunan kimyasal
bilesikler ve bunlarin biyoaktivite sonucunda elde edilen ekstrelerden, fonksiyonel

beslenme, tip ve saglik, gida katki maddesi iiretiminde yararlanilabilir.

Bagka kanser hiicresi iizerinde farkli konsantrasyonlar denenerek antioksidan,

antikanserojen etkisine bakilabilir.

Boz armutun saglik {izerine etkiye dayali ilag veya besin takviyesi

gelistirilebilir.
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