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ONsSOz

Kansere karsi degisik kokenli ilag hazirlanmasina ait, literatirde sayisiz
calisma kayithdir. Bu kaynaklar bitkisel ve hayvansal menseli olup, bunun disinda
yapay organik maddeler denenmistir. Buglin daha ziyade, yapay organik maddeler
uzerinde durulmaktadir. Bu organik maddelerin hazirlanmasinin miktar agisindan
kolayhgi dolayisiyla, tedavi bu yone kaymistir. Yalniz bu madddelerin, istenmeyen
bircok yan etkileri oldugu gorilmiustir. Ayrica etkileri de genelde olmayip, kanser
tiplerine gore farklilasma gostermektedir. Denenen yizbinlerce maddenin arasinda,
tedavide kullanilan yapay madde sayisi 50yi gecmez. Bu sinirli durum Kkarsisinda,
dogal kaynakli maddelere egilim bugin fazladir. Bu yiizden hemen bitiin diinyada
bu sahaya yonelme goérilmektedir.

Biz bu alanda, tUlkemiz alglerinden bazilarim arastirma konusu yaptik.
Danismanim Prof.Dr. Selami GOZENC'e, yardimlarindan dolayi Prof.Dr.

Kasim Cemal GUVEN'e ve 1i.U. Onkoloji Enstitisi'nde Uzm.Dr. Ferda
KALEAGASIOGLU na tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

SAYFA
(0] V1] 0 4O i
GIRIS et ettt 1
MATERY AL oo seses s s s en s s 22
IMETOD oo enss e 24
BULGULAR oot ssss s ssssns s 27
TARTISMA VE SONUGC ...iiiiecieeeeciseesseeveesseesiesseessessssssssssssssassssses s 54
(074 =3 OO 56
INGILIZCE OZET oot 57



A- GIRIS

1. Genel Bilgiler

Kansere Kkarsi ila¢ olarak, ilk defa kara bitkilerinin denenmesi 2000 vyil
oncesine dayanir. Bu arada algler de denenmis ve 3000'den fazla bitki arasinda

yalniz 16 alg'e ait bilgiye rastlanmistir [1], Alglerin kansere karsi kullanilmasi, EsKi
Cin medeniyeti dénemine aittir.

Dinya literatiriinde alglerin antitimor aktiviteleri  Uzerinde yapilan
calismalari derleyen yazida [2] 151 algden bazilarinda aktivite bulunmus, bir
kisminda da aktivite bulunamamistir.

1.1. Alglerden Antitumor Madde Elde Edilmesi Uzerine Calismalar

Turkiye algleri Gzerinde bligiine kadar yapilan ¢alismada, 3 alge ait farkli 6
ekstrelerinde kismi aktivite bulunmus [3] ve 3 alg ekstresinin Sephadex G-25
kolonundan gecirilmesiyle elde edilen fraksiyonlarda ise aktivite saptanamamistir

[4].

Y ukarida belirtilen calismalar [2,3] karsilastirilinca, Turkiye'de mevcut 229
alg tir( Gzerinde bir calisma yapilmadigi goralmustir ¢

Alglerin antitumor etkilerine ait calismalarin 6zetleri asagidadir.

1.1.1. Cvanophvta

Lyngbya gracilis'in kloroform ile yapilan ekstraksiyonu sonunda ele gecen
ekstraktin, sicanlarda P-388 Lymphocytic leukemia'da aktif oldugu ve (T/CxI00)
sayisinin  144-147 oldugu saptanmistir. Bu ekstraktin florosil Gzerinde yapilan
kolon kromatografisinde, kloroform-metanol (9:1) karisimi ile yapilan eliisyonu
sonunda toksik fraksiyon elde edilmistir. Bunu takiben Sephadex LH-20 gel
kromatografisinde kloroform ve metanol (1:1) karisimi ile yapilan elisyonda,
P-388 lzerinde aktif olan saf bir madde elde edilmistir. Daha ileri bir saflastirma

islemi silicagel kolonu Gzerinde yapilmis ve sonucta safbir madde elde edilmis ve



bu maddenin antitimor etkide debromoaplysiatoxin'in mono ve diasetat derivesi
oldugu saptanmistir [5,6 ]«

Lyngbya majuscula, lzerinde yapilan calismada iki ayri metod kullaniimis,
organik selvan ile yapilan ekstraksiyonu takiben gel filtrasyonu ve iyon degistirici
recine kromatografisi kullanilmistir. ikinci metodda etanol, butanol veya kloroform
¢Ozlici olarak kullanilmis ve bunu gel kromatografisi takip etmistir. Bu
ekstraktlarin, Ehrlich ascites tumord ve lymphocytic leukemia (zerinde aktivite
gosterdigi saptanmistir [6], Lyngbya converfoides, L.majuscula, Lyngbya.sp.
uzerindeki calismada P-388 lymphocytic leukemia Uzerinde aktivite bulunmustur
m.

Oscillatoria nigroviridis zerinde ayni sekilde yapilan ¢alisma ile, yukarida
belirtilen debromoaplysiatoxin elde edilmistir. Bunun aktivitesi (T/CxI00) 122
olarak saptanmistir Keza, O.annae, ve O.sp. ekstraktinin P-388'e aktif oldugu tesbit

edilmistir [7], Bir diger calismada Oscilatoria sp. ekstraktinin, P-388 (izerinde aktif
oldugu bildirilmistir [8],

Schizothrix calcicola'da da benzer aktiviteye rastlanmistir. Bu gruba ait
diger algler [6,7] Symplaca muscorum, Microcoleus tenerrimus da da benzer
aktivite bulunmustur [6],

Entophysalis deusta, Anacystis dimidata, Tolypothrix conglutina

ekstraktlarinin P-388 lymphocytic leukemia'da aktivite gosterdigi bulunmustur [7],

Phormidium sp. Ulzerindeki calismada P-388 lymphocytic leukemia'da
aktivite bulunmustur [8].

Oscillatoria nigroviridis'in lipofilik ekstrakti, diklorometan ile tuketimini
takiben Sephadex LH-20 kolonundan diklorometan-2 propanol (1:1) karisimi ile
elue edilmistir. Bunu takiben, florosil ile yapilan kolon kromatografisi sonunda
diklorometan ile eliisyondan acutiphycin ve 20,21-didehidroacuptiphycin adi
verilen maddeler elde edilmis ve bu maddelerin sitotoksik oldugu ve antineoplastik
aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu denemeler KB ve NiH/3T3 hiicreleri iizerinde
yapilmistir [9],



Chlorella vulgaris'ten elde edilen glukoproteinin antitimor etkisi P-388
tzerinde denenmis ve aktif oldugu bulunmustur. Bunun icin sicak su ile yapilan
ekstraksiyon sonunda ele gecen ekstraktin, alcak baskida ucurulmasi sonucu kalan
bakiyenin Sephadex G-25 kolonuna uygulanmasi ile elde edilen glikoproteinin
P-388 tumdoru tasiyan sicanlara tatbiki sonucu, yasam siresini %24 arttirdigi
saptanmistir [10]. Keza, Chlorella vulgaris'in sicak su ekstraktinin, Meth-A timor

hiicreleri asilanmis BALB/c sicanlarina enjekte edilmesi soncu bu sicanlarin yasam
sdresinin uzadigi saptanmistir [11],

Diger taraftan Chlorella sp.'nin Spirulina sp. Scenedesmus sp.'den elde
edilen glukoprotein bilesiginin, cc-amilaz ile yapilan hidrolizi sonunda ele gecgen

mahsilin sicanlarda, lymphocytic leukemia'da aktivite gosterdigi belirtilmistir
[12,13].

Caulerpa Uzerindeki calismada Caulerpa taxifolia'nm, butanol-su ile
hazirlanan ekstresinin P-388 lymphocytic leukemia'da, Ehrlich ascites timdrde
aktivite gosterdigi saptanmistir [14].

1.1.2. Chiloroplhivta

Enteromorpha acanthophora, Cladophora delicatula, Caulerpa peltata
uzerinde yapilan calismada, toluen-metanol (1:3) karisimi ile sogukta yapilan
ekstraksiyon sonunda santrifuje edilmis ve st kismin icerdigi organik halojenli
bilesiklerin sitotoksik aktivitesi oldugu arastirilmistir. Bu ekstraktin (100,50,10)
mcg/ml KB celi line denemesi sonunda, E.acanthophora'nin KB hicrelerinin
gelismesinin inhibisyonunun % 100'den kiiguk, C.delicatula ve C.peltata'nm ise
inhibisyonun %200'den kicik oldugu saptanmistir. Bu ekstraktlarin icerdigi
organo halojen bilesiklerinin miktari ise, C.peltata'da 8mcg/g, C.delicatula'da
3mcg/g olarak bulunmustur [15],

Enteromorpha sp., Codium vermiculare., Ulva sp. sulu etanol (%30) ile 16
saat oda temperatlrinde calkalanmasindan sonra, santrifuje edilmis ve (st kisim
alinmis, dialize edilmistir (12 saat adi su ile ve 6 saatte distile su ile). Elde edilen
dializi 41°C’den disik temperatiirde, alcak baskida distillenmesi sonucu ele gecen

ham ekstrenin, P-388 Ilymphocyctic leukemia ve Ehrlich ascites carcinoma
lzerindeki denemelerde P-388'de bir aktivite bulunmamis, buna karsi Ehrlich



ascites carcinoma'da 30 glinden az yasam silrecinin kontrola yakin bir deger
gosterdigi, Enteromorpha sp.'de ise bir deneme yapilmadigi belirtilmistir [16],

Caulerpa racemosa var. peltata (%30 etanol), Halimeda sp. (butanol ve
hekzan), Udotea geppii (metilenklorid), Tyemannia expeditionis %30 etanol ve
kloroform ile yapilan ekstraksiyonu sonunda (sogukta 24 saat bekletme veya 4-5
saat karistirma) yapilan santrifuj ile ele gecen Ust kisim alcak baskida ugurulmus,
elde edilen ham lipofilik ekstrakt kurutulmus ve sonra su ile karistiriimis, 4-5 saat
sonra tekrar 24 saat veya daha fazla karistirilip, santrifije edilmis, Ust kismin
liyofilizasyonunu takiben Sephadex G-25 lzerinde amonyum bikarbonat ile elue
edilmistir. Bunu takiben iyon degistirici regcineden gecirilmis sonra amonyum asetat
ile elue edilmistir. Eluatlar UV 288 nm'de okunmustur. Diger bir teknikte de, %30
etanol ile yukarida yazildigi gibi alcak baskida distillenmis, kuru bakiye kloroform
ile kanistirilmis, yagda ¢ozinen kisim distillenmis, suda c¢6zunen kisim yukarida
belirtildigi gibi gel ve iyon degistirici recineden gegcirilip, temizlenmistir. Bu
ekstraktlar, P-388 lymphocytic leukemia'ya ve Ehrlich ascites sisteminde
denenmistir. Bunun sonunda; Ehrlich ascites tumdrde Caulerpa racemosa ve

Udotea geppii'de 100, Tydemennia'da sifir aktivite saptanmistir [7],

Anadyomene menziesii, A.stellata, Caulerpa mexicana, C.prolifera,
C.sertularioides, C.verticilata Uzerinde yapilan ¢alismada énce bu algler kloroform
ile bir karistiricida karistirilmis, sonra siiziilmis, bakiye kloroform ve su ile ayni
sekilde tekrar ekstre edilmistir. Ele gecen ekstraktlar alcak baskida distillenmeyi
takiben kurutulmustur. Sulu ekstrat liyofilize edilmis, KB ve PS testlerine tabi
tutulmustur. Efektif doz, ED50 (g mH) degerleri Anadyomene stellata (baliklar
icin zehirdir.) sulu ekstraktinin denenen testlerde sitotoksik etki gosterdigi
saptanmistir [17].

Monostroma nitidium (zerindeki calismada alg, kaynar suyla 4 saat
bekletilmis ve ele gecen sulu kisim, liyofilize edilmistir. Diger teknikte sulu ekstre
2,3 gun diyalize edilmis ve klorir testinin (-) oldugu saptandiktan sonra, diyalize
olmayan kisim konsantre edilmis ve sonra liyofilize edilmistir. Antitimor aktivite
testi, L-1210 hdcreleri slispansiyonun sicana entraperitonial enjeksiyonu sonucu
meydana gelen timaor Gzerinde yapiimistir. Antitimor aktivite tayini, yasama suresi
uzamasl (ILS) (T-C)/cxI00 Uzerinden hesaplanmis ve ILS degeri %25'in lstl aktif
olarak tesbit edilmistir. Monostroma nitidium da ise, bu deney sonunda %24-26
sinir degeri elde edilmistir [18].



Codium pugniformis Uzerindeki calismada hazirlanan sulu ekstraktin dort
misli alkol ilavesiyle cokeltilmis ayrilan kissm CM Sephadex G-25 ve CPC]
kolonunda fraksiyone edilmis ve her iki kolondan elde edilen fraksiyonun Ehrlich
ascites carcinoma ve solid tumériinde ve Sarcoma-180'de aktif oldugu saptanmistir
[19].

1.1.3. Phaeoplitvta

Sargassum polycystum %30'luk etanol ekstresinin lymphocytic leukemia'da
aktif oldugu buna karsi, Ehrlich ascites timorde aktivite gostermedigi bildirilmistir

[7].

Dictyota johnstonii, Zonaria farlov/a'nin toluen-metanol (1:3) ekstraktinin
KB hiicrelerinde yapilan sitotoksisite testinde, aktif olduklari saptanmistir [15].
D.cranulata'nin metilenklorid ve etilasetat ile ekstraksiyonu sonunda P-388
lymhocyctic leukemia ve Ehrlich ascites timoériinde yapilan denemede, %135
aktivite bulunmustur. Buna karsi D.patens, D.friabilis, D.divariacata, D.acutiloba'da
ise aktivite bulunmamistir [7],

Macrocystis pyrifera, %30'luk etanol ile yapilan ekstraksiyonu takiben,
santrifij sonunda ele gecen (st kismin dializini takiben, 41°C'de algak baskida
distillenmis ve P-388 leukemia ile Ehrlich ascites carcinoma da yapilan denemede

P-388 ve Ehrlich ascites tumori zerinde Macrocystis pyrifera aktivite gosterdigi
bildirilmistir [16],

Padina vichersiae, Sargassum cymosum, Spatoglossum schroederi,
Stypopodium zonale ’nin KB ve PS timdéri testinde, toksik etki gosterdigi

saptanmistir [17].

Ecklonia cava kjellmanni, Eisenia bicyclis, Hizikia fusiforme, Laminaria
angustata, Laminara japonica, L.japonica var. ochotensis ekstraktlarinin L-1210
leukemia testinde ILS degeri, (yasam slresini arttirma degeri) sirasiyla en ylksek
olarak 37, 27, 25, 29, 39 bulunmustur. Bu degerler dikkate alindi§i zaman %25 st
sinirinin - yakininda oldugunu dolayisiyla biyik bir aktivitenin saptanmadigi
goralmistiar. Ayni calismada Hizikia fusiforme, Undaria pinnatifida da ise bir
aktivite saptanamamistir [18],



Sargassum sp. Uzerinde bircok arastirma yapilmistir. Sargassum fulvellum,
sicak su ekstrakti alkol ile ¢oktlurulmis ve santrifijle ayrilmis, alkol ile yikanmis,
alkollii kisim liyofilize edilmistir. ilk alkolle ¢oktirmede ayrilan alkollii kisim
alinmis  ve alkol o&nce distillenmis, sonra liyofilize edilmistir. Bunun ile
Sarcoma-180 Uzerinde yapilan deneyde, antitimor aktivite saptanmistir. Buna karsi
ilk alkolle muamelede ayrilan alkolli kismin liyofilizati ise, aktivite gdstermemistir
[20], Bu maddenin yapisinin, uronik asid igceren polisakkarid oldugu tespit
edilmistir. S.fulvellum Uzerinde yapilan bir diger calismada sicak su ekstrati,
Sepharose 4B Uzerinde gel kromatografisine tabi tutulmus ve bunun Sarcoma-180

uzerinde aktif oldugu ve bu aktif maddenin sodyum alginat oldugu tespit edilmistir
[21,27],

Sargassum kjellmanianum sicak su ekstratinin algcak baskida ucurulmasi
sonunda bakiye, Visking tiip'de dialize edilmis ve bunun Sarcoma-180 (zerinde
antitumor aktivite gosterdigi saptanmistir [22],

S.kjellmanianumun sicak su ekstratinin S-180 {zerinde aktif oldugu
bildirilmistir [23,24], S.kjellmanianum'dan elde edilen L-fucose iceren polisakkarid
fraksiyonu ve siilfat esterinin L-1210 lzerine aktif oldugu saptanmistir [25],

S.thunbergii sicak su ekstratinin filtratinin santrifigasyondan sonra Ustteki
kismi dialize edilmis ve alkolle ¢oktirilmus, elde edilen ¢okelti alkolle yikanmistir.
Bunun kurutulmasindan sonra ele gecen kismin Ehrlich ascites timdrde aktif
oldugu bulunmustur. Bu aktif maddenin, silfat grubu iceren alg polisakkaridi
oldugu ve bunun icinde galaktoz, glukuronik asit, fruktoz, glukoz ve mannoz
bulundugu saptanmistir [26],

S.hornerii'den elde edilen silfat grubunca zengin polisakkaridin, Ehrlich
ascites Sarcoma'da aktivite gosterdigi bildirilmistir [28],

S.hornerii,  S.hemiphyllum'dan  hazirlanan  sulu  ekstratlar  dializ,
gel-filtrasyonu sonunda fraksiyone edilmistir. Ham protein iceren fraksiyon ve
disik molekillu fraksiyon ayrilmistir. Her bir fraksiyon, sicanlarda hem deri altina
hemde karin bosluguna transplate edilmis, Sarcoma-180 ve Ehrlich ascites

carcinoma hucrelerinin blylimesini inhibe ettigi saptanmistir [29],



S.tortile metanol ekstrakti Gzerinde vyapilan c¢alismada, P-388 kultir
hiicreleri lzerinde bilyumeyi inhibe ettigi saptanmistir. Sephadex LH-20 ve

Silicagel kolonu lzerindeki calismada dihydroxysargaquione ve sargatriol adli iki
madde izole edilmistir [30],

S.tortile Uzerinde vyapilan bir diger calismada, metanolli ekstraksiyon
bakiyesi; hekzan, karbontetraklorir ve kloroform ile d&nce partitiisyon
fraksiyonlamasina tabi tutulmus ve sonra Sephadex LH-20 ve Silicagel kolon
kromatografisi ile chromenes grubundan sargaol, sargadiol, sargasal, sargasal | ve
Il, liydroxysargaquinone ve kjellmanianone adi verilen maddeler izole edilmistir.
Bunlarin arasinda hydroxysargaquinone ve sargasal'in P-388 lymhocyctic
leukemia'da aktivite gosterdigi saptanmistir [31],

S.tortile'nin su ekstratinin Sephadex G-50 kolonundan fraksiyonlanmasi ile
ele gecen dort farksiyon kuruluguna kadar ugurulmus bakiye etanol ile muamele
edilmis ve bunun Ehrlich ascites carcinoma'da aktif oldugu saptanmistir [32],

S.fulvellum ve S.kjellmanium dialize olmayan fraksiyonun Sarcoma-180
lizerine aktivite gosterdigi bildirilmistir [33],

S.tortile ve S.hemiphyllum bazi fraksiyonlarinin transplate edilmis timor
Uzerinde etkili oldugu bildirilmistir. S.fulvellum sicak su ile yapilan ekstraktin dializ

olmayan kismi ucurulmus ve liyofilize edilmistir. Sarcoma-180'de denemede, zayif
aktivite gosterdigi bildirilmistir [34],

Laminaria angustata, L.japonica'nin S.fitlvellum'da [33] Uzerinde yapilan
calismada L.angustata'nin yuksek, buna mukabil S.fulvellum'un disik aktivite
gosterdigi saptanmistir. Buna karsin, L.angustata, L.japonica'nin L-1210 {zerinde
aktif oldugu bildirilmistir. L.angustata, L.japonica'dan elde edilen fucoidan ile
L-1210 Uzerinde yapilan ¢alismada L.angustata'nin ILS degerinin %40, buna karsi

L.japonica ve L.japonica var. ochotensisin %23-24 oldugu bildirilmistir [35],

L.angustata'dan aseton, etanol, kloroform, kloroform-metanol, sicak ve
soguk su ile hazirlanan ekstraktlarin mutagenitesi incelenmistir. Sicak ve soguk su
ekstrelerinin disindaki diger ekstraktlarin aktif oldugu ve aktif maddenin tetrasiklik

bir halka tasidigi ve bunun timaor inliibisyonuna sebep oldugu bulunmustur [36],



Eisenia bicyclisten elde edilen fucoidan'in neoplazmia midafa
mekanizmasinda yardimci oldugu, retikuloendotelial sistemin fonksiyonunu
arttirdigl, icerisinde dogal katil hicre aktivitesi, T hicreleri ile tesvik edilmis
hucresel imminite hususu teyid edilmistir [35,37],

Colpomenia peregrina eterli ekstraktinin iki fraksiyonu, HelLa testinde
(Human cervical carcinoma) aktif oldugu ve bunun birinci fraksiyonunun doymus

ve doymamis yag asitleri icerdigi, buna karsi ikinci fraksiyonun fucoksantin sinifi
karotinoid tasidigi bulunmustur [38],

Spatoglossum schmittii, kloroform-metanol ekstraktinda izole edilen
diepoksid yapisindaki Spatol adli maddenin Urchin egg assay ve T-244 melanoma,
224C Astrocytoma neoplastic celi lines'da aktivite gosterdigi saptanmistir. Spatol,
bir terpen yapisinda olup (Seskiterpen) aromatik halkaya bagli brom icerir [39].

Schizophyllum commune'den elde edilen suda ¢6zinen polisakkarid'in,

(Schizophyllan) sicanlar Gzerinde Sarcoma-180 ascites'li aktivite g0Osterdigi
bildirilmistir [40],

1.1.4. Rliodophvta

Gracilaria verrucosa, %30'luk etanol ekstrakti lzerinde yapilan calismada
P-388 Ilymphocytic leukemia'da aktif olmadigi, Ehrlich ascites timaorde ise,

denenen hayvanlarda farkli derecede antitimor aktivite saptanmistir [16],

Gracilaria salicornia'mn %30'luk etanol ekstraktinin P-388 lymphocytic

leukemia'da zayif aktivite goésterdigi, buna karsi Ehrlich ascites timdrde aktif
olmadigi bildirilmistir [7],

Bangia sp. %30'luk etanol ekstraktinin P-388 Ilymphocytic leukemia,
Ehrlich ascites timore aktif oldugu bildirilmistir. Cryptonemia cranulata %30
etanol ekstraktini P-388'de zayif bir aktivite gosterdigi, Ehrlich ascites timorde ise
bir etkisi olmadi§i saptanmistir [7].

Herposiiphonia arculata %30 etanol ekstrakti, denenen Ehrlich ascites
tumorde aktivite gostermistir. Sprydia filementosa'nin metilen klorid ekstrakti,
P-388 ve Ehrlich ascites timdrde aktivite gostermistir [7],



Kirmizi alg polisakkaridlerinden Karageenan BALB/c sicanlarina, mesane
sarcoma virlisi inokille edilmis ve bu sicanlar {(zerinde 200mg/ml
konsantrasyonunda karageenan verilmis, timar hicresi yasam siiresi tzerine belirli

bir etki gostermedigi saptanmistir. Sonug olarak karageenan'in bir etkisi olmadigi
tespit edilmistir [41].

1,2 Dimethylhydrazin kullanarak farelerde bagirsak kanserinin tesekkilinde
degrade karageenan ilave edilerek ya da ilave edilmeden yapilan denemede,
degrade  karageenan'in  ¢ogalmay!  degistirdigi, degrade  karageenan'in
dimethylhydrazin ile birlikte verilmesinde, glandiiller sahada ¢ogalmayi arttirdigi,
degrade karageenan'nin tek basina ise mukozomal epitelin (zerinde degisme
meydana getirdigi tespit edilmistir [42],

Diger bir calismada degrade karageenan (asit ile hidrolize edilmis) farelerde
kolorektumda, kanser meydana getirdi§gi saptanmistir. Karageenan tipleri izerinde
yapilan bir calismada, invitro deneylerde immin sistemi baski altina al'dign ve
tumor tesekkilind arttird1g1 saptanmistir [43],

Degrade karageenan'in kolorektumda squamous'li hiicre karsinomasini
Adenokarsinomay! ve Adenomas'l tahrik ettigi, buna gére degrade karageenan'in

farelerin kolorektumunda kanser meydana getirdigi tespit edilmistir [44],

Bir diger calismada, uzun siire agiz yolu ile degrade karageenan'in verilmesi
ile farelerde kolonda adenomatous polyp ve squamous metaplasia meydana
getirdigi bildirilmistir [45]. Dogal karageenan'in deri altina enjeksiyonu ile,
farelerde Sarcoma meydana getirdigi saptanmistir [46], Dogdal karageenan'in

azotometan ve methylnitrosoure ile, kolo rektal kanseri meydana getirdigi
bildirilmistir [48],

Karageenan'in makrofaja selektif sitotoksik etkisi, immunosupresif etkisi
hipotezinin dogru olmadigi bildirilmistir [47],

Sili bitkilerinin antikanser calismasinda denenen Chlorophyta (Ulva,
Lactuca, U.nematoides), Phaeophyta (Myriogloia grandis, Desmarestia herbacea,
Glossophora kunthii, Durvillea antarctica, Lessonia fiiscescens, L.nigrescens,
Macrocystis integrifolia, M.pyrifera), Rhodophyta (Porphyra columbina, Corallina

chilensis, Chondrus canaliculatus, Gigartina chamissol, Gigartina papillosa, Iridea



boryana, Gracilaria confervoides, G.foliifolia, G.lemanaeformis, G.verrucosa,
Gymnogongrus furcellatus, Rhodymenia corallina, Agardhiella tenera, Halopteris
hordaceaYda bir aktivite saptanmamistir [49],



2. Antitimér Madde Arastirmasi icin Ekstraksiyon Yoéntemleri

Amerikan Milli Kanser Enstitlisi (National Cancer Institute, NCI) arastirma
programi icin istedigi sartlar arasinda; bitkinin adi,, genus, species, otdr adi,
familyasi, toplanan kisimlari, toplandidi yer ve tarihi ve ekstraksiyon igin kullanilan
solvanin belirtilmesini istemektedir. NCI, ekstraksiyon teknigi icin metanol-metilen
klorid ile (1:1) 12-18 saat oda temperatiriinde bekletmeyi ve keza ayni sekilde
%95-,etanol ile calismaylr 6nermektedir. Bunun disinda klasik yéntemi de dikkate
alarak, sogjuk suda ya da sicak suda tutma gibi ekstraksiyon metodlarinida
Onermektedir. Distilasyon icin genel olarak alcak baskida distilasyon
uygulanmasini istemektedir [50],

Genel tekniklere bitkiden maddenin izolasyonu igin ise, yukarida yazili
teknikle elde edilen ham ekstrakta, degisik yontemler (kolon kromatografisi, TLC,

degisik solvanla tiketme gibi.) uygulanir.



3-Antitimoér Ajanlarin Taranmasinda Kulaiilan Ydntemler

3.1. Artemia salina testi

Artemia salina testi, toksite tayininde kullanilan bir metodtur. Bu Artemia
salina’'nin 6limine dayanan bir biyolojik tayin metodudur. (Brine shrimp lethality
bidassay). Bu metod; pestisid, mycotoxin, akarsu Kkirletenleri, anestezikler,
dinoflagellat biotoksinleri, morfin benzeri bilesikler, yag, di-n-alkil ftalatlar,
cocarsinojenik forbol esterlerinin toksisitelerinin tayininde kullanilir. Ayrica bu
biyolojik tayin metodu, sitotoksik aktivite tayininde de kullanilmaktadir. Genel
olarak sitotoksite tayininde kullanilan KB testi yaninda 9PS testleri ile olan
korelasyonu bildirmistir [51].

Artemia salina testi ucuz ve kolay bir deney olup, tekrarlanmasida
mumkindir. Deney, Uc¢ paralel tayinle yaratilir. 24 saat sonra canlhi kalim ve her
dozdaki 6luimde kaydedilir. Deneyin yapilmasinda Artemia salina yumurtalari (kuru
sartta muhafaza edilirse yillarca canh kalabilir.) 22x32 cm'lik dértgen suni deniz
suyu ile doldurulmus bir kap icine konur. Bu plastik kap, ikiye bélinir. Bélme 2
mm deliklere sahip plastik bir levha ile yapilir. Kabin bir bélimi karanhkta, diger
bolimi siklandirihir. 30°C'lik temperatir tavsiye edilmektedir. 50 mg Artemia
salina yumurtasi, karanlik bélime konur. Aydinlik bélim ise 1siklandirilir. 48 saat
sonra, fototropi etkisi ile deliklerden aydinlik kisma gecen canlanmis yumurtalar
pipetle alinir. Denemeye uygulanir. Deneme icin, her 10 canliya 5 mi suni deniz
suyu ilave edilir. Kaplar isiklandirilir. Belli konsantrasyonlarda madde ilavesinden
sonra, canl kalan sayisi bir pertavsizla sayilir. Sayim 6 ve 24 saatte bir yapilir.
Ekseriya 24 saat uygulanir ve 61U sayisi Abbott formUli ile duzeltilir.

Test - Kontrol
Abbott formalia : % Olim : x 100
Kontrol




3.2. In Vitro Deneyler

3.2.1.(HeLa)

insan dokusundan elde edilen ilk anéploid, epitel-benzeri hiicre soyudur.
1951 subat'inda Grey ve arkadaslari tarafindan, zenci bir kadinin serviks
karsinomundan elde edilmistir ve kadinin isminin bas harflerini belirtmek Uzere
HelLa denmistir [52],

3.2.2. KB celi line (NCI'nim kullandigi in vitro sistem)

Bu metod, KB hiicre kiltirinin (Nasopharynx human epidermoid
carcinoma) denenecek etkili madde ortaminda gelismesinin durmasini tayine
dayanir [52], Bu gelisme durmasi, Lowry ve arkadaslarinin [53] protein miktarini
tayin metodu ile takip edilir. Lovvry metodu, proteine ait amino asitlerden fenol
grubu icerenlerin Folin-Ciocalteu reaktifine [54] verdigi rengin élcimu ile yapilir.

Oyama ve Eagle metoduna gore Earle cozeltisi ile hiicre kultir yuzeyi
yikanir. Lowry c¢ozeltisi (A-Na2C03, NaOH, B-CuSO” Na K tartarat, C-Cu
alkalen c¢ozeltisi, D-Karbonat bakir ¢ozeltisi, E-Cozeltisi dilue Folin reaktifi'dir.)

glnluk hazirlanir. Kristal bovin albumini standart olarak kullanilir.

Deneyde [55] steril kabin kullanilir. Enkiibasyon, 37°C'ye hassas +1°C
etivde yapilir. Petri kutulan steril olup, uygun kapasiteye sahiptir. Petri kutularina
veya ozel denenecek kapa 1 mi medyum, 0.5 mi hiicre ¢ozeltisi (hiicre sayilar
denenecek kaba go6re ayarlanir, her kuyuya 30.000 hiicre hesap edilir.) konur.
Denenecek madde ¢oOzeltisinin konsantrasyonu 1, 10, 20, 50 ve 100 |ig olarak
hesaplanir. Denenecek madde c¢ozeltisi denenecek medyum ortamina, 0.2 japor
capindaki milipor filtreden suzllerek, ilave edilir. Kontrol igin serum fizyolojik
%10'luk steril alkol c¢o6zeltisi ve 25mg/lml flurourosil c¢o6zeltisi  (uygun
konsantrasyonda seyreltilmis) 37°C'de etliv iginde 3 gin 10 derece a¢i meyilli
bekletilir. Protein analizi 3. gliniin sonunda yapilir. Petri kutusu, steril odadan
alinir. Petri icindeki medyum dokilir. Dibe yapismis hiicreler, alkali bakir tartarat
ile yikanir. Petri ters cevrilir, kurumaya birakilir. Uzerine Lovvry c¢ozeltisi ilave
edilir. 10 dakika temasta birakilir. Hafif sarsitlir. Her bir kuyudan 100 ~1 alinir.
Tiplere konur. Uzerine 100 ~1 folin reaktifi eklenir, calkalanir. 37°C'de 30 dakika
etuvde bekletilir. Blankte ayni sekilde hazirlanir, 37°C'de adsorbanslar



spektrofotometrede okunur. Evvelce hazirlanmis standart egri ve buna ait
denklemden, protein miktari bulunur. Burada ng cinsinden protein hesaplanir.
Hesaplarin yapilabilmesi icin ayrica Baseline (Bl) hesabi yapilir. Bunun esasi, deney
sonunda hiicrelerin ne kadar Uredigini saptamaktir. En az lreme Kkatsayisi 6
olmalidir. 6'nin altindaki sayilar, degerlendirmeye alinmaz. Bunun hesaplanmasida

ekim sayisina gore yapilir. Sonuclarin degerlendirilmesinde (Student' T) Test
uygulanir.

Z(x-xi) +£(x~x1)2

nl+n2- 2
S2
1 S2 S2
______ + —
nl n2

Bliylime ve sag kalimi belirlemek (lzere kullanilan yo6ntemler,
popllasyondaki canli hiicrelerin sayisi Gizerine kurulmustur.

Sitotoksisitevi belirlemek Gzere kullanilan yéntemler

1- Koloni olusturma testi (Plating efficiency)

Hicreler, 50-60 mm'lik petri kutusuna ekilir. 7-10 gun sonra, fikse edilir ve
Jenner-Giemsa ile boyanir. Koloniler sayilir.

Koloni sayisi
%

Ekilen hiicre sayisi

2- Hucrelerin sayilmasi
2.1- Hemasitometrede
2.2- Elektronik sayacta
3-DNA miktarinin dlgiilmesi
3.1- indol yéntemi
3.2- Difenilamin yontemi

3.3- Timidin inkorporasyonu-otoradyografi



spektrofotometrede okunur. Evvelce hazirlanmis standart egri ve buna ait
denklemden, protein miktari bulunur. Burada jig cinsinden protein hesaplanir.
Hesaplarin yapilabilmesi icin ayrica Baseline (BI) hesabi yapilir. Bunun esasi, deney
sonunda hcrelerin ne kadar Uredigini saptamaktir. En az Ureme Kkatsayisi 6
olmalidir. 6'nin altindaki sayilar, degerlendirmeye alinmaz. Bunun hesaplanmasida

ekim sayisina gore vyapilir. Sonuclarin degerlendirilmesinde (Student' T) Test

uygulanir.
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1 S2 S2
_______ [
nl n2

Blyime ve sag kalimi belirlemek (Gzere kullanilan yo6ntemler,

populasyondaki canli hiicrelerin sayisi Uzerine kurulmustur.
Sitotoksisitevi belirlemek tzere kullanilan yontemler
1- Koloni olusturma testi (Plating efficiency)
Hicreler, 50-60 mm'lik petri kutusuna ekilir. 7-10 giin sonra, fikse edilir ve

Jenner-Giemsa ile boyanir. Koloniler sayilir.

Koloni sayisi
%

Ekilen hiicre sayisi

2- Hicrelerin sayilmasi
2.1- Hemasitometrede
2.2- Elektronik sayacta
3-DNA miktarinin élgtlmesi
3.1- indol yontemi
3.2- Difenilamin yéntemi
3.3- Timidin inkorporasyonu-otoradyografi



4- Protein miktarinin élgulmesi
4.1- Nessler reaktifi ile
4.2- Lowry yontemi
4.3- Bromsulfaftalein
4.4- Lo6sin inkorporasyonu
5- Hucre canliliginin belirlenmesi
"vTripan mavisi ile boyayi tutmama testi yapilir.

N
3.2.3.AHium testi

1-2 cm. uzunlugunda kokleri olan soganciklar, yariya boélinar. Bir yari,
arastirilacak maddenin eklendigi soliisyona, digerleri ise musluk suyuna konur. 24

saat sonra, boylari yeniden 6lculur. Her iki grup karsilastirilarak, inhibisyon orani

belirlenir. Deney 5 kez tekrarlanir.

3.2.4. Lenidium testi

Lepidium c¢ekirdeklerinin koklerindeki blylme izlenir. Burada Allium

testinde belirtilen yontem uygulanir [56],

3.2.5. Patates diski testi

Patates diski yontemi guUvenilir, basit, zaman kazandiran, ucuz bir
yontemdir. Yanlis pozitif cevaplar verebilirse de, yanhs negatif cevaplar az sayida

alinir. Sonuglar, 3PS ile alinana ¢ok yakindir [57],



4. Antitimér Ajanlarin Taranmasinda Kullanilan in Vivo Deneyler

4.1. Ehrlich Ascites Tumora

ilk defa 1907°de Ehrlich tarafindan uygulanmistir. Bu neoplazmalardan biri
spontan bir meme tird olan Ehrlich timdéridir. 1932'de Léwenthal ve John bu

hiicreleri periton icine vererek, Ehrlich tumd&rin(n asit tipini gelistirmislerdir [58],

S
Cilt altina

Epitelyal karekterini kaybetmis farklilasmamis bir tumaordir.
verilince solid nodiler seklinde, periton igine verildiginde asitten zengin tlimoér
hicreleri seklinde gelisir. Latent dénemi 4-6 gundir. inokilasyon periton icine
yayilirsa fareler 10-16 gin, cilt altina yapilirsa 16-20 giin yasarlar.

TiUmorin gelismesini izlemenin en iyi yolu, hayvanlarin agirliklarini
olcmektir. Bilesigin etkinligi ¢ sekilde degerlendirilebilir :

a-Bilesigin enjeksiyonundan sonra asit timor hicrelerindeki sitolojik degisiklikleri

inceleyerek,
b-Sag kalimdaki artisi 6lgmek,
c-Tedaviden sonra olusan asit miktarini 6lgmek.

Kanser hicrelerinin inoktlasyonundan 7-10 gilin sonra, verici bir fare segilir.
Anestezi uygulandiktan sonra 20 no.lu 5 ml'lik enjektérle 1-5 mi kadar siti
andiran veya kanlh asit sivisindan cekilir. Bir kismi, serum fizyolojik ile 1:5
oraninda sulandirilir. Hicreler hemasitometrede sayilir. Steril serum fizyolojik ile
pH 7.2 olan uygun bir sulandirma yapihr ve 0.1 mi. (1-2 milyon kanser hiicresi)
sivi, saghkh genc farelerin inguinal bdlgesinden periton icine 27 no.lu 1/4’10k
enjektorle verilir. Her enjeksiyondan énce ignenin ucu alkolli pamukla silinerek,

enjeksiyon yerinde solid tim®orlerin olusmasi énlenir.

Asit sivisinin enjeksiyonundan 24 saat sonra madde verilir (7 gln sireyle

glinde 1 kez). Asidin enjeksiyonundan 10 gln sonra, sivi hacmi 6lcgilerek bilesigin

etkinligi degerlendirilir. Hayvanlar eterle oldarilir, tartihir. Aradaki fark sivi

hacmidir.



Degerlendirme:
- Etki yok (ileri derecede karin distansiyonu) 12 mi. asit,

i Hafifinhibisyon (orta derecede karin distansiyonu.) 8 mi. asit.
Orta derecede inhibisyon (hafifderecede karin distansiyonu.) 4 mi. asit.
++ ileri derecede inhibisyon (Karin distansiyonu yok.) 1 mi. asit.

+++ Tam inhibisyon veya asidin yok olmasi.

4.2. Sarcoma-180 (S-180)

1914'te transplantabl bir meme karsinomundan elde edilmis, farklilasmamis

bir tumdrdir. Spontan gerileme ¢ok enderdir. Latent dénemi 4-5 glnddr.

Erkek fareler tartilir. Kontrol grabu iki deneme gruplarindan her biri bes
fareden olusur. S-180 Bulgaria susundan 8 mm~'lik bir parca makasla kiglk
parcalara bolunir, serum fizyolojik icinde sirt derisinin altina sinnga edilir. TUmor
implantasyonundan 24 saat sonra, 0.5 mi. serum fizyolojik icinde (kontrol grubuna
ise sadece 0.5 mi serum fizyolojik verilir) bilesigin her dozu periton icine uygulanir
ve 5 gilin sireyle bu islem her giin tekrarlanir. Tedavinin bitmesinden 5 giin sonra

tim fareler olduralur, timorler cikarihir ve tartiir. Ekstrenin verildigi gruptaki

ortalama timdr agirhg, kontrol grubu ile oranlanir (T/K) [59], Buna ait

degerlendirme:
T/K > 0.45 birak.
T/K < 0.45 devam et 1.basamak.

T/K! x (T/K)2 > 0.2 birak.
(T/K)! x (T/K)2 < 0.2 devam et.

4.3. Walke« Knrsinoniu-256

I<Wde meme timdérinden elde edilmis, transplantabl bir karsmomdur.
Latent donemi 2-10 gindir. TUmor hizla buyur ve (Wistar tipi) sicanlar 2 hafta-2
ay icinde élurler. infiltratiftir. Lenf digumlerine ve daha cok akcijere metastaz

yapar, Spontan gerileme ¢ok nadirdir.



4.4. Bragg-Jackson Adenokarsinomu

1956'da spontan bir meme timariinden elde edilmis olup, C557 farelerinde
Uretilmistir. Latent dénemi 7-10 glndur. Fareler 42- 45 gin icinde olirler,

akcigere metastaz yapar.
4.5. NCfnin Sectigi in Vivo Modeller [60].

4.5.1.P-388 Leukemia : (3PS31-Intraperitoneally 3PS37-Intracranially P-388

Leukemia) On tarama icin en duyarh timordiir.

1955'te  DBAJ/2  farelerinde, deriyi 3-metilkolantrenle  boyayarak
olusturulmustur. Deneyde her grup igin 6 hayvan kullanihr. 0.1 mi. de 1x 10 hiicre
iceren asit sivisi hazirlanir ve periton icine (her hayvana) 0.1 mi. uygulanir. Test
ajaninin uygulanmasina, tumaér implantasyonundan 1 giin sonra baslanir. Her giin
olmak Uzere sentetik ajanlar igin toplam bes dogal kaynaktan elde edilenler igin

toplam 9 enjeksiyon yapilir. Parametre ortalama yasamda kalma siresidir.

Etkinlik Kriteri :
T/C > % 130 Orta derecede etkinlik (+) dogal kaynaklardan elde edilenler igin.

T/C > %120 Orta derecede etkinlik (+) sentetikler igm.
T/C > %175 Anlamh etkinlik.

45.2.L-1210 Leukemia (3LE31/3LE21)-intraperitoneally implanted L-1210

Leukemia) Yine 6n taramada kullanilan duyarli bir timordir.

0.1 mi.de Ix105 hiicre iceren asit sivisi periton igine verildikten 1 giin
sonra, test maddesi verilmesine baslanir. Her giin olmak lizere toplam 9 enjeksiyon

yapilir. Parametre ortalama yasamda kalma siresidir. Sonuclar kontrol grubunun
yasamda kalma siresinin ylizdesi olarak ifade edilir.

Etkinlik Kriteri :

T/C > % 125 Orta derecede etkin.

T/C > %150 Anlamli derecede etkin.

4.5.3-13-1(\l Melanoma (38131 intraperitoneally implanted B 160 melanoma) On
(birincil) taramada bir sonug elde edilirse, ilacin in vivo antitimor ozelliklerini

saptayabilmek icin kullanilir. Bu amacla en sik kullanilan solid timaordir.



Bircok ilac l6semi testlerinde asadi yukari ayni sonucu verirken, solid timorlerde

anlaml farklar kaydedilmektedir.

1 gramlik timér dokusu, soguk serum fizyolojik ile 10 mi. 'ye tamamlanir.
Boylece 1/10Tuk timoér homojenati hazirlanmis olur. Her deney grubu icin 10

hayvan alinir. 1/10'luk homojenattan 0.5 mi. alinarak (her hayvan icin) periton

icine verilir. Kontrol grubunun yasam siresi 15-22 glndir. TUmor

implantasyonundan 1 giin sonra test ajaninin uygulanmasina baslanir ve her gin
olmak Gzere toplam 9 enjeksiyon yapilir. Parametre ortalama yasamda kalan yasam

siiresidir. Sonuglar, kontrol grubunun yasam siresinin yiizdesi olarak ifade edilir.

Etkinlik Kriteri:
T/C > % 125 Orta derecede etkinlik.

T/C > % 150 Anlamli derecede etkinlik.

4.5.4.Lewis Akciger Kflrsinomis (3LL32-Subcutaneously implanted Lewis Lung

Carcinoma veya 3LL39-intravenously implanted Lewis Lung Carcinoma)

Tumor fragmenti s.c. olarak BgD2F1 aksiliar regiona implante edilir. 1 gin
sonra test maddesi her gin enjekte edilir. Total 9 enjeksiyon yapilir. Sag kalim
zamani tayin edilir. Diger testler; meme adenocarcinoma, human colon CX-1

adenocarcinoma, kolon 26 adenocarcinoma, ependymoblastoma insan akciger LX-

| dir.



5.Kanser ile ilgili Bilgiler

Kanser hicresi, herhangi bir vicut dokusunda ve her yasta olusabilen bir
sekildir. Tumor (neoplazm), dokuda hizla biylyen ve degisiklige yol acan anormal
doku Kkutlesidir. Neoplazmda hucreler asiri ve durmaksizin ¢ogalirlar. Yetersiz
derecede olgunlastiklari icin bu hicreler, anaplastik veya indiferansiye olarak
tanimlanirlar. Bunlar degisik faktorlerle kimyasal, fiziksel ve virls uyarilarindan
sonra ve genellikle uzun bir latent donemi gosterebilirler. Neoplazmlar
genisleyerek, cevredeki dokuda atrofi meydana getirirler. Bundan sonrada yerel
basing artmasi, timor hicrelerin hareketliligi, hiicre ceperlerinin kaybi, dokunun
gelismeyi kontrol altina alamamasi ve litik maddelerin agiga c¢ikmasi sonucu
metastaz ortaya ¢ikar. Burada direkt yayilma ile yerel dokulara gegme veya lenf ve
kan damarlari yolu ile tim vicuda yayilma goérilebilir. Kanser hicrelerinde
normalde histopatolojik farklar gorialir. Ayrica metabolik farklarda mevcuttur.
Kanser hicresinde nikleik asit yap. benzerligi vardir. Solunum enzimleri
sitokromlar, sitokrom oksidaz gibi hayati proteinler kanser hiicresinde azdir.
insanda 270 tir neoplazm, histopatolojik olarak tanimlanmistir. Bir tek timor
tartindeki cesitlilik, sonsuz olarak ifade edilir. Kanser diye adlandirilan hastalik,
daha ¢ok o Kisideki kanser hicrelerinin devamli degisen histolojik 6zelliklerini:,
tamamlamasidir. Bu nedenle, habis neoplazm olarak tanimlanan vaka say,si kadar
kanser tlri vardir. Cabuk o6limden, spontan gerilemeye kadar degisiklikler
gosterir. Tumor, selim veya habis olmak Gzere iki gruba ayrilir. Bunlara ait degisik
yerlesim yerine gore farkh adlandirmalar mevcuttur. Ornegin; ep.td.yal timor
tiplerinden ylizey epiteline ait selim tumdérin adi papillo, habis tumorun adi
karsinom, bag dokusu timorine ait fibr6z dokudaki selim timérin adi fibrom,

habis tumoriin adi fibrosarcom, sinirsel dokudaki glial selm timoérin ad.

meningioma, habis tumérin ad, glioma gibi.

Kansere ait tanimlamalardan birisi de, displazi‘dir. Displazi, hicre
dokulannin olagan dizglin organizasyonundaki bozukluk olarak tanimlanir. Bircok
neoplazmm gelisme déneminin ilk evresidir. Neoplazm ise eksof,,,k papilloma iyi
huylu timér, papilloma ise envazif karekterli bir timdrdur. Patolojik olarak kanser
olusumunda degisik kimyasal etkenlerin yaranda hicre ici olaylara gelmce,

1- Normal buyimeyi kontrol eden mekanizmanin sakatlanmasi.
2- Bolinme potansiyeli olan hiicrelerden olusan dokularda bilinmeyen nedene bagl,

hastalik grubu.
3- Somatik hiicrelerin eskiden normal iken habis hiicreye dénistima.



4- Doku organizasyonu hastaligi.
5- Dokunun bir ana hicredeki rastgele gen mutasyonu ile baslatilan ve nedeni belli

olmayan otoagressif hastaligi

Bugun bilinen husus, kanser icin tek bir tanimlama yapilamamasidir. Kanser
hicreleri uzun zaman latent kalabilirler. Degisik uyarilarin sonucu ise ortaya
cikabilirler. Selim gelismeler, genisleme ve cevredeki dokularda atrofi ve

cogunlukla kapsullesme ile olur. Kanserdz gelismeler ise, envazyon ve metastaz

icin ilk adimdir.
Tedaviye gelince, tedavi ¢ sekilde yapilir.

1- Kemoterapi.
2- Radyoterapi.
3- Cerrahi.

Kemoterapi igin, sitotoksik maddeler kullandir. Bunun yaninda degisik yan
etkiler karsimiza c¢ikar. Kemoterapide tumor kitlesi kigukse, tedavi o kadar
etkilidir Vicudun herhangi bir yerinde timor hiicresi saptanabilmesi icin en az 10?
tumor hicresi gereklidir. Sitostatik maddeler, hiicre siklusunun bir fazinda béllinen
hicreyi durdururlar veya éldurtrler. Cogalan hiicreyi, istirahat halindekinden fazla
oldartrler Cogalan ve istirahat halindeki hucrelerin  timine etki ederler.
Kemoterapi sonunda timor hicresindeki Kitle sayisi 10+e indirilebilir. Bu seviyede
immunolojik mekanizmalann daha etkili olacadi kabul edilir. Kemoterapik

maddelerin bagdisikligi dnleyebilecedi (imminostpressif) bildirilmistir.

Bugln tedavide kullanilan maddeler, sentetik ve dogal olarak iki ana gruba
ayrilabilir Dogal grup icinde alkaloidler (Vinka alkoloidleri), antibiyotikler (degisik
mikroorganizmlerde elde edilen) ve deniz kaynakli bu madde Cytosm, Arabinozid,

Cryptothia ctypta (siinger) 'den elde edilmistir. Aynca sentez yolu ile de haznlanir.
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B-MATERYAL

1. Algler
Toplandig! Yer Toplandigi Yil

11

Ulvaceae

Tliva lactuca L. Buytikada 1991
1.2. Phaeoohvta

Cystoseiraceae

Cvstoseira barbata J. Agard. Buyukada 1991
1.3. Rhodophvta

Ceramiaceae

Botas 1992

Ceramium rubrum (Huds.) C. Ag.

Corallinaceae

Corabina merlitp.rraneae Syn. Are<schoug. Antalya 1992
Grateloupiaceae o
Grateloupia dichotoma J.A. Agardh. Blylkada 1991
Phyllophoraceae
Phvllophora nervosa (D.C) Grev. Sile 1991
Rhodomeniaieceae

izmir 1992

Vidalia volubilis TL.). J.Agard.

2. ince Tabaka Kromatografisi

Kromatografi tanklari



3. Absorbanlar
3.1. Kieselgel 60 G (Merck)

3.2. Silicagel HF254

4. Solvan Sistemleri
4.1. Butanol-asetik asit-su (30:10:10)

4.2. Metanol-metilenklorid (1:1)
4.3. Etanol (Tekel)

4.4. Petrol eteri (Delta Kimya)
4.5. Kloroform (Merck)

4.6. Eter (Merck)

5. Spotlari Gorunir Hale Getirme
5.1. Dragendorffreaktifi
5.2. U.V. Kabini

6. Aletler
6.1. Rota evaporatdr (Buchi)
6.2. ince tabaka film yayicisi (Camag)
6.3. Etliv (Aymes)
6.4. Degirmen (Wiky)
6.5. Santrifuj (Hettich)

6.6 Silicagel (60-200 Mesh)
6.7. Sutun kromatografisi kolonu (Boy: 38 cm., Cap. 2 cm.)

6.8. Mekanik calkalayict (VEM, Turm; Germany)

6.9. Distilasyon cihazlan



C-METOD

1-Ekstraktin Hazirlanmasi

1.1. Suyla Yapilan Ekstraksiyon

Ogutilmus 50g alg, 100 mi sicak su ile agzi kapakli bir kapta 1 saat kadar
su banyosu icinde arasira calkalanarak, bekletildi. Suzildi. Uzerine 50 mi alkol
kondu. Santrifiije edildi. Ust kisim alindi. Rota evaporatorde distillendi ve 4. te

yazili deneylere uygulandi.
1.2. Alkolle Yapilan Ekstraksiyon

1.2.1. Sogukta Yapilan Ekstraksiyon

Kurutulmus 6gutilmis 50 g alg, %95'lik etanol ile 1 kg'lik genis agizli, agzt
plastik kapakli sisede 4 saat mekanik calkalayicida calkalandi, (hiz 145 /dak.) Bu

siire sonunda siizge¢ kagidindan suzildi. Sdzintld almdi. Rota evaporatérde

temperatiri 42°C olan su banyosunda algak baskida koyu k.vaml, bakiye kalana

kadar distillendi.

1.2.2. Sicakta Alkolle Yapilan Ekstraksiyon

509 kurutulmus 6gutulmuis alg tzerine 1 kg. etanol kondu ve geri ¢eviren

sogutucuda su banyosu i¢cinde 3 saat isitildi. Stizge¢ kagidindan suzuldu. Sitzunti

rota evaporatdrde temperatiir 42°C olan su banyosundan al¢ak baskida distillendi.

1.2.3. Metanol-metilen klorid ile Yapilan Ekstraksiyon

Kurutulmus 6gutilmis 50 g alg metanol ve metilen klorid (1:1) ile 1 kg ’lfc

genis agizli sisede 4 saat calkalandi. Slizge¢ kagidindan sitzildi. Suzintl rota

evaporatorde temperatir 42°C olan su banyosundan algak baskida koyu kivamlt

bakiyekalana kadar distillendi.



2-Fraksivonlama

Elde edilen ekstraktlar, 2cm. capta cam kolonda 60-200 mesh partikiil

boyutuna sahip Silicagel iceren kolona uygulandi. Elisyon icin asagidaki solvan

karisimlari kullanildi:

Petrol Eteri: Eter
90 / 10
80/20
70 / 30
60 / 40
50 / 50
40 / 60
30/70
20 / 80
10 / 90

Yukarida yazili teknikle elde edilen ellatlarin adi distilasyon ile solvanlari

distillendi, bakiyeler alindi. Bakiye lizerinde ince tabaka kromatografisi ve Artemia

salina ve KB celi lne testleri uygulandi.

3-ince Tabaka Kromatografisi

30 g Silicagel tartildi, tizerine 15 mi distile su kondu, karistirildi. iki, Gc
dakika sismeye birakildi. Camag ince tabaka yayicts, ile 3*10 ve 5x10 cm'lik cara
plaklar Gzerine absorban film yayildi. Plaklar alindi. Etivde 110°C'de 3 saat
kurutuldu. Hazirlanmis olan bu plaklar Gzerine sltun kromatografisinden elde
edilen eliatlarin distilasyon bakiyeleri uygulandi ve butanol-asetikasit-su (3:1:1)
solvaninda struklenmeye tabi tutuldu. Bunun sonunda plaklar alindi. Acikta veya
sicak hava pulskdrtucust ile adsorban filmin emdigi selvandan kurtarildi. Bunu
takiben plaklar UV kabininde incelendi ve Dragendorff reaktifi puskurtildd.

Kromatogram Uzerinde gorilen lekelerin tespiti yapildi ve Rfdegerleri hesaplandi.



i nSitostatik Etki Tayini

4.1 .Artemia salina Testi

Metot kisminda belirtilen sekilde yapilan ¢alisma sonunda ele gegen ekstre
veya fraksiyonlar Gzerinde giris kisminda yazili uygulama ile aktivite tayini yapildi.

Bu uygulamaya ait 6zel durum asagidadir.

24 kuyulu plakalarin her doz i¢in toplam 3 kuyu olmak tizere her kuyuya 10
adet Artemia larvasi ekildi. (10 larva/mi, % 0.0034 NaCl) Her kuyuya imi
DMSO'de ¢6zulmuis 10(il madde eklendi. 24 saat sonra hayatta kalan larva sayisi

(sag kalim) saptandi.

4.2.KB celi tine

Buna ait calisma teknigi giris kisminda verilmistir. Uygulamaya ait 6zel bilgi

asagidadir.
Bu calisma igin gerekli malzemeler:

Doku hucre kiltir siseleri, petri kaplari, pipetler (temizlenmis ve steril

edilmis), steril filtrasyon enjektdri, steril membran filtre, KB hiicreleri, steril saha

ve medyum'dur.

Deneyin yapimi: Steril petri kutularina 6l¢ili medyum konur ve lizerine

Olculic. KB hiicresi eklenir. 24 saat sonra Dimetilsulfoksitte c¢ozundurilmus

aktivitesi denenecek ekstrakt veya ekstraktan elde edilen fraksiyonlar &lculi

miktarlarda (fig) (steril filtrasyondan gecirilmis ¢6zeltide) ekilir.

Kontrol icin, etkin madde icermeden yapilan ayni uygulamalar kullanilir.
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D-BULGULAR

I-Ulva iactuca

Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar

asagidadir.

1-TCL Sonuglari

1.1.Degisik ¢ézicu ile hazirlanan ekstrakta ait sonucglar Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Degisik Cozicu Ekstraktina Ait Rf Degerleri.

Ekstrakt R( Degeri
Sicak su 0.571
Soguk alkol 0.75
Sicak alkol 0.913

1.2.Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonuclar
1.2.1.U.lactucanin sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin Rf

degerleri Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. So§ukta Alkol iIfi Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin Rf Degerleri.

Fraksiyon Rf Degeri Fraksiyon R, Degeri
1 0.926 5 0.937
2 0.846 6,9 0.875
3 0.807 7,8,10 0.892
4 0.939

1.2.2.U.lactucanin sicakta alkol ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin Rf

degerleri Tablo 3'de verilmistir.



Tablo 3. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R f Degerleri.

Fraksiyon Rf Degeri Fraksiyon Rf Degeri
1 0.962 5 0.925
0.955 6 0.978
0 0.918 7,8,9 0.956
0.940 10 0.939

2-Sitostatik Aktivite Sonuglari

2.1.Artemia salina Testi

2.1.1.Sicak su ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu:

Sagkalim : %90

Buna gore ekstraktta aktivite bulunamadi.

2.1.2.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu:

Sagkalim : %68.38
Buna gdre ekstraktta aktivite bulunamadi.
2.2.Alkol ile Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonugclar

2.2.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonuglan Tablo

4'de verilmistir. Sonuclar (i¢ deney ortalamasidir.

Tablo 4. Soduk Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi

Sonuglan.
Fraksiyon Sagkalim %
1,2,10,11 80-90
45,.6,7,.8,9 0

90

Kontrol i



Buna gore 4-9 arasi fraksiyonlarda aktivite bulunmustur.

2.2.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Artemia salina testi

sonuclari Tablo 5'de verilmistir. Sonuclar lic deney ortalamasidir.

Tablo 5. Sicak Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi Sonuglan.

Fraksiyon Sagkalim %
1,2,10,11 80-100
3 0
4 30
5,6,7 50-90

Kontrol 90

Buna gore Fraksiyon 3'te aktivite gorilmustir. Fraksiyon 4'te ise zayif aktivite

bulunmustur.

2.3.KB celi line Testi Sonuclan

2.3.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi Une testi

sonuclan Tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6. Sogukta Alkol ile Haztrlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi line

Testi Sonuglan.

Sagkalim %
Fraksiyon | 10(i.1/ml 2jx1/ml
4 0 1 0
0 0
B -
6 0 49.1 £ 0.7
7 0 56.95 t 5.3
8 0 516 € 4.2
100 100

Kontrol



Buna gore Fraksiyon 4 ve 5 10jil/ml ve 2jil/mlde aktivite bulunmustur. Fraksiyon

6, 7, 8 'de ise %48-60 arasinda sagkalim goruldi.

2.3.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi lne testi

sonuclari Tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi iine

Testi Sonuglari.

Sagkalim %
Fraksiyon 10)xl/ml 2|xl/ml
1 476 £ 0.7 99.5 £ 2.7
3 0 26.4 € 5.1
4 0 339 t 1.9
8 22.04 £ 2.2 89.9 ¢ 115
Kontrol 100 100

Buna gore Fraksiyon 3 ve 4 10jil/ml'de aktivite bulundu. Fraksiyon 8'de %22 ve

digerlerinde %46-99.5 arasinda sagkalim gorulmustir.

2.3.3.Fraksiyonlara ait Artemia salina testi ve KB celi Une testi sonuclarinin

karsilastirilmasi Tablo 8.1 ve 8.2°de verilmistir.

Tablo 8.1. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina ve KB celi line

Testi Sonuglarinin Karsilastirmasi.



Tablo 8.2. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina ve KB celi {ine

Testi Sonuglarinin Karsilastirmasi.

Artemia salina Sagkalim % (KB celi line.)

Fraksiyon IOpJ/DMSO IOfil/m 2|x1/m!
1 8.7 t 0.6 476 £ 0.7 99.5 ¢ 2.7
3 0 0 264 £5.1
4 47 t 29 0 339 t 19
8 27 €06 22.04 t 2.2 89.9 t 115
Kontrol 10 100 100

Artemia salina ve KB celi tne testlerine ait bulgularin karsilastiriimasiyla sogukta
hazirlanan ekstraktta sonuclarin tam bir uyum gosterdigi, sicakta hazirlanan

ekstraktta ise Fraksiyon 3 tam bir uyum, Fraksiyon 4'te kiicik bir fark ile uyum

elde edilmistir.

I1-Cvstoseria barbata
Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar

asagidadir.

1-TLC Sonuglari

1.1.Degisik Cozicu iie torlanan ekstrakta ait sonuglar Tablo 9'da venlmistir.

Tablo 9. Degisik Cozlicu Ekstraktina Ait Rf Degerlen.

Ekstrakt Rf Degeri

Sicak su 0

Soguk alkol 0.96
0.95

Sicak alkol : —



1-2.Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonugclar

1.2.1.C.barbatamn sogukta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Rf
degerleri Tablo 10'da verilmistir.

Tablo 10. Sodukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R f Degerleri.

1.2.2.C.barbata'’nm sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Rf
degerleri Tablo 1l'de verilmistir.

Tablo 11. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R f Degerleri.

Fraksiyon R( Degeri Fraksiyon Rf Degeri
1,2 0.979 6 0.999
3 1 7,89 0.912

45 0.96 10 0.98

2-Sitostatik aktivite sonuclan

2.1 .Artemia salina Testi

2-1.1.Sicak su ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu

Sagkalim : %90

Buna gore ekstrakta aktivite bulunamadi.



2.1.2.Sogukta aikol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu

Sagkalim : %100
Buna gore ekstrakta aktivite bulunamamistir.

2.1.3.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu

Sagkalim : %70

Buna gore ekstrakta zayif aktivite bulundu.

) i 4. I ni“oivnnlarm Artemia salina testi sonuglari
2.2.Alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksly

Tablo 12'de verilmistir. Sonuclar ic deney ortalamasid

Tablo 12. Soguk Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi

Sonuclari.
Fraksiyon Sagkalim %
16.7.8 10-20
2 30
3 20-40
4,5 0
9 50
Kontrol A 100 —

, - AV niderlerinde zayif aktivite gorilmaustur.
Buna gore Fraksiyon 4 ve 5 aktifti .

Fraksiyon 10 ise aktivite gostermemistir.



2.2.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Artemia salina testi

sonuglari Tablo 13'de verilmistir. Sonuclar t¢ deney ortalamasidir.

Tablo 13. Sicak Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi

Sonuglari.
Fraksiyon Sagkalim %
24 0
Kontrol 100

Buna g6re Fraksiyon 2 ve 4'te aktivite bulunmustur.

2.3.KB celi line Testi Sonuglari

2.3.1. Sogukta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi line testi

sonuclari Tablo 14'te verilmistir.

Tablo 14. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi line

Testi Sonuglan.

Sagkalim %
Fraksiyon mal/ml ZtUlml
1 0 45.67 © 2.7
2 0 925 t 225
3 0 477 € 3.1
4 0 52.1 €252
5 0 90 t44
6 0 188 £ 2.7
7 0 9.1 t6.6
8 0 573 £ 151
Kontrol 100 100

Buna gdre Fraksiyon 1-8'de aktivite bulunmustur.



2.3.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi line testi

sonuglari Tablo 15'de verilmistir.

Tablo 15. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi line

Testi Sonuclan.

Sagkalim %
L __ fraksiyon 1013.1/ml 2x1/ml
1 2 | 0 0
4 0 421 £ 129
100 100 |

Kontrol

Buna go6re Fraksiyon 2-4°de aktivite bulunmustur.

2.3.3.Fraksiyonlara ait Artemia salina testi ve KB celi line testi sonuclarinin

karsilastiriimasi Tablo 16.1 ve 16.2°de verilmistir.

Tablo 16.1. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina ve KB celi line

Testi Sonuclarinin Karsilastinlmasi.

Artemia salina Sagkalim % (KB «sil line)

[ Fraksiyon |Op-I/DMSO 10jx!/ml 2jjl/mi
2Ti 0 45.67 € 2.7
é 3 0 925 € 225
3 27 t 12 0 4.77 £ 3.1
4 0.3 t 06 0 52.1 t 2.52

5 0 0 90 t 44
1

Buna gdre Fraksiyon 5 tam uyum, Fraksiyon 1-4 ve 6-8 arasi fraksiyonlarda kismi

uyum goérilmdstir.



Tablo 16.2. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina ve KB celi line

Testi Sonuclarinin Karstlastirilmasi.

Buna gdre Fraksiyon 2 ve 4 arasinda her iki test sonuclari tam uyum goéstermistir.

Fraksiyon 1,3,5,6,7,8 inaktifoldugu icin listeye alinmamistir.

IH-Ceramiutn rubrum

tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar
Metod kisminda belirtilen

asagidadir.

1-TLC Sonuglan

ile hazirlanan ekstrakta ait sonuclar Tablo 17'de verilmistir.
1.1.Degisik ¢ézucu

] Ekstrakta Ait R fDegerleri.
Tablo 17. Degisik Cozucu lle Hazirlanan

Ekstrakt R, Degeri
Sicak su 0
Soguk alkol 0.96

1.2.Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonuglar

, » | iip hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Rf
1-2.1.C.rubrum'un sicakta alkol ile haziriana

degerleri Tablo 18°de verilmistir.
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_Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R fDegerleri.
Tablo 18. Sicakta Alkol ile

2-Sitostatik Ativite Sonuglari

2.1.Artemia salina Testi

ekstraktin Artemia salina testi sonucu
2.1.1.Sicak su ile hazirlanan

Sagkalim : %100

Buna gore ekstrakta aktivite bulunamadi.

2.1.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salma testi sonucu

Sagkalim : %100

Buna gore ekstrakta aktivite bulunamadi.

2.2.Alkol ile Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonuglar

2.2.1.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonla™ Artemia salina testi

sonuclan Tablo 19.1 ve 19.2'de verilmistir. s .. . .. . (¢ deney ortalamasidir.

Fraksiyonlarin Artemia salina Testi
Tablo 19.1. Sicak Alkol Ekstraktina Ait

Sonuglan.
gkalim %

Fraksiyon Sagkalim %

0

3

60-100
1,4,5,6,'7,8,9

100 J

Kontrol



Buna gore Fraksiyon 3 aktivite géstermistir.

Tablo 19.2. Sicak Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi

Sonuglan.

Artemia salina

[ Fraksiyon 1Gjjil/DMSO 1
1 83 t2l I
2 7.7 © 3.2
3 0
4 83 tl5
5 9t1l
6 7.7 €12
7 8tl
8 83 t06
9 9¢1

10 93 t1l2

IV-Corallina mediterraneae

Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar

asagidadir.

1-TLC Sonuclan

1-1.Degisik ¢oziucu ile haklanan ekstrakta a,t sonuclar Tablé 20'de verilmistir.

Tablo 20. Degis,k Coziicii ile Haz,rlanan Ekstrakta Ait RfDegerleri.

Rf Degeri ]

Ekstrakt
Sicak su 0 1
0.98 |

Soguk alkol



1.2.Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonugclar

1.2.1.C.niediterraneae'nin soguk alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Rf

degerleri Tablo 21'de verilmistir.

Tablo 21. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonla™ R f Degerleri.

Fraksiyon R, Degeri
1578 0.95
’ 0.90
34 0.93
6,9,10 0.97

2-Sitostatik Aktivite Sonuclari

2.1.Artemia salina Testi

2.1.1.Sicak su ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonu

Sagkalim : %82

Buna gore ekstrakta aktivite bulunamadi.

2.1.2.Sogdukta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu

Sagkalim : %70

Buna gore ekstrakta aktivite bulunamadi.

2.2.Alkol ile Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonuclar

C . ait fraksiyonlarin Artemia salina testi
2.2.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstrakta air y

sonuclari Tablo 22'de verilmistir. Sonuclar ug deney orta amasl Ir.



Tablo 22. Soguk Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina Testi

Sonugclan.
[~ Fraksiyon Sagkalim %
20-50
r~ ~ -m
- 4 20-40
_A131516|718|9110 80'100
(__ Kontrol 100

Buna gore Fraksiyon 2 ve 4'te zayif aktivite bulunmustur.

2.3.KB celi line Testi Sonuclari

2.3.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi line testi
sonucglan Tablo 23'te verilmistir.

Tablo 23. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi line

Testi Sonuglan.

Buna g6re Fraksiyon 3 ve 4 aktivite gostermistir.

2.3,2.Fraksiyonlara ait Artemia salina ve KB celi line testi sonuclanmn

karsilastiriilmasi Tablo 24°de verilmistir.



Tablo 24. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina Testi ve KB celi

line Testi Sonuglarinin Karsilastirmasi.

Artemia salina J Sagkallm% (KB celi line)
;__Fraksiyon IOfi’lDMSO 1 IOnl/ml 2jxt/ml
- 3 3.7t 15 0 17.23 © 1.6
4 3¢l 0 44 £0.8
Kontrol 10 100 100

Buna gore Artemia saiina ve KB celi line testi ile elde edilen fraksiyonlara ait
sonucglar arasinda bir uyum goértlmemistir. Artemia salma testmde aktivtte

gostermeyen fraksiyonlar KB celi line testine alinmamistir.

V -Grateloupia dichotoma

Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar

asagidadir.

1-TLC Sonuglan

1.1.Degisik ¢Ozlcu ile hazirlanan ekstrakta ait sonuglar Tablo 25 de verilmistir.

TabJo 25. Degisik Coziicli Ekstraktina Ait Rf Degerlen.

Ekstrakt | Rf Degeri

Sicak su 0.81
__ Soguk alkol 0.93

Sicak alkol | 0.94

1-2.Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlanna Ait Sonuglar.

i-2.1.G.dichotoman'in soguk alkol ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin Rf

degerleri Tablo 26'da verilmistir.



Tablo 26. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin Rf Degerlen

ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin Rf
[-2.2.G.dichotoma'nin sicakta alkol ile

degerleri Tablo 27'de verilmistir.

_ Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R fDegerleri.
Tablo 27. Sicakta Alkol Ile Hazirlanan

2-Sitostatik Aktivite Sonuclan
2.1 .Artemia salina Testi

ekstraktin Artemia salina testi sonucu
2.1.1.Sicak su ile hazirlanan

Sagkalim :% 100
Buna gore ekstrakt aktifdegildir.

ekstraktin Artemia salina testi sonucu
2.1.2.Sogukta alkol ile hazirlanan

Sagkalim: %0

Buna gore ekstrakt aktiftir.



2.1.3.Sicak alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salma testi sonucu

Sagkalim : %0

Buna gore ekstrakt aktiftir.

2.2.Alkol iie Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonugclar

2.2.1.Sogukta alkol ile haz,rlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin Artemia salina testi

sonuclari Tablo 28'de verilmistir. Sonugclar ic deney ortalamasi

Tablo 28. Soguk Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salina T

Sonugclan.

Buna gore Fraksiyon 7 aktifbulunmustur.

. . ¢ nit fraksiyonlarin Artemia salina testi
2.2.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta at , d

sonuclan Tablo 29da verilmistir. Sonuclar ti¢ deney or a
Fraksiyonlarin Artemia salina Testi.

Tablo 29. Sicak Alkol Ekstraktina Ait

Sonuclari.

Biina gdre Fraksiyon 5 aktifbulunmustu



2.3.KB celi line Testi Sonuglari

2.3.1.Sogukta alkol ile Ha,rlanan ekstrakta ait fraksiyon,™ KB cel, line test,

sonuclari Tablo 30'da verilmistir.

Ekstrakta AttFraks.yonlar.nKB celi ime
Tablo 30. Sogukta Alkol ile Hazirlanan

Testi Sonugclari.

Bunp gore Frakslyan p, 6, 7 aktifbulunmustur.
. , . ye KB celi Une testi sonuglann.n
2.3.2.Fraksiyonlara ait Artemia sain

karsilastirilmasi Tablo 31'de verilmistir.

i* aTv/ i ve KB celi
Tabl,, 31. sogukta Alkol ile Harlanan Ekstraktm Artemia sa ,n

line Testi Sonuclarinin Karsilastirmasi. ~ —

e n 5 ve 6'da zayif bir uyum
Buna gore Fraksiyon 7'de tam uyum ve A aksiyonJar KB celi ime testi

gorulmdstir. Artemia salina testinde akti

alinmistir.



Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan c¢alismalara at

asagidadir.

1-TLC Sonugclari

1.1 .Degisik ¢ozici ile hazirlanan ekstrakta ait sonuglar Tablo 32'de yerim,stir.

Tablo 32. Degisik Coziicti Ekstraktina Ait R f Dege

Ekstrakt R. Degeri
Sicak su 0.909
Soguk alkol 0.961
Sicak alkol 0.833

Fraksiyonlarina Ait Sonuglar

1.2.Hazirlanan Ekstraktlarin
ait fraksiyonlarin Rf

alkol ile hazirlanan ekstraktina
1.2.1.P.nervosa'mn sogukta

degerleri Tablo 33'de verilmishl'
Ait Fraksiyonlarin R fDegerleri.

Tablo 33. Sogukta Alkol ile Hamlanan Ekstrakta

ait fraksiyonlarin Rf

1.2.2.P.nervosa'nin sicakta alkol ile hazirlanan ek

degerleri Tablo 34'de verilmistir.



2-Sitostatik Aktivite Sonuglari

2.1.Artemia salina Testi

2.1.1.Sicak su ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi so

Sagkalim : %90

Buna gdre ekstrakt aktif degildir.

2.1.2.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salin

Sagkalim : %70

Buna gdre ekstrakt aktif degildir.

2.1.3.Sicak alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salin

Sagkalim : %58

Buna gore ekstrakt aktif degildir.

2.2.Alkol ile Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait

ait fraksiyonlarin Artemia
2-2.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstra a rtalamasidir.

sonuclari Tablo 35'de verilmistir. Sonuglar ug



Tablo 35. Soguk AU». Ekstraktina Ai. Fraksiyonun Artemia salina Testi

Sonuclari.
Fraksiyon Sarkalim %
1,2,5,8,9,10,11 90-100

4 10-20

6 30-40 J

Buna gore Fraksiyon 4'te zayif aktivite gorilmds

2.2.2.Sicakta alkol iie badanan ekstrakta a

sonuclari Tablo 36'da verilmistir. Sonug
it Fraksiyonlara Artemia salina Test.
Tablo 36. Sicak Alkol Ekstraktina Ait

Sonuglari.
Fraksiyon sakalim %
1,2,3,4,6,7,8,9,10 100 .
5 10-20

Buna gore Fraksiyon 5'te zayif aktivite gorilm'S

2.3.KB celi line Testi Sonugclari
, > fraksiyonlarm KB celi Une testi
2.3.1.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstra ta al

sonuclari Tablo 37'de verilmistir.



Tablo 37. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin KB celi line
Testi Sonuclari.

Sagkalim %
Fraksiyon 10|x1/ml 2(xl/ml
3 0 122 £ 0.1
4 0 04 t£0.2
6 0 08 t04
Kontrol 100 100

Buna gore Fraksiyon 3,4,6 aktivite gostermistir.

2.3.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta ait fraksiyonlarin KB celi line testi
sonuclari Tablo 38'de verilmistir.

Tablo 38. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin KB celi line Testi Sonuglari.

Sagkallm % (KB celi line)

Fraksiyon 10jil/ml 2)i.liml
4 0 039 £t 14
5 0 1.21
Kontrol 100 100

Buna gore Fraksiyon 4 ve 5 aktivite gdstermistir.

2.3.3.Fraksiyonlara ait Artemia salina ve KB celi line testi sonuglarinin
karsilastirilmasi Tablo 39.1 ve 39.2'de verilmistir.

Tablo 39.1. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina Testi ve KB
celi line Testi Sonuclarinin Karsilastirmasi.

Artemia salina Sagkallm % (KB celi line)
Fraksiyon 10fJil/DMSO 10[x1/ml 2|xI/ml
3 53 t 0.6 0 122 £ 0.1
4 1.7 € 0.6 0 04 t0.2

6 3.7 t 0.6 0 0.8 £ 0.4



Buna gdre KB celi line'da aktivite gosteren fraksiyon 3 ve 6 Artemia salina testine

uyum gostermemis fakat Fraksiyon 4 ise uyum gostermistir. Artemia salina testinde
aktif olmayanlar KB celi line testine alinmamistir.

Tablo 39.2. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina Testi ve KB
celi line Testi Sonuclarinin Karsilastirmasi.

Artemia salina Sagkallm % (KB celi line)
Fraksiyon 1051/DMSO 10 (xI/ml 2|xl/ml
4 6tl 0 039 ¢ 14
5 1.7 £ 0.6 0 121
Kontrol 10 100 100

Buna gore Artemia salina testi Fraksiyon 5'te KB celi line'a uyum gdstermis fakat

Fraksiyon 4 uyum goéstermemistir. Artemia salina testinde aktif olmayanlar KB celi
line testine alinmamistir.

VH-Vidalia volubilis

Metod kisminda belirtilen tekniklerle yapilan calismalara ait sonuclar
asagidadir.

1-TLC Sonuglari

1.1.Degisik ¢ozilcl ile hazirlanan ekstrakta ait sonuclar Tablo 40'da verilmistir.

Tablo 40. Degisik Cozucl Ekstraktina Ait Rf Degerleri.

Ekstrakt R, Degeri
Sicak su 0
Soguk alkol 0.950

Sicak alkol 0.980



z,rianan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait Sonuclar

0w " Clubilisin sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin Rf

Egerleri Tablo 4Vde verilmistir.

41. Sogukta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R f Degerleri.

Fraksiyon I Rf Degeri Fraksiyon 1 Rf Degeri
__h2f) 0.958 7 0.980
0.979 8 0.976 :
4 0937 | 9,10 0.990

N V-volubilisin sicakta alkol ile hazirlanan ekstraktina ait fraksiyonlarin R f

ferleri Tablo 42de verilmistir.

0 42. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrakta Ait Fraksiyonlarin R f Degerleri.

Ih— J~ksiyon Rf Degeri Fraksiyon 1 Rf Degeri
__ h8 1 5 1 0.982
Y 0.931 6 1 0.994
_ 0.954 7,10 1 0.973 1
4 T 0977 1 9 0

2-Sitostatik Aktivite Sonuclari

01
*Artemia salina testi

2-11-Sicak su ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina testi sonucu
Szgkahm : %90

Buna 8ore ekstrakt aktif degildir.



2.1.2.Sogukta alkol ile hazirlanan ekstraktin Artemia salina t

Sagkalim : %100

Buna gore ekstrakt aktif degildir.

2.1.3.Sicak alkol ile hazirlanan ekstraktin a .« 1. Salina testi s

Sagkalim : %70
Buna gdre ekstrede aktivite bulunamadi.

2.2.Alkol ile Hazirlanan Ekstraktlarin Fraksiyonlarina Ait So

oiinn testi sonugclari
2.2.1. Sogukta a,ko, ekstrakt,,a ait fraksiyon,nn A*™*

Tablo 43'de verilmistir. Sonuclar i¢ deney ortala

Tablo 43. Soguk Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artem

Sonugclari.
Fraksiyon Sagkalim %
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 100
Kontrol 9 0

Buna goOre denenen bitun fraksiyonlar maktif bulunm s

it fraksiyonlarin Artemia
2.2.2.Sicakta alkol ile hazirlanan ekstrakta a ortalamasldir.

sonuclari Tablo 44'de verilmistir. Sonuclar u¢ ene



Tablo 44. Sicak Alkol Ekstraktina Ait Fraksiyonlarin Artemia salin

Sonuclarr.
Fraksiyon Sagkalim %
3 0
4 10-30
1,2,5,6,7,8,9,10 100
Kontrol 100 .

Buna gdre Fraksiyon 3 aktif, Fraksiyon 4'te ise zayif bir aktivite g

2.3.KB celi line Testi Sonuclari

t* oit fraksiyonlarin Iég (r:g” line testi
2.3.1.Si1cakta alkol ile hazirlanan ekstrak a
sonuclari Tablo 45'de verilmistir.

11 Ait Fraksiyonlarin KB celi line
Tablo 45. Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstrak a

Testi Sonuclan.

Buna gore Fraksiyon 3 ve 6 aktivite gdstermist
ce|| line testi sonuclarin»

2.3.2.Fraksiyonlara ait . ... . salina ve

karsilastiriimasi Tablo 467da verilmistir.



-53-

« Sicakta Alkol ile Hazirlanan Ekstraktin Artemia salina Testi ve KB celi
line Testi Sonuclarinin Karsilastirmasi.

k°re Fraksiyon 3'te uyum goralmustir. Artemia salina testinde aktif
‘yanlar KB celi line testine alinmamistir.



E-TARTISMA ve SONUC

Algler Uzerinde antitumo6r aktivite calismalari ilk defa sicakta su ile

hazirlanan ekstrenin Cin'de kullanilmasi ile baslanmistir [1], Bugiine kadar yapilan

calismalarda su, etanol, kloroform-metanol, diklorometan, diklorometan-2

propanol, toluen-metanol, kloroform, aseton solvanlan kullanilarak ekstraksiyon
yapilmistir. Direkt bu ekstraktlar veya Sephadex LH-20, CM Sephadex G-25 ve
CPC], Sepharose 4B, Sephadex G-50 kolonlarindan gegirilerek elde edilen eluatlar
Uzerinde gahisilmistir. Antitimor testi icin ise P-388 Lymphocyctic leukemia, Meth-
A timor hicreleri asilanmis BALB/c sicanlari, Ehrlich ascites timoér, KB celi line

ve PS test, L-1210, Sarcoma-180, Urchin egg assay, T-244 melonoma, HelLa, KB
testleri uygulanmistir.

Bu calismada ekstraksiyon icin 6zellikle NCI'nin

verdigi teknik
uygulanmistir.

Bu teknik soguk ve sicak su ile yapilan ekstraksiyon, etanol

ekstraksiyonu, metanol-metilen klorid ekstraksiyonudur. Calismalar bitlnuyle

Bu acidan bundan evvel yapilan
Fraksiyonlama igin ise Silicagel kullanilmistir.
Denemelerde kullanilan testler bundan evvel yapilan calismalardan farkl olarak, ilk

NCI'nin Onerdigi yonteme gore yapilmistir.
calismalar ile farkhilik gosterir.

defa bu denemede kullanilan Artemia salina testi [51] ve bir ¢alismada kullanilan

[3] ve sadece Amerika'da yapilan KB celi line testi bu c¢alismada Turkiye'de

uygulanmistir.  Ayrica bu test sonuclarinin birbiri ile olan korelasyonuda

hesaplanmistir. Bundan 6nceki calismada belirtilen Artemia salina ve KB celi line

arasindaki paralellik bu calismada bazi sonuclarda gorilmis. Buna karsi bazilarinda
ise bir beraberlik bulunamamistir.

Denenen algler ise 1yesil, 1 kahverengi, 5 kirmizi alge aittir.

Denenen algler arasindaki mukayeseye gelince yesil alglerden bu calismada
ele alinan Ulva lactuca [2] ilk denemelerdir. Kahverengi alglerden Cystoseira

barbata daha 6énce denenmis [2] bir aktivite bulunamamisti. Fakat bu calismada ele

alinan her iki testtede aktivite bulunmustur. Kirmizi alglerden ele alinan

Phyllophora nervosa'da daha evvelce bir aktivite goériilmemesine karsi bu calismada
ele alinan sekil icersinde her iki testtede aktivite bulunmustur. Daha evvelce ele
alinan Corallina chilensis [2] bir aktivite g6érilmemesine karsi bu calismada ele

alman Corallina mediterraneae 'de aktivite bulunmustur. Ayrica daha 6nce ele



CalKkmo® , rate ouPla “~ichotoma, Ceramium rubrum, Vidaha volubiliste bu
Asmada aktivite tespit edilmistir.

aktivite 2 606 ~ a"nan a” enn hemen butiuninde evvelki ¢alismalardaki gibi
hangi fr ~NaPAmi? buttin bunlarin yaninda fraksiyonlama ile aktif maddenin

antitimm 2 °na saptanmistir. Calismanin bir 6zellijide denemelerin tek bir
testine tabi tutulmayip paralel iki teste tabi tutulmasidir.

Aklilik] °nUC °*arak ku Catsma bu sahada yapilan diger calismalardan biylk
kzImakt d ke°Serrne” edir. Bundan sonraki islem aktifolan maddenin saptanmasina



yaPilrmistir B i ant'tUmoér et IS izerinde Cin medeniyetinden beri calisma
Aterden hazirlanan ekstrelerin antitimor etkileri

aranmistir E

N ¢j'nin Swa Slyon *?n degisik solvanlar kullanilmistir. Bu calismada ise

Uorid kar met°d kullaniimistir. Solvan olarak alkol, su, metanol, metilen
AUrani’mi?tir- Antitimor metod olarak literatiirde kayithlardan farkh

Nemia
°e” Ane tes”en kullaniimistir. Ayrica bu iki test arasindaki

baginti ,na VMC~
fhksiyone “YIreCR cCalisiimistr. Diger taraftan ekstreder silicagel kolonunda
Aksiyonlarin antitimor etkileride arastirilmistir.  Bunun

s°nunda el
Cystoseir & &nan a” erde daha dnceki calismalarda antitimér etki saptanmayan
r ~arata ve Phyllophora nervosa ve daha énce ele alinmayan Ulva

°ra”,na mediterraneae, Grateloupia dichotoma ve Vidalia volubilis,

lactuca
testte sitostatik aktivite tespit

A eramiu

edilmistik tzerinde denenen her iki



SUMMARY

Antitimor activity of marine algae has been investigated since Chinese
civilization. Different solvents have been used for the preparation of the algae
extracts. In this work the method proposed by NCI was used. Water ethanol and
methanol-methylene chloride were used as solvent. The antitim&r assay used in
this investigation using Artemia salina and KB celi line tests differed from earlier
studies. The two tests were correlated. Meanwhile the extract was fractionated on
silicagel column and their antitimor activity was also assayed. Unlike the earlier
finding Cystoseira barbata and Phyllophora nervosa shovved cytotoxic activity. The
antitumoractivity by Ulva lactuca, Corallina mediterraneae, Grateloupia dichotoma,

Vidalia volubilis and Ceramium rubrum was observed first time
investigation.

in this
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