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OZET

Bu caligmada, deney gruplarina sirasiyla 1x10® EAT hiicresi periton altina inokiile
edilmistir. Inokiilasyondan iki saat sonra baslanarak 10 glin siiresince deneme
gruplarindaki hayvanlara 25 mg (III. Grup), 50 mg (IV. Grup) ve 100 mg (V. Grup)
ekstrakt 200 pL DPBS igerisinde cozlinerek intraperitoneal (i.p.) olarak verilmistir.
Farelerdeki agirlik artisina bakildiginda en fazla kilo artisinin tiimor kontrol grubundan
sonra Grup III’ de, en az kilo artisinin Grup V’ de oldugu gézlemlenmistir. 11. giinde
timor kontrol grubu ve deney gruplarinin periton boslugu igerisindeki EAT hiicrelerinin
bulundugu assit sivisi alinarak canli ve 6lii hiicre sayimi1 yapilarak in vivo sitotoksisitesi
degerlendirilmistir. TUmor kontrol grubundaki %100 olan canlilik degeri III-V
gruplarda sirasiyla %88.72, %69.02 ve %351.87 olarak bulunmustur. EAT hiicreleri
uzerindeki in vitro sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi igin gilaburu ekstraktinin 125,
250 ve 500 pg mL™ farkli konsantrasyonlari uygulanarak % inhibisyon degerinin (ICsp)
199,58 ug mL™* oldugu bulunmustur. Karaciger ve bobrek dokusunun histopatolojik
degerlendirmesinde karaciger dokusunda tiimor hiicrelerine rastlanmamistir. Bobrek
dokusunda ise saglikli kontrol grubu normal histolojik 6zelligini gosterirken tlimor
kontrol ve deney gruplarinin seroza tabakalarinda tiimor hiicrelerinin tutulumu
goriilmiistiir. Biyokimyasal incelemede ise bObrek dokusunda CAT ve SOD aktivitesi
gruplar arasindaki fark anlamli bulunurken (p < 0,05), MDA enzim duzeyinde ise
anlaml bir fark bulunamamistir. Karaciger dokusunda CAT aktivitesi gruplar arasinda
anlamli bulunurken (p < 0,05), SOD ve MDA diizeyinde ise anlamli bir fark
bulunamamistir. Yapilan bu ¢alismanin sonuglar1 degerlendirildiginde gilaburu
bitkisinin meyvelerinden elde edilen meyve suyu ekstratinin timor gelisimini tizerinde

yavagslatici etkisinin olabilecegi sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Viburnum opulus, deneysel kanser, EAT, antitimoral,

antioksidan, histopatoloji.
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THE EFFECTS OF GILABURU (VIBURNUM OPULUS) JUICE ON
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ABSTRACT

In the current study, 1x10° EAT cells were inoculated to each mice at the experimental
group for except from group I. In the second hour after inoculation, extract were
suspended with required PBS and were injected intraperitoneally to groups IlI, IV and
V respectively 25 mg, 50 mg and 100 mg to be within 200 pL PBS. After the tumor
control group, the maximum weight gain were observed in group Ill, where the least
weight gain were observed among group V. On the eleventh day, ascites fluid was
collected from peritoneal cavity of experimental and tumor control groups. The survival
rate of EAT cells was reported to be 100% viability at group Il. For the other groups
(Group I, 1V, V) this index was found to be 88,72%, 69,02% and 51,87% respectively.
In order to evaluated the in vitro cytotoxicity effect on EAT cells, different
concentrations, of 125, 250 ve 500 pg mL™, the extract were injected and was found
199,58 ug mL™ as % inhibition value. All animals were sacrified and their liver and
kidney tissues were taken for pathological studies. No tumor cells were observed in the
liver tissue. In the kidney tissue, healthy control group showed a normal histological
feature but tumor cells were observed at serous layer of kidney tissue of tumor control
group and other experimental groups. Results of biochemical investigation, CAT and
SOD activity were found significant differences between groups (p<0,05), while MDA
level was not found significant difference in the kidney tissue (p > 0,05). CAT activity
was found significant differences between groups (p<0,05), but SOD enzyme and MDA
levels were not found significant difference in the liver tissue (p > 0,05). According to
the results of the current study, extracts obtained from gilaburu juice can have hinder

effect on tumor cell growth.

Key words: Viburnum opulus, experimental cancer, EAT, antitumoral, antioxidant,

histopathology.
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GIRiS

Kanser, yillardir tiim diinyada en 6nemli 6lim nedenlerinden biridir. Bu yaygin
hastaligin, hem hastaya, hem ¢evresine hem de topluma getirdigi maddi ve manevi
yiikler nedeniyle de tip diinyasinin oldugu kadar tiim insanligin sorunu haline gelmistir
[1]. Kanser hastaliginin ortaya ¢ikmasi, gelisimi ve sonuglar1 bir hastadan digerine ¢ok
degisken olan bir durumdur. Bu durum, hiicresel ve molekiiler diizeyde de degiskendir.
Kanser; hiicrelerin metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirerek asirt ve zamansiz
cogalmalarina, immiin sistemin gézetiminden kagmalarina ve uzaktaki dokular1 da istila

ederek metastazlar olusturmalarina yol agan, ¢ok basamakli bir siirectir [2].

Kanser teshisinden sonra kanseri dnlemede uygulanan en yaygin yontem kemoterapidir.
Kemoterapi, insanda kanser gelisimini onleyici sentetik veya dogal maddelerin ayr1 ayr1
ya da birlikte kullanimi olarak tarif edilir [3]. Kemoterapi ile tedavi siirecinin, hastanin
yasam siiresi, yasam kalitesi ve agrilara baslangi¢c safhasinda olumlu yanit verdigi
gozlenmistir [4, 5]. Ancak kemoterapi ile tedavi siirecinde ve kemoterapinin ileri
evrelerinde bazi yan etkilerinin oldugu soylenmektedir. Kemoterapi sirecinde veya
sonrasinda hastalarda kemik iliginin baskilandiginin ve buna bagli olarak aneminin
ortaya ciktig1, ikincil tiimor olusumu ve tiimdr metastazi gibi yan etkilere sebep oldugu
tespit edilmistir [6]. Ayrica kansere kars1 gelistirilen ilaglarin normal hiicrelere de toksik
etki gdstermesi, kanser hiicrelerinin, kanser ilaglarina kars1 gelistirdigi diren¢ nedeniyle
bu hastaligin tedavisi igin yeni yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni
tedavi yontemlerinin aranmasiyla aktif bir arastirma alan1 dogmus olup bu caligmalarda
meyve, sebze, otlar ve baharatlar gibi tibbi bitkilerden yaygin bir sekilde yararlanildig:
goriilmiistiir [7]. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda ilaglarin yan etkilerinden dolayz,
antioksidan 0zelligi oldugu bilinen bitkilerin kanser tedavisinde kullanimina dair
yonelimde artis goriilmektedir. Bitki kaynakli dogal iirlinlerden bazilari, anti tiimor ve
antioksidan aktiviteleri iceren gesitli farmakolojik 6zelliklerinden dolayr yillardir ilgiyi

tizerinde toplamaktadir [8-11]. Bitkisel kaynaklarda, antikanser ve antioksidan 6zellik



gosteren fitokimyasallar1 kullanmada en iyi yaklasimlardan biri modern bilimin 15181
altinda, etkinligi ve gilivenilirligi test edilmis bitkilerin se¢imidir. Yiizyillardir, insanlar
birgok hastalifin tedavisinde tibbi oOzelliklere sahip dogal iiriinleri kullanmay1
denemislerdir. Halk arasinda bir¢ok bitki bilingli ya da bilingsiz sekilde onerilmekte
veya tlketilmektedir. Ancak bu bitkilerin 6zellikleri ve bilesenleri bilimsel olarak
aragtirtlmadigr icin kisi bu bitkileri kullandiginda tedaviden daha ¢ok zarar
gorebilmektedir [12]. Bitkisel kaynaklarin kullanim1 giin gegtikge daha da artmaktadir
ve bu iirlinler kalitsal adaptif bir mekanizmayla yan etki gostermeden metabolize edilir.
Ancak bu durum sentetik ilaglar i¢in gegerli degildir. Bu da alternatif tip sistemlerinin
ornegin Ayurveda (Yasam bilgisi)’nin kabul edilebilirliginin artis1 i¢in dayanak
olusturur [13].

Dogal kaynaklar arasindan antikanser ajanlarinin arastirilmasi tiim diinyada basarili bir
sekilde devam etmektedir. Giiniimiizde pek ¢ok arastirmaci tibbi bitkilerin bilesenleri ve
ekstraktlarini elde ederek enfeksiyon ve kanser hastaliklarina karsi olan etkilerini in vivo
ve in vitro deney modelleri kullanarak arasgtirmaktadir. Ekstraktlarin etkileri en yaygin
olarak antibakteriyal aktivite, sitotoksisite ve canlilik testleri ile ortaya konulmaya
calisilmaktadir [14-16]. Bu caligmalar sonucunda elde edilen etnofarmakolojik bilgiler,
potansiyel olarak antikanser ozellik gosteren bitkilerin arastirilmasi i¢in yardimci

kaynak olarak bildirilmektedir [17].

Viburnum opulus L. (Gilaburu) Adoxaceae [18] familyasina ait olan bir tiirdiir. V.
opulus Orta Anadolu bdlgesinde, Ozellikle Kayseri yoresinde gilaburu olarak
adlandirilmaktadir. Kayseri ve civarinda oldukca sik tiiketilmekte fakat Tirkiye
genelinde ¢ok fazla bilinmemektedir. Literatiire bakildiginda gilaburunun iyi bir besin
kaynagi olmasinin yaninda farkli boliimlerinden elde edilen bilesiklerin antioksidan
ozelliklerinin oldugu, polifenolik ve askorbik asit bilesiklerinin oldukga yiiksek oldugu
belirtilmis, insan bagisiklik sistemini gelistirme 6zelligininden dolay1 birgok hastaligi
onlemede etkili olabilecegi 6ne siirlilmiistiir [19-23]. Yakin bir zamanda yapilan bir
calismada gilaburu suyunun dogal diyet olarak kullanilmasinin kanser hastaliginin

gelismesini engelleyebilecegi belirtilmistir [ 24].

Kanser olusum siirecinin ortaya ¢ikarilmasinda, insandaki kanser gelisimi ve patogenezi

altinda yatan mekanizmalarin degerlendirilmesinde deneysel kanser modellerinin



onemli fikirler verebilecegi bilinmektedir [25]. Deneysel kanser arastirmalarinda en sik
kullanilan modellerden biri de Ehrlich Assit Tiimér (EAT) modelidir. EAT kolaylikla
bir fareden digerine enjekte edilebilmesi, regresyon gdstermemesi, hizla yayilmasi gibi

ozelliklerinden dolay1 tercih edilen bir modeldir [11].

Yapilan bu calismada, literatiir ¢alismalart g6z Oniine alinarak, antioksidan 6zellik
goOsteren ve antikanserojen etkisinin olabilecegi [19-25] rapor edilen, gilaburu bitkisinin
meyvesinden elde edilen toz ekstraktin, EAT deneysel kanser modeli tizerinde in vivo

ve in vitro antikanserojen etkisi arastirilacaktir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER
1.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli saglik sorunlarindan biridir. 20. ylizyilin en korkutucu
saglik problemi olan kanser, 21. yiizyillda da gelisen ve gelismekte olan iilkelerde
problem olmaya devam etmektedir. Istatistik ¢alismalarina bakildiginda kadinlarda
siklikla meme, mide, kolon ve rektum kanseri yaygin olarak goriiliirken, erkeklerde ise

akciger, kolon, rektum ve prostat kanseri daha sik goriilmektedir [26].

Kanser, biiyime 6zellikleri bozulmus anormal hiicrelerin organizmada hizli bir sekilde
kontrolsiiz ¢ogalmasi olarak karakterize edilen hastalik grubudur. Eger bu hizli ¢ogalma
kontrol altina alinamazsa, 6liim ile sonuglanabilir. Kanser hastaligi multifaktoriyel olup,
sigara kullanimi, mikroorganizmalar, kimyasallar ve radyasyon gibi dis etkenler ile
kalitsal mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik mekanizmalari ve metabolizma gibi i¢
etkenler nedeni ile de olusabilir. Bu faktorlerin birlikte meydana gelmesi veya tek
basina olmas1 kanserin gelismesi i¢in yeterli olabilir. Bu etkilere maruz kalarak kanserin
saptanabilir hale gelmesi on y1l veya daha fazla zaman1 almaktadir [27]. Kanser ve diger
bazi hastaliklarin meydana gelme olasilifinda genlerin, bu hastaliklara karsi
yatkinliginin olup olmadiklar1 konusundaki ¢alismalar devam etmektedir. Kanser
hastaliginin olusumunu ve ilerlemesini 6nleyen tiimdr baskilayici genlerdeki aksakligin,
nesilden nesile gecmesi ve kanserojen maddelere maruz kalan bireylerin kansere

yakalanma riski normal bireylere oranla ¢ok daha fazladir [28].

Ulkemizde 2000’li yillardan 6nce en sik goriilen hastaliklar siralamasinda kanser 4.

sirada yer alirken giliniimiizde kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. Siraya

yitkselmistir (Sekil 1.1) [27, 29].



Ulkemizde En Sik Gériilen Oliimciil Hastaliklarin % Oliim
Siralamasi

Bulasiciolmayan diger
hastaliklar; %7
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Kanser ; %22

Sekil 1.1. Ulkemizde biitiin yas gruplarmnin her iki cinsiyeti igin total éliimlerin yiizde
orani [27].

1.1.1. Meme Kanseri

Meme dokusunda siit iireten lobiillerin olusumunu saglayan kok hiicreleri igeren duktal
lobiillerde hormon duyarli hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler 6strojen ve progesteron
hormonlarindan sorumludur. Bireyin timor baskilayict genleri somatik mutasyon veya
bir mikrop hatt1 ile karsilasirsa terminal duktal lobiillerde bulunan kok hiicreler
malignitenin ortaya ¢ikmasma neden olur. Ergenlik donemi boyunca hormon
diizenlenmesini ve hiicre ¢ogalmasi i¢in DNA replikasyonunu saglayan bu kok hiicreler
genelde erken yaglara kadar hareketsiz olup tiimor olusumuna neden olmazlar. Bununla
birlikte p53 geninde veya diger genlerde bir hasar meydana gelirse bu kok hiicreler
replikasyonu uygun bir sekilde kontrol edemez. Hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢cogalmasi
da proto-onkogenlerin aktivasyonunu hizlandirir. Belirli bir meme kanseri tipinde
onkogenlerin aktivasyonuna ragmen meme kanserinin ortaya ¢ikmasinda birden fazla
timor baskilayicit genin mutasyonu s6z konusudur. BRCA1, BRCA2 ve p53 genlerinde
meydana gelen mutasyonlar meme kanseri riskini artirmistir ancak bu durum meme

kanserinin ortaya ¢ikmasinda %6-8 kadar etkili olmustur [30].



Meme kanseri kadinlarda en ¢ok goriilen malignitedir ve kadinlarda kansere bagh
oliimler icinde ilk sirada yer almaktadir. Oliim oramnin yiiksek olmasinm farkli
nedenleri vardir. Kanser iligkili 6liim oraninin %901 metastaz durumu ile ilgilidir [31].
Ulkemizde farkli yas gruplarma bagli olarak kadinlarda goriilen ilk 10 kanserin yiizde
degerleri Sekil 1.2.°de gdsterilmistir [32]. Meme kanseri erkeklerde ise nadir olarak
goralir. Erkeklerde gorilen meme kanseri tim meme kanserleri igerisinde % 0,6

oraninda yer alirken erkeklerde goriilen tiim maligniteler igerisinde ise %1 in altinda bir

yer almaktadir [33].
Kadimnlarda En Sik Goriilen Kanser Tiirleri
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Sekil 1.2. Ulkemizde farkli yas gruplarina bagl olarak kadinlarda goriilen ilk 10
kanserin yiizde degerleri [29].

Meme kanseri sikliginin yasla iliskisine bakildiginda, menapoz doneminde azalma
goriilmesine ragmen, menapoz sonrasi yillarda siirekli devam eden bir artis ortaya
cikarken; 45-49 yas ve 70-74 yaslar1 arasinda ise en sik olarak ortaya ¢ikmaktadir
Ulkemizde meme kanserinin kadinlarda yasa gore dagilimi Sekil 1.3°de goriilmektedir
[29].



7
6 4
L}
& > ]
o
S
S 4
S
= 3
N B Kadin
-
=
m-j-'
-
c
-
ml'
m
g i 1 s
> 0 4 . — - - .
-:’-m':rmtrmw:rm-:rmtrmtrmtrmqr+
= s i - O R N B (R i T U R e el
mmmmmmmmammmmmmm
— = N MM S ST W W W W M~ P~ o0

Sekil 1.3. Ulkemizde meme kanserinin kadinlarda yas grubuna gére dagilimi [29].

1.1.2. Kanser Tedavisi

Kanser hastaliginin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon terapi, immun
terapi ve hedeflenmis terapi gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir [27]. Giincel kanser
tedavisi cerrahi yontemle neoplastik hiicrelerin alinmasindan sonra kemoterapi,
radyoterapi ve immunoterapi yontemlerinin uygulanmasini icermektedir. Kemoterapi ve
radyoterapinin amaci timor hiicrelerine etki ederek onlarin dlmesini saglamaktir. Bu
hiicreler diger saglikli hiicrelerden ¢ok daha hizli ¢ogaldiklar1 ve geng¢ kaldiklari i¢in
radyoterapi ve kemoterapi ile tedavi edilme yontemine ¢ok daha duyarlhidirlar [34].
Kemoterapik ilaglar etkilerini hiicre boliinmesini inhibe ederek yapmaktadir [35].
Gilintimiizde kemoterapinin cerrahi ve radyoterapi ile birlikte kullanilmasi, birgok kanser

tiirtinde 1yilesme oranini artirmistir [36].

Son 25 yildir kemoterapi ile tedavinin ilerletilmesi ile iliskili arastirmalar artarak kanser
hastalarinin daha uzun yasamasi saglanmistir. Klinik caligsmalara bakildiginda, kanser
hastalar1 i¢in kaliteli hayat ve yasam siiresinin yeni kemoterapdétikler ile arttig1 ve bu

hastalarin yeni terap6tik opsiyonlara acgik oldugu goriilmiistiir. Her durumda, tedavinin



etkisi, direk olarak hedefe yonelik tedavinin kanser hicrelerini saptayarak, mumkun
oldugu kadar saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerini 6ldiirmesine baglidir.
Hastanin yasam kalitesi ve nihai yasam beklentisindeki degisikligin derecesi direk
olarak hedefe yonelik terapi ile degismektedir. Hedefe yonelik terapide, kanser
hastalarinin tedavisindeki secicilik kemoterapotik ilaglarin dogasinin saglikli hiicreler
tizerinden ¢ok daha yogun olarak tek tip kanser hiicrelerine etki etmesine baglhdir.
Ancak bu yogun ilaglarin ¢ok biiylik dozlariin hastaya verilmesi sistematik olarak bazi
yan etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Baz1 zamanlar kanseri tamamen
yok etme sansina sahip olmasina ragmen, bu yogun yan etkiler hastanin terapiye devam
etmesini engelleyebilecek derecede olabilir [35]. Kansere karst yeni ajanlarin
calisilmasi, bu yeni ajanlar ile eski ajanlarin birlikte kullanilmasina dair kanser
tedavisindeki gelismeler hizli bir sekilde devam etmektedir. Kanser tedavisindeki bu
gelismelerde belirlenen ajanlarin spesifik olmayan dozlarindan kaynaklanan toksik

etkinin giderilmesi 6nemlidir [37].

Radyoterapi ve bazi kemoterapOtikler kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip
olmalarina kars1 tedavinin Oliimle sonuglanmasi orant ¢ok yiiksektir [38]. Cogu
kemoterapotik 1ilaclarin etkisinde serbest radikallerin rolii biiyiiktiir. Bu nedenle
kemoterapi ile serbest radikallerin Uretimi daha fazla olup oksidatif strese yol
acmaktadir [39]. Ayrica birgok antikanser ajani, kanser hiicrelerine karsi segiciliginin

yetersiz olmasi nedeniyle dar bir terapotik 6zellik gostermektedir [40, 41].

Kemoterapdtik ajanlarin bu yan etkilerinden dolay1 bitkilere yonelik arastirmalar daha
da ilgi ¢ekmistir. Diyetlerde yer alan ve 8000 iizerinde ¢esidi olan polifenol bilesikler ile
insanlarda bulunan cesitli hastaliklarin engellenmesi arasindaki iliski son yillardaki
arastirmalarin ilgi odagidir. Bu polifenolik bilesiklerin gesitli kanser tiplerine karsi
engelleyici etkilerinin oldugu gosterilmistir [42]. Kanser kemoterapisinin nihai amaci
normal etkili saglikli hiicrelere zarar vermeden tiimor hiicrelerini dldiiriilebilen segici
ilaclar gelistirmektir. Bu nedenle hem etkili hem de giivenli yeni kemoterapétik ilaglar

gelistirmek icin ¢ok yogun ¢aligmalara ihtiyac vardir [43].

Bitkiler sofistike geleneksel tip sistemlerinin gelismesinde etkin bir rol oynamustir.
Diinya saghk orgiitiniin (WHO) tahminlerine gore bazi Afrika ve Asya Ulkelerinde

populasyonun yaklasik % 80’1, birinci basamak saglik hizmetleri i¢in geleneksel tip



sistemini kullanmaktadir. Ayni1 zamanda gelismekte olan iilkelerde populasyonun %70-
80’1 bitkisel iirlinleri ikinci basamak saglik hizmetlerinde de kullanmaktadir [44]. Bilim
insanlariin yaptig1 calismalara bakildiginda kansere kars1 bitkisel kokenli ilag kesfi ile
klinik kullanimda mevcut olan bir¢ok antikanser ilaglarinin gelismesi ile sonuglanmustir.
Bunun yani sira bitkisel ilag kesfi ile antikanser Ozellik gosteren bitkilerin cesitli
bilesenlerinin kompleks sinerjistik etkilesimlerinin anlagilmasi, yeni ve giivenli ilaglarin

tasarimi icin platform saglamistir [45].

Bitkilerden (retilen antikanser ajanlar kanser tedavisinde ©onemli role sahiptir.
Bitkilerden elde edilen bilesikler direk olarak ilag gbrevi yapamaz ancak potansiyel
antikanser ajanlarin gelismesini kolaylastirirlar.  Bitki kokenli bilesikler 6rnegin
paklitaksel, kamfotesin 6nemli dl¢lide kanser arastirmalarini etkilemistir. Bitkiler, yeni
ve etkili terapi ile hastalifin mekanizmasini anlamak ve gelecekte daha etkili antikanser

ilaglarin kesfedilmesi i¢in arastirmacilara olanak saglamistir [46].
1.2. Tibbi Bitkiler

Tibbi bitkiler denildiginde, etken madde yoniinden genis bir alan1 kapsamaktadirlar.
Yiizyillardan beri, bitkilerden elde edilen dogal bilesikler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar, bilimsel bir temel olmadan ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir [47]. Antik ¢aglardan modern zamanlara kadar, insan hastaliklarini tedavi
edebilmek igin tip, eczacilik ve biyoloji alanlarinda bitkilerden yararlanilmistir. Bitkiler,
cicekler, yapraklar, aga¢ kabuklari, tohumlar, yaglar ya da kokler hakkinda tarihsel
metinlere bakildiginda bu metinlerin Siimerlerden eski Misirlilara, Ortagag Avrupasi’na
kadar yiizyillardir geri izlenebilir oldugu goriilmektedir [48]. Eski zamanlardan beri
bitkilerin, tibbin geleneksel formu olarak kullanildigi belirtilmistir. Tibbi bitkilerden
elde edilen dogal iiriinlerin de farmakoloji i¢in yeni kimyasallarin gelismesinde temel
olarak kullanilan biyolojik aktif bilesiklerin ¢cogunun kaynagi oldugu kanitlanmistir
[49]. Bu yiizyilda tip biliminin muazzam bir sekilde gelismesine ragmen, gliniimiizde
ilag enddistrisinin iirettigi ilaglarin pahali olusu ve sentetik iiriinlerin baz1 yan etkilerinin
ortaya ¢ikmasi, insanlarin ¢areyi tekrar dogal bitkisel iirlinlerde aramasina neden olmus

ve organik kokenli tedavi igin yeni arayislar baglamistir [50, 51].

Son caligsmalara bakildiginda ortagag Avrupa tibbinda kullanilmis ya da hala kullanilan

bitkilerin, kanser dahil pek ¢ok hastaligin tedavisinde ¢oziim olabilecegi goriilmiistiir.
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Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin sayisi, eski caglardan beri devamli bir artig
gostermektedir [47]. Bitkilerin kanser tedavisinde kullanilmasi ¢ok uzun bir tarihe
dayalidir. Antikanser ilag¢ gelistirilmesinde 3000’den fazla bitki kullanildig1 [52] ve
vinka alkaloidler (vinkristin, vinblastin, vindesin, vinorelbin), taksanlar (paklitaksel,
doksetaksel), podofillotoksin ve tiirevleri (etopozit, tenipozit) kamptotesin ve turevleri
(topotekan, irinotekan), antrasiklinler (doksorubisin, daunorubisin, epirubisin,
idarubisin), ve digerlerinin [53] yer aldig1 giincel antikanser ajanlarinin %60’ mnin dogal
kaynakl1 oldugu belirtilmistir [54]. Hala da glinimiizde kanser hastaliginin tedavisi igin
bitkilerden farmokolojik olarak aktif bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyon

caligmalar1 devam emektedir [55].

Tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, drog vb. {irlinler tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin ¢cogunun
biyolojik etkileri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala yetersizdir. Bu
nedenle, tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen Urlinlerin biyolojik etkilerinin
bilimsel olarak arastirilmasina olan ilgi her gegen giin artmaktadir [56,57]. En yeni
Klinik bilimsel ¢aligmalar bitkilerin i¢erdigi sekonder metabolitlerin ve tiirevlerinin

incelendigi uygulamalardir [58].
1.2.1. Gilaburu (Viburnum opulus L.)

Gilaburu (Viburnum opulus L.), Adoxceae [18] familyasina ait, kokeni Avrupa, Kuzey
Afrika ve Kuzey Asya’ya dayanan, diinyanin hemen her yaninda dekoratif amagli olarak
kullanilan bir ¢ali bitkisinin meyvesidir (Sekil 1.4). Diinyada European cranberrybush,
American cranberrybush, cranberry tree, guelder rose, wild guelder rose, gueldres-rose,
cherry-wood, rose elder, snowball bush, crampbark tree ve whitten tree gibi alternatif
isimlerle, Tirkiye’de ise bolgeden bolgeye degisen gilaburu, gileburu, girabolu,
girebolu, gllebru ve gili gili gibi adlarla anilmaktadir [59].

Viburnum cinsine ait tiirler Bati ve Dogu Avrupa bolgesinde yaygin bir sekilde
yetismektedir. Avrupa bolgeleri disinda Kuzey Asya bolgesinde de yetismektedir [60].
Gilaburu Tirkiye’nin Orta Anadolu Bdlgesinde yetisen 6nemli bir bitkidir. Gilaburu
genellikle yazin sicak ve kuru iklim kosullarinda yetismektedir. Gilaburunun yetismesi

hizlidir ve derin siirgiinleri sayesinden uzun siiren hayat dongiisii vardir ve ekiminin 2-3
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yil sonrasinda meyve vermeye baslar. Meyveleri yaz sonunda kiire seklinde, demetler
halinde ve her demette 30-40 kadar meyve olacak sekilde yetisir (Sekil 1.4) [18, 61].
Meyve suyu verimliligi ise %43,5 civarindadir [61].

o

Sekil 1.4. Gilaburu (Viburnum opulus L.) meyvesi [18]

Orta Anadolu bolgesinde gilaburu meyveleri toplandiktan sonra, meyveleri yikanir ve 3
ay siire ile su igerisinde bekletilir. Bu islem sonunda meyveler daha olgun hale gelir.
Meyveler geleneksel yontemler kullanilarak ezilerek sikilir 1:4 oraninda sulandirilip
seker ilave edilerek tiiketilir [62]. Bir diger kullanim sekli de Nisandan Agustosa kadar
gecen zamanda dallarinin kabuklar1 soyularak kurutulur ve kaynatilarak igilir. Gilaburu
2. smif sifali bir bitkidir. Gilaburunun kabuk ve meyveleri astim, epilepsi, yiiksek
tansiyon, bazi kalp problemleri, sinir sistemi bozukluklarinda, egzema gibi deri
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bobrek tasi ve kumunun eritilmesinde,
karaciger ve safra hastaliklarinin tedavi edilmesinde etkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu bitkinin ana dallar1 kullanilarak menstriial sanc1 ve kramplarinin iyilestigi

bildirilmistir [63].

Yapilan literatiir g¢aligmalarina bakildiginda Viburnum bitkisinin bazi tiirlerinin
dallarindan, yapraklarindan ve meyvelerinden hazirlanan su, metanol ve etil asetat
ekstraktlarmin  antioksidan ve asetilkolinesteraz (AChE) inhibitor aktiviteleri
karsilastirilmistir. Bu karsilastirmada V.opulus tlrinin V. lantana turinden daha
yiksek antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur [64]. Sagdigc ve ark. [65]

gilaburunun  kurutulmus meyve ekstraktinin antioksidan ve antimikrobiyal
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aktivitelerinin oldugunu rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada ise ahududu (Rubus
ideaus cv. Heritage, ), gilaburu (Viburnum spp. ), murver (Sambucus spp. ) kusburnu
(Rosa canina var. canina L.) gibi Gzumsi meyvelerin antioksidan kapasiteleri
karsilastirildiginda en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan meyvenin gilaburu
oldugu gorilmistir [66]. Gilaburu meyvesinden elde edilen ekstrakt incelendiginde
askorbik asit ve polifenolik bilesiklerin oldukca yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu bitki
tiiriiniin insan bagisiklik sisteminde rol oynadigi ve daha bircok hastalifi onlemede
etkili oldugunu oOne siiriilmiistiir [67]. Cesoniene ve ark., V. opulus’un biyolojik
cesitliligi ve biyokimyasal 0Ozelliklerini incelemislerdir. Total fenolik bilesikleri,
askorbik asit miktarlarin1 karakterize etmislerdir. Biyolojik olarak aktif olan bu
bilesiklerin V. opulus tiiriiniin meyvesinde biiyiik miktarlarda bulunmasi, bu turin gugli
antioksidanlar olarak kullanilabileceklerini Onermislerdir [60]. Gilaburunun meyvesinin
igerdigi fenolik bilesiklere bakildiginda gallik asit, katesin, klorojenik asit, kafeik asit,
sirinjik asit, kumarik asit, vanilik asit ve quersetin yoniinden zengin oldugu ve bunlara
ek olarak gilaburu meyvesinin bilesiminde organik asitlerden malik, suksinik, tartarik,
fumarik ve asetik asitlerinin bulundugu bildirilmistir [68]. Bu bitkinin, metabolik
siirecler sonucunda bitkilerde olusan organik asitler ve fenolik bilesikler yoniinden
zengin olmasi antioksidan olarak kullanilabilecegini gostermistir [66]. Gilaburu
meyvesinin suyunun incelendigi c¢aligmalarda ise gilaburu meyve suyunda bulunan
glikoz, fruktoz, sakaroz gibi baz1 sekerlerin ve C vitamini yoniinden zengin olmasiyla
bagisiklik sistemini uyaran bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir [68]. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada gilaburu suyunun etkisi deneysel olarak olusturulan fare kolon
kanseri iizerinde denenmis ve kanser olusumu iizerinde anlamli bir etkisinin olmadig
ancak kanser gelisimini engelledigi rapor edilmistir [24]. V. opulus turinun yiksek
antimikrobiyal potansiyeli ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu, antioksidanlarin,
serbest oksijen radikaller tarafindan meydana gelen oksidatif stres sonucunda DNA
hasarinin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde serbest oksijen
radikalleri yakalayarak bu hastaliklarin olusum riskini azaltmada etkin olabilecegi

belirtilmistir [69].
1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Yasamimiz i¢in vazgecilmez olan oksijen belli kosullar altinda insan sagligina olumsuz

etki edebilir. Bu etki, oksijenin molekutler durumu ile ilgili olup, aerobik metabolizma
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siirecinde oksijenin molekiiler formunun azalmasindan dolay: tlirevlenen potansiyel
olarak reaktif molekiillerin olusmasidir. Serbest radikaller enzimlerin ¢esitli etkileri ile
olusabilirler. Normal kosullar altinda serbest radikallerin konsantrasyonlar1 fizyolojik
antioksidanlar ile kontrol altina alinmaktadir. Serbest radikallerin asir1 derecede
uretilmesiyle antioksidanlarin tiikenmesi sonucunda serbest radikaller lipitlere,
proteinlere, sekerlere ve DNA’ya oksidatif hasar yliklemektedir. Bu rediiksiyon-
oksidasyon esitsizligi oksidatif stres olarak bilinmektedir ve bu durum doku hasari
stireci ve gelismesine neden olarak, cesitli hastaliklarin patolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir [70]. Iste tam da bu noktada antioksidanlar devreye girer. Bu zararl
etkiler antioksidan enzimlere ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlar tarafindan
dengelenebilir. Bu antioksidan koruma sistemleri serbest radikalleri direk olarak ortadan
kaldirdiklar1 icin biyolojik sistemler igin maksimum koruma saglarlar. Iyi bir
antioksidan, spesifik olarak serbest radikalleri yok etmeli, metallere kuvvetli bir sekilde
baglanmali, antioksidan agi icerisinde diger antioksidanlar ile etkilesimde olmali, gen
ekspresyonu uzerinde pozitif etkiye sahip olmali, kolayca absorbe edilmeli, fizyolojik
olarak doku ve vicut sivisi igerisinde uygun seviyede konsantrasyona sahip olmali ve
hem zar hem de membran bolgelerinde c¢alisir olmalidir. Antioksidan koruma
sistemindeki enzimler superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktazdir [71]. Antioksidan koruma sistemindeki enzimatik olmayan antioksidanlar
ise Urik asit, C vitamini, flavonoidler, A vitamini, melatonin, albimin, haptoglobulin,
sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, ferritin, oksipurinol, ubikinon (koenzim

Q10), bilirubin, mannitol, E vitamini, lipoik asit ve hemopeksin gibi bilesiklerdir [72].
1.3.1. Superoksit Dismutaz ( SOD)

Slperoksit dismutaz enzimi (SOD, EC1.15.1.1), en etkili hiicre ici antioksidanlardan
biridir. SOD, O, nin O;’ye ve daha az reaktif bir tur olan H,O;’e dismutasyonunu
katalizler. Bu enzim 1939 yilinin baslarinda izole edilmistir fakat 1969 yilinda Mccord
ve Fridovich tarafindan antioksidan aktivitesi kanitlanmistir [73]. SOD aktif metal
bolgesinin  dogasindaki farklilik ve aminoasitlerin alt Unitelerinin  sayilarindaki
farkliliklar, kofaktorler ve diger 6zellikleri nedeni ile birkag farkli izoformda bulunur.
Insanda SOD’un ¢ farkli formu bulunmaktadir: hiicre disgt SOD (EC-SOD), sitozolik
Cu, Zn-SOD ve mitokondrial Mn- SOD formlaridir [74].
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Cu, Zn-SOD 32 kDa agirliginda ve tanimlanmus iki alt tniteden olusur. Cu, Zn-SOD
spesifik olarak stiperoksit anyonunu oksijen ve suya dismutasyonun katalizler. Her bir
alt Unite bakir ve ¢inko iyonlar tarafindan olusturulan metal kiimelerin baglanmasi igin
aktif bolge icerir. Mitokondrial Mn-SOD (96 kDa) homotetramer yapida olup her alt
Unitede bir manganez atomu bulunmaktadir [71]. Mn-SOD antitum0r aktiviteye sahip
olan en etkili antioksidan enzimdir. Farkl1 hiicre hatlar1 Uzerinde yapilan ¢alismalar Mn-
SOD’un asir1 ifade edilmesi sonucunda timaor biytmesinin geriledigi goriilmiistiir [75].
Hicre dis1 superoksit dismutaz, bakir ve ¢inko igeren glikoprotein, heparin ve heparin
stlfat iceren belirli glikozaminoglikanlar igin ylksek afinite gosteren tetramerik yapidir
[71].

1.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi (EC 1.11.1.6) bitkiler, hayvanlar ve aerobik canlilarda bulunur. Katalaz
peroksizom olarak adlandirilan hiicre organelinde bulunmaktadir. Bu enzim hidrojen
peroksitin molekiiler oksijene ve suya doniismesinde cok etkilidir. Katalaz biitiin
enzimler i¢inde en yliksek doniistiirme oranina sahiptir. Katalazin bir molekiilii hidrojen
peroksitin 6 milyon molekiiliinii suya ve oksijen molekiiliine dakikada doniistlirebilir

[71].
1.3.3. Glutatiyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon metabolizmasi1 antioksidan koruma igin en 6nemli metabolizmalardan biridir.
Glutatyon peroksidaz enziminin iki farkli formu bunmaktadir. Bunlardan biri selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.19), digeri ise selenyum bagimsiz olan
glutatyon-S-transferazdir (EC 2.5.1.18), Bu iki enzimin alt Gnitelerinin sayilari, katalitik
mekanizmalar1 ve selenyumun aktif merkez bolgeye baglanma niteligi birbirlerinden
farklidir [71].

Butin GPx enzimlerinin, selenolez (Se-OH) olusumu ile peroksidazlart indirgemek igin
iki elektron ekledigi bilinmektedir. GPx, hiicrede yuksek konsatrasyonlarda bulunan
tripeptit glutatyon (GSH) ile birlikte hareket etmektedir. GPx’in katalitik reaksiyonu
icin substrat H,O, ya da organik peroksit olan ROOH’dir. GPx peroksitleri, GSH’1n
okside olmasiyla es zamanli olarak suya doniismektedirler. GPx oksidatif stresin diisiik
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seviyelerine kars1 korumanin ana kaynagi ve substrat olarak kullanilan H,O; icin katalaz

ile yaris icerisindedir [76].
1.3.4. Glutatyon Reduktaz (GR)

Glutatyon rediktaz (GR) aym1 zamanda glutatyon-disulfid rediuktaz (GCT) olarak da
bilinen insanda GSR geni tarafindan kodlanan bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz (EC
1.8.1.7) oksidatif strese karsi direncte Onemli bir molekil olan glutatyon (GSH)
formundan sulfidrile, glutatyon distlfit (GSSG)’e azalmasmin Kkatalizler. Glutatyon
rediiktazin fonksiyonu dimerik yapida olan dislfit oksidorediiktaz olarak glutatyonun
iki molekuld igin, glutatyon disulfin bir molekuliint azaltmak igin NADPH ve flavin
adenin dintikleotid (FAD) prostetik grubu kullanir [77].

1.4. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres

Genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen serbest radikaller, hem zararl
hem de yararli etkilere sahiptirler [76]. ROS sayesinde hiicresel sinyal iletiminin
fonksiyonun dizgin calismasi ve enfeksiydz ajanlara karsi hiicresel cevabin dogru
olarak verilmesi saglanmaktadir. Ayrica ROS’un diisiik konsantrasyonlarinda mitojenik
cevabin induklenmesi saglanir. ROS’un yiiksek konsantrasyonlarda olmasi ise nukleik
asitler, proteinler, lipitler ve membranlari igceren hiicresel yapiya zarar vermektedir [78].
Serbest radikaller son yorungelerinde eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekdl olarak tanimlanir. Molekllerin ¢cogu cift elektronlu, az sayidaki molekdller ise
tek elektronludur. Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan tek elektronlu bu
molekdller bulabilecekleri herhangi bir elektron ile iletisime girerek, hizli bir sekilde
diger molekullerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir konfigurasyon
olusturmaya caligirlar. Serbest radikaller fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar
esnasinda baska molekdller ile kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisini
bozarlar [79]. iki serbest radikalin birbiri ile reaksiyonu sonucu radikal olmayan bir
bilesik ortaya ¢ikarken, her iki serbest radikalde ortadan kaldirilir. Buna karsin, bir
serbest radikal, serbest radikal olmayan bir molekul ile reaksiyona girerse diger bir
serbest radikal olusur. Bu ozelliginden dolay: serbest radikaller zincir reaksiyonu
olusturabilirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi

sirasinda olugmaktadir [80].
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1.4.1. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali sulu cozeltiler igerisinde yarilanma omri 1sn’den bile ¢ok daha
kisadir ve bu nedenle oksijen radikalleri igcinde en reaktif radikaldir. Bu ozelligi
nedeniyle en toksik radikal olup, kaynagindan fazla uzaklasmadan en yakin hedefleri
etkiler [81].

1.4.2. Hidrojen Peroksit (H,O)

Hidrojen peroksitin 6nemli miktarlarda tretiminin mitokondride oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Hidrojen peroksit molekili eslesmemis elektron icermemektedir ve bu
nedenle radikal bir tir degildir. Fizyolojik kosullar altinda hidrojen peroksit Gretiminin,
organizma tarafindan alinan total oksijenin yaklasik %2’ si kadar oldugu tahmin
edilmektedir [82].

1.4.3. Superoksit Radikali (O2—)

Molekdiler oksijene fazladan bir elektron baglanmasiyla onu redlkleyerek sliperoksit
serbest radikal anyonunu meydana getirir. Zayif bir oksidan olarak O,  kendi basina
onemli bir hiicre hasari olusturmaz. Milisaniyelik bir yar1 émurle zayif bir oksidan fakat
guclu bir rediiktandir. Oy-, oksijen toksisitesinde onemli bir faktordir ve stperoksit
dismitaz (SOD) enzimi buna kasi organizmay: korur. Asil 6nemi hidrojen peroksit
kaynagi olmasi, gegis metal iyonlarini rediiklemesi ve nitrik oksit (NO) ile reaksiyona
girerek peroksinitrit (ONOO") olusturmasidir [83].

1.4.4. Nitrik Oksit (NO))

Nitrik oksit (NO'), nérotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmasi,
duz kas gevsemesi ve bagisiklik regiilasyonunu iceren gesitli fizyolojik sureclerin buyuk
bir kisminda 0nemli oksidatif biyolojik sinyal molekiili olarak gorev yapan reaktif
radikaldir [84]. Bu kiglik molekil orbitalinde eslesmemis bir elektron bulunduran
radikaldir ve yarilanma 0mri ¢ok kisadir. Nitrik oksit biyolojik dokularda spesifik nitrik

oksit sentezi tarafindan olusturulur [85].
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1.4.5. Lipit Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, lipitlerin oksidatif olarak yikilmasidir. Hiicre membranindaki
lipitlerden serbest oksijen radikallerin elektron ¢almasi ile hiicre hasart meydana gelir.
Bu sure¢ serbest radikal zincir reaksiyon mekanizmasi ile gergeklesmektedir. Lipid
peroksidasyonun da en ¢ok doymamis yag asitleri etkilenmektedirler. Cunki onlar
yapilarinda 0zellikle reaktif hidrojenleri bulunduran metilen kopruleri (-CH,-) ile birden
fazla cift bag icermektedirler. Bu baglarin kirilmasiyla lipid peroksidasyonun son
urtinleri olan serbet radikallerin ikincil habercisi olarak gorev yapan, temel bioaktif
markir olan tiyobarbitirik asitle Olculebilen malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (HNE) gibi son reaktif aldehitler olusur ve hiicre dizeyinde hasari
baslatirlar. MDA hicrede toksik strese neden olan bir¢ok reaktif elektrofilik tirlerden
biridir [86].

1.5. Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde reaktif oksijen turleri hem hucre igi, hem de hiicre dis1 bilesikler
tarafindan Uretilebilir. Potansiyel hucre ici kaynaklar mitokondri, sitokrom p450
metabolizmasi, peroksizomlardir. Hicre disi kaynaklar ise genotoksik olmayan
karsinojenleri igeren cevresel ajanlar, direk veya dolayli olarak hiicrelerde serbest
radikal retimine neden olabilir. Hiicrede serbest radikal Gretiminin artmasi ve hilicrenin
cesitli ksenobiyotiklere maruz kalmasini takiben oksidatif stres ve hasarm indiklenmesi
meydana gelir. Bu nedenle “Reaktif Oksijen Turleri” (ROS) endojen ve eksojen
kaynakli olugabilir [87]. Fagositik hucreler, notrofiller, monosit ve makrofajlar,
eozinofiller gibi yapilar endojen kaynaklar iken, giines 15181, UV- 1sinlari, sigara

dumani, ozon, kiikiirt dioksit, egzos gazlar1 da ROS {ireten eksojen kaynaklardir [88].
1.6. Oksidatif Stres ve Karsinogenez

Reaktif oksijen trleri prensip olarak bitun hiicresel bilesenleri aktif olarak harekete
gecirebilir ya da tamamen yok edebilir. Reaktif oksijen turleri kademeli olarak ortaya
cikan hiicre dist sinyalleri hiicre igine sekonder tasiyici olarak iletebilir ve ayni
zamanda, hucresel yaslanmayi ve Sliimi hizlandirabilir olmasi nedeniyle de kararsiz
yapisini kanitlamistir [76]. Bir insan hiicresi gun icerisinde hidroksil radikali ve diger
reaktif tiirlerinden yaklasik olarak 1.5x10° oksidatif tepki almaktadir [89]. Reaktif
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oksijen tirlerinden hidroksil radikali DNA molekilerinin butin bilesenleri ile
reaksiyona girerek hem pirin hem de primidin bazlarinin ve ayn1 zamanda deoksiriboz
omurgasinin degismesine neden olmaktadir. Bu oksidatif hasar sonucunda genetik
materyalin sutrekli olarak degismesi, mutagenez, karsinogenez ve yaslanmanin ilk
adamin1 temsil etmeye baslar. Aslinda gesitli kanser dokularinda serbest radikaller
aracilig1 ile DNA hasarinin olustugu tahmin edilmektedir. ROS tarafindan indiiklenmis
DNA hasari tek ya da ¢ift sarmal kirilmalarini, deoksiriboz modifkasyonlarini ve DNA
capraz baglanmalaria sebep olabilir. Bu DNA hasar ile karsinogenez ile iliskili olan
genomik tutarsizlik, replikasyon hatalari, sinyal transdiiksiyon yolunun ve
transkripsiyonun indiiklenmesi veya tutuklanmas: ortaya ¢ikabilir [90]. En ciddi insan
hastaliklarinin bir¢ogu, dokulardaki oksidatif hasarin ne kadar kararli olup olmadig ile
iligkilidir. Bireysel diizeyde bu hasar hastanin oksidatif stres durumu olarak tanimlanir.
Oksidatif stres, ortalama tiiketilen oksijen orani igin reaktif oksijen turlerinin tretiminin
normal oranda olmasina dayanir. Oksidatif stres durumu, kanser, kalp hastaligi, diyabet
ve alzheimer hastalig1 gibi, ilerleyen yas durumuna bagli olan hastaliklarin birgogu ve
ayni1 zamanda, yaslanmanin Kendisi ile iligkilidir. Genel olarak bireyin oksidatif stres
durumunun yiiksek olmasi hastaligin gelismesi i¢in daha yiiksek risktir [91]. Birgok
farkli insan hastaliklar1 ve fonksiyon bozukluklarinin oksidatif stres ile iligkili oldugu
bildirilmistir [91]. Oksidatif stresin yasa bagimli kanserin gelisimiyle iliskili olmas1
muhtemeldir. Tumorin gelisimi stirecinde reaktif oksijen turlerinin, kanser htcrelerinin
onkogenik fenotiplerini korumasi ve indiiklenmesinde etkili oldugu One siirilmiistiir.
Karsinogenez surecinde normal hicreler ile gesitli kanser hicreleri karsilastirildiginda
hlcresel redoks tepkimenin oksidatif stres tarafindan indiiklendigi ya da bu redoks
tepkimenin onkogenik bir uyarim oldugu belirtilmistir. Cesitli tumoérlerde DNA
mutasyonu karsinogenez i¢in ¢cok énemli bir adimdir ve bu dururmun oksidatif DNA
lezyonlarini kat kat artirdigi ve DNA hasarinin olmasinin karsinogenez siireci baslattigi
bildirilmistir [76]. Oksidatif stres ile reaktif oksijen turler DNA’ ya direk olarak zarar
verebilir. Dahas1 mutajenik olup ayni zamanda apoptozu baskilayarak hasarli hiicrelerin
cogalmasin tesvik ederek yerlesmelerini ve metastaz olusturmalarina neden olabilirler
[92]. ROS’dan kaynaklanan oksidatif hasar1 yok etmek ic¢in htcrenin antioksidan
koruma sisteminin olmasina ragmen, oksidatif hasarin hayat dongist boyunca birikmesi
DNA’ya proteinlere ve lipitlere etkili bir sekilde hasar vermesi yasa bagimli olarak

kanser, damar sertlesmesi, eklem iltihab1, sinir sistemi hastaliklar1 ve diger hastaliklarin
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gelismesinde 6énemli bir rol oynamaktadir. Kanser surecinde oksidatif stresin artmasiyla
antioksidan koruma sisteminin artt1g1 bilinmektedir [93]. Insandaki karsinogenez siireci
ve patogenezi altinda yatan mekanizmalarin ig¢yliziiniin kavranmasinda, bu siireg
boyunca hiicrenin antioksidan koruma mekanizmasinin nasil degistigini anlamada
deneysel hayvan modelleri kullanilarak olusturulan, deneysel tiimor modelleri 6nemli

katkilar saglayabilir.
1.7. Kanser Calismalarinda Deneysel Modeller

Kanser ig¢in kullanilan tedavi yontemleri, Onceki c¢alisma alanlarmin teknik ve
egitimlerini kullanarak sistematik olarak surekli gelismektedir. Aslinda, ilag gelistirme
arastirmalarinda, hayvan modelleri 6énemlidir [94]. Hayvan modelleri hiicre tabanli
deneyler ile yeni gelistirilen ajanlarin insanlarda goriilen kanserlerde kullanimina olanak
saglayan bir koprii vazifesi goriir. Hastalik gelisimi ve progresyonun incelenmesine,
yeni tedavilerin test edilmesine olanak saglar. Hazirlanan modeller insan patolojisine
olabildigince yakin olmalidir. Kullanilan hayvanlar genellikle kemirgenlerdir. Siklikla
fare ve sicanlar tercih edilir. Bu hayvanlarin liretimi kisa ve kolaydir. Bakimlar1 ucuzdur
ve bazi Ozellikleri genetik olarak degistirilebilir [95]. Yeni hicre kulturt ve molekdler
biyoloji tekniklerine ragmen hayvan modelleri, tedavi ic¢in uygulanan ajanlarinin
kesilmesi veya devam ettirilmesi durumunda metabolizmanin koruma tepkisinin
ogrenilmesi i¢in kullanilmaktadir. Deneysel kanser arastirmalarinda son ¢ yiz yildir
Ozellikle kimyasal karsinojenler ile transplante ve spontane timdér modelleri 6n plana
cikmistir. Bu modellerin siklikla tercih edilmelerinin nedeni diger modellerden daha
kolay uygulanabilir olup 0Ozelliklerinin daha iyi tanimlanmis olmasi ve saklanabilir

olmasi, en 6nemlisi ise aragtirma merkezlerinde kolayca uretilebilir olmalaridir [94].
1.7.1. Kimyasal veya Fiziksel Karsinojenler ile Olusturulan Modeller

Kimyasal karsinojenler 20. yiizyilin ortalarinda deneysel hayvan calismalari ile
ilerletilmistir. Karsinogenezin ilk basamagi normal hiicrelerin kimyasal veya fiziksel
karsinojenlere maruz birakilarak timorin baslamasidir. Kimyasal karsinojenler, segici
blylme avantaji kazandiran duyarli hilcrelerde genetik ve epigenetik degisikliklere
neden olurlar. Bu hucreler neoplastik htcreler icerisine go¢ edebilir, genomik olarak
stabil yapilar1 bozulabilir ve klonal genisleme altinda kalabilirler. Bu karsinojenler

DNA’da ve normal hicreler etrafinda bulunan dizgln ¢ogalmalarimi saglayan diger
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hicresel makromolekiillerde genetik hasar meydana getirirler [96]. Kimyasal ve fiziksel
karsinojenler deney hayvanlarina enjekte edilmelerine gére farkli kanser modellerini
ortaya c¢ikarirlar. Karsinojenler subkutan, intraperitoneal, intraventz veya intramuskuler
sekilde verilebilir [94]. Yapilan g¢alismalara bakildiginda ¢ok yuksek sicakliklarda
organik bilesikler tarafindan Uretilen polisklik aromatik hidrokarbon olan oldukga
karsinojenik 6zellik gosteren 3-methylcholanthrene maddesi [97] ve 1x10° hiicre 0,1 ml
solusyon icerisinde homojen bir sekilde DBA/2 cinsi farelere intraperitoneal olarak
verilmistir ve lenfositik 16semi modeli olusturulmustur ve bu model P388 leukemia
modeli olarak adlandirilmigtir. 3-methylcholanthrene maddesi DBA/2 cinsi farelere 0.1
ml etil eter icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde verilmistir ve lenfoid 16semi modeli
olusturulmustur ve bu model L1210 leukemia modeli olarak adlandirilmistir. Bu her iki
kanser modelinin farkli cins farelere pasaji yapilmistir. Bu kanser modelleri yillar
boyunca ila¢ tedavileri igin kullanilmistir. Her iki modelin avantaji da insan timor
ksenografi ya da transgenik modeller ile karsilagtirildiklarinda hizli bir sekilde
tekrarlanabilir ve nispeten daha az maliyet gerektirmeleridir [98]. Baska bir ¢alismada
yine polisklik aromatik hidrokarbon yapida olan mutajenik, karsinojenik ve immun
baskilayici 6zellikleri olan 7,12-Dimethylbenzanthracene (DMBA), disi spraque dawley
cinsi ratlara oral olarak verilmistir. DMBA’ nin verilmesinde 90 giin sonra disi ratlarin
%90’inda meme bezlerinde kanser olusmustur. Bu model DMBA tarafindan
indiiklenmis meme tiimorii olarak adlandirilmistir [99]. Farkli bir c¢alismada 1,2
Dimethylhydrazine (DMH) kullanilmistir. Dimethylhydrazine ait iki izomerlerinden biri
olan 1,2 Dimethylhydrazine, DNA metilleyici ajan olarak gérev yapan potansiyel
karsinojen olan bir maddedir. Balb/c farelere 12 hafta boyunca DMH subkutan olarak
enjekte edilmistir ve sonugta da DMH ile indiiklenmis kolon kanseri modeli olugsmustur
[24]. Bir diger calismada Mutajen X (MX) kullanilarak midede adenokarsinom tipi
kanser modeli olusturulmustur [100]. Mutajen X ya da 3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-
hydroxy-5H-furan-2-one olarak bilinen bu madde dogal humik asit ile klorinin
reaksiyonu sonucunda {iretilir. MX’in biitiin diinyada klorlu i¢me suyunda bulundugu

bilinmekte olup ¢evresel karsinojen olarak kabul edilmektedir [101].
1.7.2. Xenograft Model

Bu modelde insan hiicrelerini reddetmeyecek, bagisiklik sistemi ¢okertilmis farelerde

kanserin kdkenlendigi organ igerisine ya da deri altina insan tiimdr hiicreleri transplante
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edilmektedir. Bu ksenograft modeli atimik nude farelere hizli bir sekilde
uygulanabilmektedir. Atimik nude fareler disinda bagisiklik sistemi baskilanmis veya
bagisiklik sistemi yetersiz olan farelere de uygulanabilir. Bu modelde tiimoriin
gelismesi transplante edilen tiimoriin biiyiikliigiine ya da enjekte edilen hiicre sayisina
gore degismektedir. Yaklasik olarak tiimor 1-8 hafta i¢inde ya da bazi durumlar da 1-4
ay veya daha uzun siire de gelismeye basglamaktadir. Bu siire igerisinde in vivo
caligmalar i¢in terapdtik ajanlarin etkilerinin gozlemlenmesi miimkiindiir Kolon ve
akciger kanserlerinin  olusmast ve in  vivo c¢alismalarda terapotiklerin

degerlendirilmesinde ortotopik xenograft model tercih edilmektedir [102].
1.7.3. Transgenik, Kimerik veya Knock-out Modeller

Insan meme kanseri altinda yatan patogenezi anlayabilmek icin transgenik fareler tercih
edilmektedir. Bu model ile hormonal etkilerden, kullanilan kemoterapétik ilaglarin
etkilerine kadar arastirma yapilabilir. Bu modeller transgenik promotodrlerin meme
bezine hedef transgenin ekspresyonu igin kullanilmaktadir. Transgenik fare
modellerinin avantajli olmalarinin nedeni deney hayvanina kendinden farkli olan
genlerin eklenerek tiimoér olusumunu daha kolay hale getirmeleridir. Bu nedenle bu
modelin karsinogenez siireci ile iligkili oldugu bilinmektedir. Transgenik modeller
disinda belirli baz1 spesifik genlerin yok edilerek deney hayvaninin kansere
yatkinhigimin fazlalastirildigi  knock-out modelleride in vivo ¢alismalarda tercih
edilmektedir [103].

1.7.4. Spontan veya Transplante Edilebilen TGmor Modeller

Bu timor modelinde kendiliginden olusan tumdr hdcrelerinin bir fareden diger bir
fareye tranplantasyonu s6z konusudur. Tumor hucrelerini enjeksiyon sekline gore solid
ve assit formlar1 bulunmaktadir. TUmOr hicresinin subkutan olarak enjekte edilmesi
solid tumord, intraperitoneal olarak enjekte edilmesi ise assit timori olusturmaktadir.
Tumor hicrelerinin subkutan olarak uygulandigr durumlarda timdor daha uzun sirede
fark edilir ve farelerin olumleri daha uzun sire de olur. Transplantasyonun
gerceklesmesi icin her iki deney hayvaninda ayni genetik kokene sahip olmasi
gerekmektedir. Bu modelde tiimoriin ilerleme sirecinde higbir sekilde baskilanmamis
bagisiklik sisteminin katkilarin1 ve es zamanli olarak donér ve alici arasindaki durumu

aragtirmaya uygun olmalidir. Ornegin Balb/c turti farenin meme dokusundan tiiremis
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olan 4T1 hiicreleri, genetik olarak benzer bir farenin yag dokusu igerisine es zamanli
olarak enjekte edildiginde akciger, karaciger, kemik ve beyine metastaz olusturdugu

gOriilmiistiir [104].
1.7.4.1. Ehrlich Assit Tumor (EAT) Modeli

Son 20-30 yil i¢inde transplante edilebilen timor Gzerindeki ¢alismalar yogunlagmuistir.
Bu arastirmalarin asil amaci kanser terapisi i¢in deney hayvanlarinda deneysel timorler
icin yeni teknikleri ilerletmek olmustur. Modellemenin amaci igin deneysel tumorler
blylk Onem tasimaktadir ve Ehrlich assit (karin bolgesinde sivi toplanmasi) tUmor
(EAT) en yaygimn olamidir. EAT ilk olarak disi bir farede spontane bir sekilde meme
kanseri olarak goriinmiistiir [105]. Daha sonra Ehrlich ve Apolant tarafindan bir fareden
bir fareye es zamanli olarak transplante edilerek deneysel tumor olarak kullanilmistir
[106]. 1932 yilinda Loewental ve Jahn, farenin peritonu igerisindeki siviy1 kanser
hicreleri ile birlikte likit formundan dolayr ehrlich assit karsinom olarak
adlandirmislardir [107]. Lettre ve arkadaslar1 2. Diinya Savasi boyunca bu kanser hiicre
hattinin  kalitatif ve kantitatif kanser icin uygun test sistemi haline getirmeye
calismislardir [108]. 1948 den sonra da EAT hiicreleri arastirmalar1 diinya ¢apinda hizli
bir sekilde artmistir. EAT hiicrelerinin, tiimor spesifik antijenlere (TSTA) ihtiyag
duymamasi, %100 koti huylu timoér olmasi, ¢ok kisa Omiirlii olmasi, regresyon
gostermemesi ve hizli ¢ogalmasi, yiiksek transplante 6zelliginin olmasi, hiperdiploid
yapida olmas1 ve farklilagmamis kanser olmasindan dolay: tercih edilme orani fazladir

[105].
1.7.4.1.1. Ehrlich Assit TUmoru

Tumor hucrelerinin peritonal bosluk igerisine enjekte edilmesinden sonra g¢ogalan
neoplastik hcreleri iceren eflizyonun gergeklesmesi assit terimi ile ifade edilir.
Genellikle bu tir timor modellerinde dereceli olarak ¢cogalma gozlenirken, tekrarlayan
pasajlarla tumor viriilans1 artar. Differansiasyon gitgide kaybolur ve gelismeyi kontrol
eden baslica mekanizmalardan serbest kalir ve sonunda, heterotransplantabilite
kabiliyeti kazanarak assit formuna doniisiir. Assit sivisi gri-beyaz renkli veya bazen de
hafif kanli viskoz halinde olup 1cc igerisinde 10 milyon neoplastik hicre icermektedir
[109].
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Ehrlich assit formunun elde edilmesiyle birlikte, assit sivisi arastirmalarda siklikla
kullanilmistir. Cok fazla tercih edilmesinin nedeni EAT hcrelerini iceren
stispansiyonun homojen seklinde olmasi ve bunun sonucunda kantitatif olarak belirli
hlcrenin bir bagka fareye transplante edilmesidir. Assit sivisinin kullanilmasi ile
transplante edilen hiicrenin sayisinin belirlenmesinin yani sira timoér biyiikligi de

temel sayag sistemleri ile belirlenebilir [110].

Farenin peritoneal boslugu igerisindeki suspansiyonda yetisen htcreler in vitro
kosullarda sentetik yuzeylere tutunamazlar [111]. Assit sivisimin farenin peritonu
icerisine enjekte edilmesinden 4-6 giin sonra yaklasik 5-12 cc assit tesekkiil eder [ 105].
Assit sivismin inokiilasyonundan sonra hiicreler iki fazda yetisir. Ilk faz ¢ogalmanim
katlanarak oldugu proliferasyon fazi, ikinci faz ise hiicre sayisinin sabit kaldigi
dinlenme fazini takiben olan plato fazidir [112]. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda 3x10°
EAT hiicresinin peritoneal bosluga enjekte edilmesinden sonra 9. gline kadar hucreler
stirekli olarak artmistir. Hiicreler 9. ve 10. giinden sonra proliferasyon fazindan plato
fazina ge¢meye baglamistir [113]. Baska bir calismaya gore 10" EAT hiicresinin
peritoneal bosluga enjekte edilmesinden sonra hiicreler 4 faz sergilemistir. Hiicreler 4-5
giin boyunca logaritmik fazda kalmistir. Plato fazinda, 5. ve 13. giinler arasinda, hiicre
sayist hemen hemen sabit kalmistir. 13. ve 15. giinler arasinda gecici proliferasyon
fazina girmistir. 15. ve 18. giinler arasinda ise ikinci plato fazina gegerek hiicre sayisi
tekrar sabit hale gelmistir [114]. Proliferasyon fazindan plato fazina kadar, yapisal
bozulma [115] mitokondri sayisinin azalmasi, DNA ve RNA sentezinin azalmasi,
bazlarin niikleozitlerin, purin ve pirimidin niikleotidlerinin hiicre igerisinde kaybolmasi,
ATP konsantrasyonunun diismesi, protein sentezinin azalmasi, [116] timidin kinaz
aktiviesinin azalmasina bagli olarak timidinin artmasi, [117] glutatyon (GSH)
konsantrasyonunun azalmasi, [118] trigliseridler kolesterol ve serbest yag asitlerinin

artmasi gibi morfolojik ve metabolik degisiklikler meydana gelmektedir [119].

EAT hcrelerinin sayilar1 gogalma periyodu boyunca hizli hiicre bolinmeleriyle artar ve
periton boslugunu doldururlar. Timaor hucrelerindeki bu ¢cogalmaya paralel olarak assit
stvist da birikir belli bir zaman sonra da konak hayvan hem timaor hacminin olusturdugu
basing hem de timorin organizmaya verdigi hasar sonucunda 6lir. Sivi EAT bazi
ilaglarin Ozellikle de kemoterapide kullanilan ilaglarin timdrler tzerindeki etkilerinin

arastirtlmasinda siklikla kullanilan bir timor modeli olmustur [119].
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1.7.4.1.2. Ehrlich Solid Tumor

Ehrlich solid tumoru Ehrlich ve Apolant tarafindan gelistirilmistir [108]. Ehrlich timoriu
hlcrelerinin deri alt1 verilmesiyle bir haftada yaklasik 1cm ¢apinda timor elde edilir. Bu
biyiikliige ulastiginda timorin ortasinda bir miktar nekrotik saha vardir. TUmor
hlcreleri esit blyiklikte degildir ve ¢aplar1 20- 30 mikrondur [109]. TUmOorin en dis
kisminda ise fibroz bir kapsul bulundugu belirtilmektedir [111]. Solid timorin oldukca
yavas blyumesi yuksek oranda hiicre 6luminden kaynaklanmaktadir [119]. TUmorln
tutma oraninin yuksek olusu, hizli gelismesi ve infiltratif blyiime gostermesi ylksek
derecede maling oldugunu gosterir [109]. Hipotetraploid Ehrlich hiicreleriyle yapilan
calismalarda kat1 ve s1vi formlarin mitoz oranlar ile iki kat olma surelerini incelemistir
ve kati timor hicrelerinde iki kat olma zamanmnin uzadigini, mitoz oraninin ise
azaldigin1 bulmuslardir [111]. Solid tumor elde etmek igin subkutan olarak timaor hucre
stispansiyonunun 1x10° mI’lik hiicre siispansiyonu deri altina enjekte edildiginde, bir
haftalik bir siire sonunda olgilebilecek diizeyde solid tiimor saptanabilir. Higbir tedavi

yapilmazsa 35- 40 giin i¢inde farelerde 6lim gozlenir [94].



2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma sirasinda hayvanlar iizerinde uygulanan metodun hayvan haklar1 ve hayvan
deneyleri etigine uygunlugu, Erciyes Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulunun 12.08.2012 tarih ve 12/89 numarali karari ile onaylanmis (Ek 1) ve ¢alisma
Hakan Cetinsaya Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

(DEKAM) gerceklestirilmistir.
2.1. Gilaburunun Toplanmasi ve Ekstraktin Elde Edilmesi

Bu calismada kullanilan gilaburu Akdeniz Universitesi 6gretim (yesi Prof. Dr. Ahmet
AKSOY tarafindan teshis edilmistir. Gilaburu meyveleri Kayseri ili Sarioglan
ilgesinden meyvenin hasat zamani olan Ekim ay1 igerisinde tek bir agagtan 2 Ekim 2013
tarihinde elle toplanmistir. Toplanan gilaburu meyvesi iginde bulunan yaprak, ¢op vb.
gibi kisimlar ayiklanarak 5 kg tartilip ayrilmistir. Gilaburu meyvesi plastik kaplar
igerisinde Erciyes Universitesi Biyoloji Béliimii'ne getirilerek ayni giin igerisinde
geleneksel yolla meyveleri ezilmis ve siiziilerek meyve sulari elde edilmistir. Daha
sonra 6000/dk devirde 10°C de 10 dakika santrifij (Sigma 3C-30) edilip posalari
ayrilarak elde edilen gilaburu meyve suyunun az bir kismi fiziksel igeriginin analizi i¢in
+4°C’ye kaldirilmistir. Kalan kisim ise 30 mL’lik hacimler halinde algak basingta
(0.001 mm Hg), -25°C bulunan liyofilizatér (Labconco) ile kurutularak toz haline

getirilmistir. Gilaburu ekstrakti uygulama giiniine kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
2.2. Gilaburu Meyve Suyunun Baz iceriklerinin Analizi

Gilaburu meyve suyundan 200 mL alinarak cam sisede soguk ve karanlik ortam
icerisinde, analiz edilmesi i¢in Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida

Miihendisligi Bolimii’'ne gonderilerek gilaburu suyunun pH, titrasyon assitligi, C
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vitamini, toplam fenolik madde miktar1 ve mineral (sodyum, potasyum, kalsiyum,

magnezyum) miktarlar1 analiz edilmistir.
2.3. Gilaburu Ekstraktinin Coziinmesi ve Sterilizasyonu

Gilaburu ekstrakti uygulama giiniinde DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline)
tamponu ile her deney grubu icin istenilen konsantrasyonlari saglayacak sekilde farkli
hacimlerde ¢ozdiiriilmiistlir. Coziinme isleminden sonra farelere enjekte edilmeden dnce
ilk olarak 0,45 pm’lik daha sonra 0,22 pum’lik filtrelerden gecirilerek steril hale
getirilmistir. Gilaburu ekstraktinin ¢oziinmesi her enjeksiyon gilintiinde taze olarak

hazirlanmistir.
2.4. EAT Olusturulmasi

Gaziantep Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliminden temin edilen donor
hayvanlar Erciyes Universitesi, DEKAM’a getirilmistir. Steril enjektor yardimiyla
dondr farenin periton boslugundan, i¢inde EAT hiicrelerinin bulundugu assit sivisi
alinarak DPBS icerisinde siispanse edilip, bu siispansiiyonun bir kismi tripan mavisi ile
boyanip mikroskop altinda canli hiicre sayisi tespit edilmis ve alic1 farelere verilmesi
gereken assit sivis1 miktart belirlenmistir. Alici farelerin her birine intraperitoneal yolla
200 pl assit sivisi (10° tiimér hiicresi) enjekte edilerek assit (sivi) timor olusumu

saglanmustir.
2.4.1. Deney Hayvanlar

Calismada ortalama agirliklar1 25-30 gram arasinda degisen, 8 haftalik, 45 tane erkek
Balb/c cinsi fare DEKAM’dan temin edilmistir.

Fareler 5 gruba ayrilarak her bir grup ayri kafeslerde olacak sekilde, nem orani1 %50-60,
151 22 £ 1°C ve 151k peryodu 12/12 gece/giindiiz olan ortamda tutulmustur. Farelere
standart fare yemi ve igme suyu olarak ¢esme suyu giinliik olarak verilmistir. Farelerin

agirlik degisimleri hassas terazi ile caligsma baslangicindan bitimine kadar dl¢tilmiistir.

2.4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Gilaburu Ekstraktinin Enjekte

Edilmesi

Her grupta bulunan farelere higbir islem yapilmadan once farelerin tily ozellikleri ve

agirliklar not edilmistir.
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Grup I ( Saghkh Kontrol grubu, n=7): Bu grupta bulunan toplam 7 fareye ginlik
olarak 10 giin sire ile intraperitoneal olarak % 0.9 izotonik NaCl ¢ozeltisinden 200 pL

enjekte edilmistir.

Grup Il (Tumdr Kontrol Grubu, n=9) Bu grupta bulunan toplam 9 fareye
intraperitoneal olarak 1x10° EAT hiicresi sadece bir defa olmak iizere 200 pL enjekte

edilmistir.

Grup I (Tamor ve 25 mg Gilaburu Uygulama Grubu, n=9) Bu grupta bulunan
toplam 9 fareye intraperitoneal olarak 1x10° EAT hiicresi sadece bir defa olmak Uizere
200 pL enjekte edilmistir. Kanser hiicrelerinin enjekte edilmesinden 2 saat sonra 25 mg
gilaburu ekstraktt 200 uL. DPBS tamponu igerisinde ¢oziiliip steril hale getirildikten

sonra giinliik olarak 10 giin siire ile her fareye intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

Grup IV (Tumoér ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu, n=9) Bu grupta bulunan
toplam 9 fareye intraperitoneal olarak 1x10° EAT hiicresi sadece bir defa olmak uizere
200 pL enjekte edilmistir. Kanser hiicrelerinin enjekte edilmesinden 2 saat sonra 50 mg
gilaburu ekstrakti 200 L. DPBS tamponu igerisinde ¢oziillip steril hale getirildikten

sonra gunluk olarak 10 guin sure ile her fareye intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.

Grup V (Timoér ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu, n=9) Bu grupta bulunan
toplam 9 fareye intraperitoneal olarak 1x10° EAT hiicresi sadece bir defa olmak Uizere
200 pL enjekte edilmistir. Kanser hiicrelerinin enjekte edilmesinden 2 saat sonra 100
mg gilaburu ekstrakt1 200 pL. DPBS tamponu igerisinde ¢oziiliip steril hale getirildikten

sonra giinliik olarak 10 giin siire ile her fareye intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.
2.5. Gilaburu’nun EAT Gelisimi Uzerine EtKkisi

Gilaburu ekstraktinin tiimor gelisimi lizerine etkisi, sirasiyla gruplardaki farelerin
giinliik fizyolojik kontrolii ve agirlik artisina, periton sivisindan alinan tiimor hiicresi
sayisina, bobrek ve karaciger dokularinin antioksidan degerlerine ve dokularin

patolojisine bakilarak degerlendirilmistir.
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Son gilaburu enjeksiyonundan bir gun sonra (11. giin) bir miktar (50 pl) intraperitoneal
stv1 bir enjektorle alinarak timor hiicre sayimlart yapilmistir. Ayni giin ketamin (0,1 mg
kg™) ve xylazin (0,05 mg kg™) ile intramiiskiiler genel anestezi altinda karaciger ve
bobrek dokulari alindiktan sonra hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir
[120]. Izole edilen karaciger ve bobregin sol lobuna ait doku &rnekleri 50 mM potasyum
fosfat (KPO,) tamponu igine alinarak biyokimyasal analizler i¢in hazirlanmistir. Ayrica
histopatolojik degerlendirmeler i¢in alinan organ pargalari i¢inde %10’luk formaldehit

bulunan cam siselere transfer edilerek fikse edilmistir.
2.5.1. EAT Hiicrelerinin Tripan Mavisi Yontemi ile Sayimi

Gilaburu ekstraktinin enjekte edilmesi 10. giin sonunda bitmistir. 11. giin saglikli
kontrol grubu disinda EAT hiicresi enjekte edilen farelerin periton boslugu igerisindeki
EAT hiicrelerinin bulundugu assit sivist alinarak DPBS igerisine siispanse edilmistir
(Sekil 2.6). Bu siispansiyondan ependorf tlpdndn igerisine 50 pl alinmistir ve bu hiicre
stispansiyonu Uzerine 50 ul % 0,4’lik tripan mavisi ilave edilmistir. [121]. Tripan
mavisiyle boyanmig olan bu soliisyondan thoma lamiin sayma alanlarina 10 pl
eklenerek tamamen dolmasi saglanmistir ve tizerine lamel kapatilarak 151k mikroskobu
altinda canli olan hiicreler sayilmustir. Olii hiicreler maviye boyanmis oldugu igin
kolayca fark edilmis ve sayima dahil edilmemislerdir. Thoma laminin her iki sayma
alanindan 5’er biiyiik kare secilerek igindeki canli hiicreler sayilmistir. Ortalamasini
almak amaciyla sayilan tiim hiicreler toplanarak 10’a boliiniir ve thoma laminin bir
sayma alaninda 16 biiyiik kare bulundugu i¢in ¢ikan sonug 16 ile ¢arpilmistir. Bu sonug
ise 10° ile carpildiginda 1ml’deki hiicre sayisi bulunmustur [122]. Hiicre sayimi
yapildiktan sonra tiimor kontrol grubundan bir kisim hiicre in vitro sitotoksite
calismalar1 i¢in %10 DMSO bulunan besi ortamina alinarak dondurma tiplerine
konulmustur. Dondurma tiiplerine konulan hiicreler kademeli olarak (-20 °C ve -80°C)
dondurulmus ve denemelerde kullanilincaya kadar sivi azot tankinda (-196 °C)

saklanmustir.
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Sekil 2.1. Deney gruplarmmin periton boslugu icerisindeki EAT
hiicrelerinin enjektdr yardimi ile alinmasi

2.5.2. Gilaburu Ekstraktimn EAT Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

2.5.2.1. EAT Hiicrelerinin Yeniden Canlandirilmasi ve Cogaltilmasi

%10 Dimetil siilfoksit (DMSO) bulunan besi ortaminda sivi azotta dondurulup
saklanmig olan EAT hiicreleri, sitotoksisite caligsmalarinda kullanilmak iizere yeniden
canlandinlmistir. Bu amagla, dondurulmus hiicreler 37 °C’de su banyosunda
cozdiirilmistiir. Cozdiiriilen hiicreler %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 glutamin ve
%]1 penisilin igeren RPMI 1640 besi ortamina yeniden ekilmistir. Hiicreler, 25 cm?lik

kiiltiir flasklarinda 37 °C’de %5 CO, iceren inkiibatorde cogaltilmistir.

25 cm?lik kiiltiir flasklarinda gogaltilan EAT hiicreleri, kiiltiir flasklarinda %80-90
yogunluga ulastiginda hiicreler, kapakli bir tiip igerisinde toplanarak 1800 rpm’de 5 dk
boyunca santrifiij edilmistir. Stipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra santrifiij edilen
hiicreler, besiyeri ile tekrar siispanse edilmistir. Tekrar siispanse edilen hiicrelerden 50
ul alinarak eppendorf tiiplerine aktarilmis ve iizerine aymi miktarda tripan mavisi
(trypan blue) ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan bu karisimdan 6rnek alinarak

thoma laminda inceleme ve sayim yapilmig, 1 mL’deki toplam hiicre sayis1 ve yiizde
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canlilik oran1 belirlenmistir. Canlilik oran1 (%) belirlenirken hiicrelerin tripan mavisi ile
boyanma oranlar1 goz oniine alinmistir. Bu sekilde toplam hiicre sayis1 ve ylizde canlilik
orani belirlendikten sonra, 6-kuyucuklu flasklara ekim yapmak icin her kuyucukta
150.000 hiicre/mL olacak sekilde gerekli hesaplamalar yapilmis ve steril kosullarda
kapakli tiipler icerisinde seyreltmeler yapilarak, denemelerde kullanilmak iizere 3 mL
besi ortaminda 450 bin hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir ve 24 saat inkiibatorde

bekletilmistir.
2.5.2.2. Gilaburu Ekstraktinin EAT Hiicrelerine Uygulanmasi

Gilaburu ekstraktt 125, 250, 500 pg mL* konsantrasyonlarda olacak sekilde DPBS
tamponu ile farkli hacimlerde ¢ozdiriilmiistiir. Coziinme isleminden sonra hiicrelere
uygulanmadan o6nce ilk olarak 0,45 pm’lik daha sonra 0,22 um’lik filtrelerden
gecirilerek steril hale getirilmistir. Bu islemden sonra gilaburu ekstrakti kiiltiir ortamina

ilave edilerek 48 saat siire ile bekletilmistir.
2.5.2.3. Tripan Mavisi Yontemi ile in vitro Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Ekstraktin 125, 250, ve 500 pg mL™ konsantrasyonlarimin EAT hiicreleri iizerindeki in
vitro sitotoksik etkisinin belirlenebilmesi amaci ile ependorf tiipii i¢erisinde alinan 50 pl
hicre slspansiyonu (izerine 50 ul % 0,4°1tk tripan mavisi ilave edilerek, boyama
sonrasinda 151k mikroskobunda her bir ekstraktin her bir konsantrasyonu icin canli ve
Oli hiicre sayimi yapilmistir. Calismalar iic tekrarli olarak yapilmistir. Yiizde

sitotoksisite oran1 agagidaki formiile gore belirlenmistir [120].
% Sitotoksisite = [(Toplam Hucre-Canli Hiicre) / Toplam Hiicre] x 100

EAT hicrelerinin % 50’sinin 6lumine sebep olan ekstrakt konsantrasyonu (ICsp)
degerleri de, uygulanan ekstrakt konsantrasyonlarma kars1 yiizde sitotoksisitenin
grafikleri ¢izilerek hesaplanmistir. Kontrole gore %50 oraninda sitotoksik etki gosteren
konsantrasyon sitotoksik doz olarak, sitotoksisitesi %50’nin altinda bulunan

konsantrasyonlar ise; etkisiz olarak kabul edilmistir.
2.5.3. Biyokimyasal Incelemeler

Izole edilen karaciger sol lob ve bobrek sol lob doku érnekleri 50 mM potasyum fosfat
(KPO4) tamponu iginde cam-cam homojenizatér kullanilarak 1/10, w/v orani

kullanilarak homojenize edilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in hazirlanan bu dokular
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3000 g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen homojenizatlar analize kadar

—80 °C de saklanmustur.

Doku homojenatlarinda, total protein miktart belirlenmistir. Ayrica malondialdehit
(MDA) seviyesi, katalaz (CAT) ve slperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini

yapilmistir.
2.5.3.1. Dokularin Protein Miktar1 Tayini
Prensip

Doku homejenatlarinda  total  protein

gergeklestirilmistir [123].
Reaktifler

1. Comassie Brillant Blue G 250
2. %96 Etanol

3. % 85 Orto-fosforik asit

4. dH,0

analizi  Bradford yoOntemine gore

5.1 mg mL™ Bovine Serum Albiimine (BSA) mg mL™

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. Comassie Brillant Blue G 250: 500 mg tartilarak 250 mL %96’lik etanol igerisinde

¢Ozilmiistiir.

2. % 85 Orto-fosforik asit: %85’lik stok siseden 500 mL alinarak hazirlanan Comassie

Brillant Blue G 250 ¢6zeltisine ilave edilmistir. Son hacim 1 L olacak sekilde distile su

ile tamamlanmistir. Analize kadar +4 ‘C’de muhafaza edilmistir.

3. BSA: BSA’dan 10 mg tartilarak 10 mL distile su ile ¢oziilmiistiir ve kii¢iik hacimlere

ayrilarak analize kadar -20 ‘C’de muhafaza edilmistir.
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Hazirlanmis olan bu 5X’lik Bradfort soliisyonu 1:5 oraninda distile su ile dilie edilerek
1X oraninda kullanilmustir.
Standart Egim Grafiginin Elde Edilmesi

Gunlik Standart

Stok BSA’dan 10 mg tartilarak 10 mL dH,O ile ¢ozilmistir. 0,01, 0,02, 0,03, 0,04,
0,05 mg mL™lik calisma standartlart hazirlanmuistir. Bu standartlar Tablo 2.1°de

verildigi gibi tiiplere konulmustur.

Tablo 2.1. Bradfort standart egim grafigi i¢in gerekli reaktiflerin tiiplere konulmasi

Standartlar 1 mg mL"stok BSA  1X Bradfort Ayraci
mg mL™* dH20 (uL) (BL) (mL)
Kor 500 - 5
0,01 495 5 5
0,02 490 10 5
0,03 485 15 5
0,04 480 20 5
0,05 475 25 5

Standartlar 10 dk boyunca karanlikta bekletilmistir ve vortekslenerek 595 nm’de
absorbansi spektrofotometre ile okunmustur. Calismalar her grup igin ii¢ tekrarli olarak

yapilmistir.
Yontem

Reaktifler Tablo 2.2’ de belirtilen hacimlerde tiiplere konulmustur.

Tablo 2.2. Protein tayin yontemi i¢in gerekli reaktiflerin tiiplere konulmasi

Cozeltiler Ornek
Ornek (uL) 50
dH.0 (uL) 450

1X Bradfort Ayraci (mL) 5)
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Ornekler 10 dk boyunca karanlikta bekletilmistir ve vortekslenerek 595 nm’de
absorbanst spektrofotometre ile okunmustur. Caligmalar her grup icin ii¢ tekrarh

yapilmistir.

Hesaplama: Sonuglar Bradfort standart egim grafigi ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Serum dillisyon oranit 1/50 olarak kullanilmistir. Standart egim
grafigi 50 seyreltme orant ile carpilarak hesaplanmistir. Bradford standart

konsantrasyonlar1 ve absorbanslar1 ve egim grafigi Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Bradfort Standart Egum Grafigi

y=35,29x+0,0028 S

0,25 R*=0,9975
o
n‘) "
— 0,2 @
Lo
c ‘.-"
vy 0,15
(@)Y
v L
v @

0 -
o 01
<

0,05 L 2

0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

BSA Standart Konsantrasyonlari mg mL-!

Sekil 2.2. Bradford standart egim grafigi

2.5.3.2. Malondialdehit (MDA) Tayini
Prensip

Dokulardaki lipit peroksidasyonu, Ohkawa ve ark. tarafindan gelistirilen yonteme goére
belirlenmistir [124].
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Reaktifler

=

SDS: Sodyum Dodesil Silfat

2. HAc: Asetik asit (pH 3.5)

3. TBA: Tiyobarbitirik Asit (pH 3.5)

4. nBu-Pri: n-Butanol-Piridin ¢ozeltisi (15/1)

5. TMP: Stok standart: 1,1,3,3 tetrametoksipropan (yogunluk: 0.99 g/mL)

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. %8.1 Sodyum dodesil sulfat (SDS): Sodyum Dodesil Silfat (SDS) 8,1 g

tartilarak distile suyla 100 mL’ye tamamlanmistir.

2. %20 Asetik asit (HAC) (pH 3.5): 20 mL Asetik asit distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir. pH: 3,5’e doymus NaOH ile ayarlanmistir.

3. 900.8 Tiyobarbiturik asit (TBA) (pH 3.5): 0,8 g Tiyobarbitirik asit distile su
ile 100 mL’ye tamamlanmistir. pH: 3,5° ¢ doymus sodyum hidroksit (NaOH)

ile ayarlanmistir.

4. n-Butanol-Piridin (nBu-Pri) c¢ozeltisi (15/1): n-Butanol’den 15 mL

Piridin’den 1 mL alinarak 15/1 oraninda karisim hazirlanmustir.

5. Stok standart: 1,1,3,3 tetrametoksipropan (yogunluk: 0.99 g/mL): Stok
standarttan 17,1 pL alimip 1000 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. (100

nmol/mL’lik giinliik standart olusturulmustur).
Standart Egim Grafiginin Elde Edilmesi
Gunlik Standart

Stok standarttan 17,1 pl almip 1000 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. (100
nmol/mL’lik giinliik standart olusturulmustur). Standartlarin konsantrasyonlar1 10, 20,
40, 60, 80, 100 nmol/mL’lik olacak sekilde hazirlanmistir. Bu standart egim grafigi i¢in

gerekli reaktifler Tablo 2.3’de belirtilen hacimlerde tiiplere konulmustur.
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Cozeltiler

(mL) Kor 10* 20* 30* 40* 60* 80* 100*
Standart - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
HAC 15 15 15 15 15 15 15 15
TBA 15 15 15 15 15 15 15 15
dH,0 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
95°C de 30 dk inkibe edildikten sonra 5-10 dk

sogutulmustur

dH,0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Pri 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
* = nmol/mL

Reaksiyon igerigi kuvvetle vortekslenmistir ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifii

edilmistir. Siipernatantta bulunan organik kisim alnip 532 nm

absorbansda

spektrofotometre ile okunmustur. Calismalar her grup icin ti¢ tekrarl olarak yapilmistir.

Yontem

Reaktifler Tablo 2.4°de belirtilen hacimlerde tiiplere konulmustur.

Tablo 2.4. MDA enzim diizeyi i¢in gerekli reaktiflerin tiiplere konulmasi.

Cozeltiler(mL) Kor Standart Ornek
Standart (10 nmol/mL) — 0.1 —
Ornek — — 0.1
SDS 0.2 0.2 0.2
HAC 15 15 15
TBA 15 15 15
dH,0 0.8 0.7 0.7
95°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra sogutulmustur.

dH,0 1.0 1.0 1.0
nBu/Pri 5.0 5.0 5.0
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Reaksiyon igerigi kuvvetle vortekslenmistir ve 4000 rpm de 10 dakika santrifij
edilmistir. Ustteki organik kistm alimip 532 nm’de absorbansi spektrofotometre ile

okunmustur. Calismalar her grup i¢in {i¢ tekrarli olarak yapilmistir.

Hesaplama: Sonuglar standart egriden y= ax+b denklemi kullanilarak hesaplanmuistir.

Bulunan degerler total protein miktarlarina boliinerek nmol/mg cinsinden verilmistir.
2.5.3.3. Katalaz (CAT) Aktivitesi Tayini
Prensip

Katalaz aktivitesi Aebi tarafindan onerilen metoda gore yapilmistir [125]. Enzimatik
aktivite tayini, hidrojen peroksitin 240 nm’deki absorbansinin enzim ile etkilesmesinden
sonra azalmasiin zamana bagl olarak ol¢iilmesiyle yapilmistir. Hidrojen peroksit i¢in

molar ekstinksiyon katsayis1 0,0396 (0,04) cm? umol™ dir [125].
CAT
H20, + H,0, — 2H,0 + O3
Reaktifler
1. 50 mM pH:7.0 Fosfat tamponu:
2. 30 mM H0,:
Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. Fosfat Tamponu (50 mM pH:7.0): a) 6.81 g KH,PO4 ve b) 8.90 g Na,HPO4 x
2H,O tartilip, hacimleri ayr1 ayri distile su ile 1000 mL’ye tamamlanmstir.

Kullanilacagi vakit a’dan 1 hacim b’den 1.55 hacim alinarak karistirilmistir.

2. H20; (30 mM): % 30’ luk hidrojen peroksitten direk alinarak kullanilmistir.
Yontem

Reaktifler Tablo 2.5’de belirtilen hacimlerde tiiplere konulmustur.
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Cozeltiler Kor Ornek
Fosfat Tamponu (pL) 978 —
Ornek (uL) 20 20
H202 (uL) — 2

240 nm de H,0;’nin absorbans azalmasi 3 dk. boyunca takip edilerek reaksiyon orani

yani dakikadaki absorbans degisimi bulunmustur. Calismalar her grup igin ¢ tekrarh

olarak yapilmustir.

Hesaplama: Sonuglar, U/mg protein olarak ifade edilmistir.

AODx Vt
0.40xVo

Katalaz aktivitesi (U/mL) =
AOD = Zamana gore absorbans degisimi
Vt = Toplam hacim Vo6

V6 = Ornek hacmi

0.04 = H,0;’in 240 nm’deki mM ekstinksiyon katsayisi

Katalaz Aktivitesi
Protein Miktari

Katalaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

2.5.3.4. Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini

Prensip

Calismaya alinan farelerin karaciger ve bobrek dokularindaki SOD aktivitesi tayininde

Sun ve ark. tarafindan gelistirilen metot kullanilmistir [126]. Ksantin oksidaz (XO) ile

ksantinin oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan O, nitroblue tetrazolium (NBT) gibi boyar

maddeleri rediikleyerek formazonlari olusturmaktadir. Siiperoksit anyonunun, H,0O,’e

dismutasyonunu saglayan SOD varliginda, XO reaksiyonlar1 ile tiretilen O, slrekli

tiiketileceginden, NBT ile reaksiyona giren O,” miktar1 azalacak ve bu yolla formazon

olusumu Onlenecektir.
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SOD aktivitesi, XO’m katalizledigi tepkimede, NBT rediiksiyonunun inhibisyon
derecesine bagli olarak Olciilebilir. SOD aktivitesi yiikseldikge, NBT rediiksiyonu ile

formazon olusumu azalacaktir.

Ksantin Oksidaz

Ksantin > Urik asit + O,°~
spontan

0, + NBT > Mavi renkli formazon
SOD

2H" + 20," > H02 + O

Reaktifler

1. 0,3 mM Ksantin

2.0,6 MM EDTA

3.150 uM NBT

4. 0,4 M Na,CO3 (Sodyum Karbonat)
5.1 gr/L BSA

6. 167 U/L Ksantin Oksidaz

7.0,8 mM CuCl,

8.2 M (NH,4),SO,

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. 0.3 mM / L ksantin (0,1 mL): 9.13 mg alinip son hacim 200 mL olacak sekilde
distile suda ¢oOziilmiistiir. Ksantin zor ¢oziindiigiinden dolayr bu islem; ortama 1 M

NaOH c¢ozeltisinden 1-2 damla ilave edilerek yapilmistir.

2. 0.6 mM / L Na;EDTA (0,5 ml): 23 mg alinip son hacim 100 mL olacak sekilde

distile suda ¢ozlinmiistiir

3. 150 uM / L NBT (0,5 mL): 12,3 mg alinip son hacim 100 mL olacak sekilde distile

suda ¢Ozlinmiistiir.
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4. 400 MM / L Na,COs3 (0,3 mL): 2,54 gr alinip son hacim 60 mL olacak sekilde distile

suda ¢Ozinmiistiir.

5. 1g / L BSA (0,15 mL): 30 mg alinip son hacim 30 mL olacak sekilde distile suda
¢cOzunmustur.

SOD aktivitesi tayin edilecek her numune icin, toplam hacim 2,45 mL olacak sekilde

hazirlanmistir.

6. Ksantin Oksidaz (167 U/L): 11860 U / L ksantin oksidaz stok ¢ozeltisinden 14 ul
alinip, +4 °C’de sogutulmus 986 ul, 2M ( NHy),SO; ile karistirtlmistir.

7. CuCl; (0.8 mmol / L): 13.6 mg CuCl; alinip bir miktar distile suda ¢oziilerek total

hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

8. 2 M (NH,4),SOy4: 2.64 gr amonyum siilfat tartilmistir bir miktar distile suda ¢oziilerek
total hacim 10 mL’ye tamamlanmistir. Bu c¢ozelti, ksantin oksidazin diliisyonunda

kullanilmastir.
Standart Egim Grafiginin Elde Edilmesi
Gunluk Standart

Standart serinin hazirlanmasi: SOD (3300 U/mg solid/mg protein), 0,6 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde, distile su ile ¢ozlinmiistiir. Bu stok standart 0,01 M
fosfat tamponu ile seyreltilerek, deney ortaminda sirasiyla 6,25; 12,5; 25; 50; 100 ng
konsantrasyonlarinda olacak sekilde, SOD ¢aligma standartlar1 hazirlanmistir ve Tablo

2.6’ da verilmistir

Tablo 2.6. SOD standart egim grafigi i¢in gerekli reaktiflerin tiiplere konulmasi

Cozeltiler (mL) Kor 6,25 12,5 25 50 100
Standart - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ksantin 1 1 1 1 1 1

EDTA 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
NBT 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Na,CO3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
BSA 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Ksantin Oksidaz 0,05 0,05 0,05 0,05 0,056 0,05

25°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.
CuCl, 1 1 1 1 1 1
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Reaksiyon igerigi kuvvetle vortekslenmistir. 560 nm’de absorbansi spektrofotmetre ile

okunmustur. Caligmalar her grup i¢in ti¢ tekrarli olarak yapilmistir.
Yontem

Reaktifler Tablo 2.7.’de belirtilen hacimlerde tiiplere konulmustur.

Tablo 2.7. SOD aktivitesi igin gerekli reaktiflerin tiiplere konulmasi

Cozeltiler(mL) Kor Standart Ornek
Standart - 0,5 -
Ornek - - 0,5
Ksantin 1 1 1
EDTA 0,5 0,5 0,5
NBT 0,5 0,5 0,5
NA,CO; 0,3 0,3 0,3
BSA 0,15 0,15 0,15
Ksantin Oksidaz 0,05 0,05 0,05
25°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

CuCl, 1 1 1

Reaksiyon icerigi kuvvetle vortekslenmistir. 560 nm’de absorbansi spektrofotmetre ile

okunmustur. Caligsmalar her grup i¢in ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

Hesaplama: Standart seri ve numune tlplerinde % inhibisyon degerleri asagidaki

formiille hesaplanmaistir:

Kor’un absorbans (Ak ) — Numune’nin absorbansi (An)

% inhibisyon = x 100
Kor’in absorbansi (Ak )

Standart seri i¢in hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsilik gelen SOD
konsantrasyonlar1 kullanilarak; SOD tarafindan NBT rediiksiyon hizinin inhibisyon
grafigi elde edilmistir. Grafik yardimi ile numunelere ait % inhibisyon degerlerinde

unite SOD degerleri hesaplanmistir. Bu degerler metodun uygulanmasi sirasinda
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kullanilan seyreltme faktorleri ile carpilarak numunelerin gercek SOD f{initelerine
ulagilmigtir. Protein miktarlar1 da tayin edilerek SOD aktivitesi, spesifik aktivite

cinsinden, U/mg protein olarak verilmistir.
2.6. Histopatolojik Degerlendirmeler

Dokularm histopatolojik degerlendirmeleri Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel

Tip Boliimii, Histoloji-Embriyoloji Anabilim dali tarafindan yapilmaistir.
2.6.1. Histolojik Doku Takibi

%10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin histolojik takip asamalarindan sonra
hazirlanan ve parafin bloklara gémiilen dokulardan 5 um’lik kesitler dokiilmemesi i¢in
poli-L lizinle kapli lamlara alinmistir. Histolojik doku takibi agamalari Tablo 2.8’de
verilmistir. Elde edilen ve deney gruplarina ait olan karaciger ve bobrek dokularma
hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmistir [127]. Bu boyama metodu igin

uygulanan prosediirler Tablo 2.9°da verilmistir.

Tablo 2.8. Parafin doku takip (PAS) yontemi agamalari

Sira Yapilan islem Sture
1 %10’luk formalin Bir gece
2 Akarsu Bir saat
3 % 50’lik etil alkol Bir saat
4 % 70’lik etil alkol Bir saat
5 % 90’11k etil alkol Bir saat
6 % 96’11k etil alkol-I Bir saat
7 % 96’11k etil alkol-11 Bir saat
8 Absolut alkol-1 Bir saat
9 Absolut alkol-I1 Bir saat
10 Ksilen Bir saat
11 57 °C’de etiivde eriyik parafin Bir gece
12 GOmme
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Tablo 2.9. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yonteminin asamalari

Sira Uygulanan islem Siire
1 Ksilen-1 15 dk
2 Ksilen-I1 15 dk
3 Absolut alkol-I 10 dk
4 Absolut alkol-I1 10 dk
5 % 96 Alkol 10 dk
6 % 80 Alkol 10 dk
7 %70 Alkol 10 dk
8 % 50 Alkol 10 dk
9 Akarsu 5dk
10 Hematoksilen 7-8 dk
11 Akarsu 5dk
12 Eozin 4-5 dk
13 Akarsu 5dk
14 % 50 Alkol 10 dk
15 %70 Alkol 10 dk
16 % 80 Alkol 10 dk
17 % 96 Alkol 10 dk
18 Absolut alkol-I 10 dk
19 Absolut alkol-11 10 dk
20 Ksilen-I 15 dk
21 Ksilen-I1 15 dk
22 Kapatma

2.6.2. Histopatolojik Degerlendirme

H-E, PAS ile boyanan preparatlarin histolojik degerlendirmesi i¢in DP 70 dijital kamera
ile donatilmis Olympus BXS51 151k mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya)
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kullanilmistir. Hazirlanan preparatlarda, karaciger ve bobrek dokularina ait parankima

yapilar1 incelenerek goriintiiler elde edilmistir.
2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile varyans homojenligi
Levene testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalar tek yonlii varyans
analizi ve Kruskal-Wallis H testleri ile degerlendirilmistir. Coklu karsilastirmalar
Tamhan T2 ve Siegel-Castellan testleri ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama ile
standart sapma veya ortanca ile 25. ve 75. yiizdelikler olarak ifade edilmistir. Verilerin
analizi IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Inc., ILL, USA) ile degerlendirilmistir. p<0.05
anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. Degerler n (%), ortalama + standart sapma veya

ortanca (25. ve 75. ylizdelikler) ile ifade edilmistir.



3.BOLUM

BULGULAR

3.1. Gilaburu Meyve Suyunun Analiz Bulgular

Gilaburu meyve suyunun igerigi ile ilgili Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii tarafindan belirlenen bazi degerler (pH, titrasyon asitligi,
formol sayisi, suda ¢oziinlir kuru madde degeri, C vitamini ve toplam fenolik madde
icerikleri) Tablo 3.1°de, bazi mineral miktarlar1 (sodyum, potasyum, kalsiyum,
magnezyum) ise Tablo 3.2° de verilmistir.

Tablo 3.1. Gilaburu meyve suyunun pH, titrasyon asitligi, formol sayisi, suda ¢oziiniir

kuru madde degeri, C vitamini ve toplam fenolik madde igerikleri

Suda Toplam

Titrasyon Formol Cozunar L Fenolik

PH Asitligi Sayisi Kuru | ©VIMINE L adde
Madde Gallik Asit
3.09 9.6 g/L 1.6 11.44 briks | 335 mg kg™ | 3903 mg L™

Tablo 3.2. Gilaburu meyve suyunun mineral madde miktarlar1 (mg L™)

Sodyum Potasyum Kalsiyum Magnezyum

19.0 1115 46.8 40.8

3.2. Deney Siiresince Gruplarin Viicut Agirhk Degisimi

Deney oncesi tiim gruplarin (Grup I: Saglikli Kontrol Grubu, Grup II: Tiimor Kontrol
Grubu, Grup HI: Tamor ve 25 mg Gilaburu Uygulama Grubu, Grup IV: Timor ve 50
mg Gilaburu Uygulama Grubu, Grup V: Timor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu)
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viicut agirliklart ile ilgili degerler karsilastirilmis ve istatistiksel olarak gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Deney 6ncesinde ve deney sonrasi tiim gruplarin ortalama agirlik degerleri

(gram:g)
Denemelerden Denemeler Ortalama
Onceki Sonundaki Asirhk
Grup No Ortalama Ortalama g
- 9 Artisi
Agirhk Agirhk
+SD
+SD +SD
Grup I: Saghkh Kontrol Grubun=7 | 37.0+ 2.19 36.1+£2.82 -0.9
Szrgp Il: Timor Kontrol Grubu 33.8 +3.01 505 +5.74 +16.8
Grup HI: TUmor ve 25 mg
Gilaburu Uygulama Grubu n=9 304+133 423107 119
Grup IV: TUumor ve 50 mg
Gilaburu Uygulama Grubu n=9 280+ 158 308+4.66 2.8
Grup V: Tumor ve 100 mg
Gilaburu Uygulama Grubu n=9 28.7+1.98 313+4.76 2.6

Deney siiresince (her giin) gruplara ait hayvanlarin ortalama viicut agirliklart not
edilmis ve degisim Sekil 3.1°de verilmistir. Deney baslangic1 ile deney sonunda
gruplara ait hayvanlarin viicut agirliklarindaki ortalama degisim sirastyla; Grup I’ de 0.9
g, Grup II’ de 16.8 g, Grup I1I’ de 11.9 g, Grup IV’ de 2.8 g ve Grup V’ de 2.6 g olarak
kaydedilmistir. En fazla ortalama kilo artis1 timdr kontrol grubu olan Grup II’ de
gozlenmistir. Bu gruptaki kilo artist tiimor hiicrelerinin inraperitoneal sivida
cogalmasina bagli bir artistir. Saglikli kontrol grubu (Grup I) kanser gruplart (Grup II-
IV) ile karsilastirildiginda, agirlik artis1 sadece kanser kontrol grubunda (Grup II)
anlamli bulunmustur (p <0.001). Kanser kontrol grubu ile gilaburu ekstraktinin
uygulandigr gruplarla karsilastirildiginda ise kilo degisiminde anlamli bir sekilde
azalma gorilmistir (Grup III: p <0.05, Grup IV ve V: p <0.001). Bu sonuglara
dayanarak gilaburu ekstrakinin timor hiicrelerinin ¢ogalmasini yavaslatic1 etkisinin

olabilecegi sdylenebilir (Tablo 3.3,4).
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Gruplarin Guinliik Ortalama Agirlik Degisimi

60
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40 —o—Il
30 1]}
——|\/
20 —o—\
10
0

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11.

Sekil 3.1. Gruplarin giinliik ortalama agirlik degisimi

Tablo 3.4. Ortalama agirlik degisimlerinin uygulama gruplart arast anlamlilik (p)

degerleri
Gruplar -1 -1V -V -1 " -v V-V
Anlamhhk
(p) 0.016 0.000 0.000 0.000 0.001 0.983
Degerleri

3.3. Gilaburu Ekstraktinin EAT Hucreleri Uzerindeki in vivo Sitotoksisitesi

Deney sonunda gruplardan inraperitoneal sivi alinarak tripan mavisi ile boyanmis ve 1
ml’deki EAT hiicresi sayilarak karsilastirilmistir. Deney esnasinda Grup II ve 1II’ den
bir fare, Grup IV ve V’ den liger fare 6ldigii i¢in EAT assit sivist alinamamistir ve
hiicre sayimi1 yapilamamigtir. Saglikli kontrol grubundan (Grup I) intraperitoneal sivi
elde edilemezken, kanser kontrol grubundan (Grup II) elde edilen canli hiicre sayisi
%100 canlilik degeri olarak kabul edilmistir. Diger gruplarda (Grup III-V) bulunan
hiicrelerin sayisinin tiimor kontrol grubunda bulunan hiicrelerin sayisina oram yiizde
canlilik olarak degerlendirilmistir. Deney sonunda hayvanlardan alman EAT
hlcrelerinin gruplara gore hiicre sayilart ve canlilik oranlar1 Tablo 3.5° de verilmistir.

Degerler ortalama ve % olarak verilmistir.
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Tablo 3.5. Deney gruplarinda EAT hiicrelerinin ortalama sayisi ve yiizde canlilik degeri

Ortalama Canh g o
Grup No T S (ol % Canhilik Degeri
Grup I: Saghkh Kontrol grubu n=7 - -
Grup Il: Tumor Kontrol Grubu n=8 53,20 x 10° 100
Grup H1: Tumor ve_25 mg Gilaburu 4720 x 10° 88.72
Uygulama Grubu n=8
Grup 1V: Tumoér ve_50 mg Gilaburu 36,72 x 10° 6902
Uygulama Grubu n=6
Grup V: Tumor ve }00 mg Gilaburu 27.60 x 10° 5187
Uygulama Grubu n=6

Tiimdr kontrol grubundaki %100 olan canlilik ytizdesi gilaburu ekstraktinin uygulandig:
deney gruplarinda sirastyla %88.72, %69.02 ve %51.87 olarak bulunmustur. Timor
kontrol grubu (Grup II), gilaburu uygulama gruplart (Grup III, IV ve V) ile
karsilastirildiginda, canlilik yiizdesi rakamsal olarak diismiistiir ancak istatistiksel olarak
anlamli degildir. Sadece Grup IV’ de anlamli bir sekilde azalma goriilmiistiir (p >0.05),
(Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. EAT hiicresi canlilik yiizdelerinin gruplar arast anlamlilik (p) degerleri

Gruplar
-1l n-1v n-v m-iv n-v V-V
Anlamhhk | 0.993 0.073 0.142 0.040 0.221 0.873
(P)
Degerleri

3.4. Gilaburu Ekstraktinin EAT Hiicreleri Uzerindeki in vitro Sitotoksik Etkisi

Gilaburu ekstraktinin 125, 250, 500 pg mL™ farkli konsantrasyonlarinin, 48 saat siire ile
EAT hiicreleri lizerine uygulanmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan ve kontrol gruplari ile
karsilastirilan % sitotoksik etkilere ait veriler ile htcrelerin %50 sini 6ldiren
konsantrasyon degerini gosteren ICsq degerleri, her bir konsantrasyon igin Tablo 3.7’de

verilmistir.
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Tablo 3.7. Gilaburu ekstraktinin EAT hiicreleri tizerindeki in vitro ortalama %

sitotoksik etkisi ve 1Cso degerleri

Gruplar Konsantrasyon Toplam Sitotoksisite % 1Cso
(ng mL™) Hiicre 48. Saat + SD
Grup | Kontrol 500.000 0.40+£0.17
Grup Il Kontrol (DMSO) 500.000 0.80+0.2
Grup 11 125 500.000 40.04 £ 0.41 199,58
(ngmL™)
Grup IV 250 500.000 50.06 + 0.30
Grup VvV 500 500.000 79.86 £0.23

Grup I’ in sitotoksitesi %0.40, Grup 11’ nin % 0.8 bulunmustur. Grup I ve Grup II kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmamistir ( p> 0.05). Grup I’
un sitotoksitesi %40.04, Grup IV’ n sitotoksitesi %50.06 ve Grup V’ in sitotoksitesi
%79.86 olarak bulunmustur. Kontrol grubu (Grup I ve II), gilaburu ekstraktinin
uygulandigr gruplarla (Grup III, IV ve V) karsilastirildiginda in vitro sitotoksik etki
bitun gruplarda anlamli bir sekilde artig gostermistir (p<0.05). Bu sonuglara dayanarak
gilaburunun tiimér gelisimini inhibe eden en uygun konsantrasyonun 199,58 pg mi™

oldugu sodylenebilir.
3.5. Biyokimyasal Bulgular
3.5.1. Bobrek Dokusuna Ait Enzim Duzeyleri

Bu calismada saglikli kontrol grubu hari¢ diger dort gruba EAT hiicrelerinin
inokiilasyonu yapilmistir. Bu gruplardan timor kontrol grubu disinda kalan ti¢ farkli
gruba farkli dozlarda gilaburu ekstrakti uygulanmistir. Saglikli kontrol grubu, timor
kontrol grubu ve gilaburu uygulamasi yapilan ¢ farkli gurubun boébrek dokusunun
oksidan/antioksidan durumunun gosterilmesi icin CAT ve SOD aktiviteleri, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri Olgiilmiistiir. Bulgular Tablo

3.8’de verilmistir.
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Tablo 3.8. Deney gruplarin bobrek dokusuna ait enzim diizeylerinin ortanca (25. ve

75. ylizdelikleri) degerleri

Grup No CAT SOD MDA
U/mg protein U/mg protein | nmol/mg protein
Ortanca Ortanca Ortanca
(Persentil 25- 75) (Persentil 25- | (Persentil 25- 75)
75)
Grup I:Saghkh Kontrol 29.82 0.07 0.21
grubu n=7 (24.81 - 34. 68) (0.03-0.14) (0.16 - 0.42)
Grup Il: TUmor 22.97 0.04 0.54
Kontrol Grubu n=8 (18.84 — 24.21) (0.01-0.11) (0.23-10.56)
Grup HI: TUmor ve 25 22.05 0.16 0.45
mg Gilaburu Uygulama (18.44 - 25.66) (0.11-10.18) (0.34-10.61)
Grubu n=8
Grup IV: TUmor ve 50 39.10 0.03 0.31
mg Gilaburu Uygulama (21.28 — 45.91) (0.00-10.07) (0.21-0.42)
Grubu n=6
Grup V: Tumor ve 100 33.21 0.05 0.45
mg Gilaburu Uygulama (19.16 — 37.10) (0.02-0.11) (0.26 - 0.57)
Grubu n=6

Degerler n, ortanca, 25. ve 75. ylizdelikler ile ifade edilmistir.

Bulgularin istatistiksel olarak anlamlilik (p) degerleri Tablo 3.9’da verilmistir. Bu

degerler arasindaki iliski asagida agiklanmistir.

Tablo 3.9. Bobrek dokusuna ait enzim diizeylerinin gruplar arasi anlamlilik (p) degerleri

Grup No CAT SOD MDA
-1l 0.040* 0.268 0.169
-1l 0.039* 0.177 0.175
-1V 0.843 0.128 0.170
-V 0.667 0.419 0.169
-1t 0.947 0.009* 0.269
-1 0.024* 0.585 0.170
-V 0.131 0.773 0.165

-1V 0.023* 0.004* 0.172
" -v 0.125 0.024* 0.170
V-V 0.535 0.428 0.369

* Gruplar arasindaki fark anlamli bulunmugtur.
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3.5.1.1. Bobrek Dokusunda CAT Aktivitesi

H,0,’in molekiiler oksijen ve suya doniisiimiinii ifade eden CAT aktivitesi (U/mg),
Grup I’de 29.82 U/mg, Grup 1I’de 22.97 U/mg, Grup Il1I’de 22.05 U/mg, Grup IV de
39.10 U/mg ve Grup V’de 33.21 U/mg olarak ortanca degerleri bulunmustur. Saglikli
kontrol grubu (Grup 1), kanser gruplart (Grup II-111-1V-V) ile karsilastirildiginda, CAT
aktivitesi Grup II ve III’ de anlamli bir sekilde azalma goriilmiistiir (p <0.05). Kanser
kontrol grubu, gilaburu ekstraktinin uygulandig: gruplarla karsilastirildiginda ise CAT
aktivitesi Grup IV’de anlaml bir sekilde artis gostermistir. (p <0.05). Deney gruplari
kendi aralarinda karsilastirilarak CAT aktivitesinin anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi
ve Kruskal-Wallis H testlerine gore %95 giliven araliginda bulunmustur. CAT
aktiviteleri Sekil 3.2 de gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak Timor kontrol
grubunda CAT aktivitesinde goriilen bu azaligin tiimor gelismesinden kaynaklandig: ve
gilaburu uygulama gruplarindan Grup IV ve V’ deki artisin ise timor gelisimine karsi

gilaburunun savunma etkisinin olabilecegi sylenebilir.

CAT Aktivitesi
80,00 L
60,00
c
)
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Sekil 3.2. Gruplarin bobrek dokusuna ait CAT aktiviteleri (I: Saglikli kontrol grubu
n=7, Il: Tamo6r Kontrol Grubu n=9, Il Tumo6r ve 25 mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=8, IV: Tumor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7,
V: Tumor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7)
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3.5.1.2. Bobrek Dokusunda SOD Aktivitesi

Stiperoksit radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararl
etkilerine kars1 korumay1 ifade eden SOD aktivitesi (U/mg), Grup I’de 0.07 U/mg, Grup
II’de 0.04 U/mg, Grup llI’de 0.16 U/mg, Grup 1V’de 0.03 U/mg ve Grup V’de 0.05
U/mg olarak bulunmustur. Saglikli kontrol grubu (Grup I), kanser gruplari (Grup II-111-
IV-V) ile karsilastirildiginda, SOD aktivitesinde anlamli bir fark bulunamamistir (p
>(0.05). Kanser kontrol grubu, gilaburu ekstraktinin uygulandigi gruplarla
karsilagtirildiginda ise SOD aktivitesi Grup III’de anlamli bir sekilde artis gostermistir.
(p <0.05).Deney gruplart kendi aralarinda karsilastirilarak SOD aktivitesinin anlamlilig1
tek yonlu varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testlerine gore %95 giiven araliginda
bulunmustur. SOD aktiviteleri Sekil 3.3” de gosterilmistir. Bu sonucglara dayanarak
gilaburu uygulama gruplarindan Grup III’ deki artis ve bu grubun diger gilaburu
uygulama gruplar1 olan Grup IV ve V ile karsilastirildiginda aralarindaki anlamli azalis,
bu bitkiden uygun konsantrasyonlarin uygulanmasi halinde, antioksidan etkisinin

olabilecegi sdylenebilir.

SOD Aktivitesi
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Sekil 3.3.  Gruplarin bobrek dokusuna ait SOD aktiviteleri (I: Saglikli kontrol grubu
n=7, Il: Tamor Kontrol Grubu n=9, Ill: Tumdér ve 25 mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=7, IV: Timor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7,
V: Tumor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=8)
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3.5.1.3. Bobrek Dokusunda MDA Diuizeyi

Lipitlerin oksidatif olarak yikilmasi sonucu hiicreye toksik etki eden MDA standart
egrisi olusturmak i¢in hazirlanan MDA standartlarima ait 532 nm’de alinan
absorbanslara gore ¢izilen standart egri Sekil 3.4’ de gdsterilmistir. Deney gruplarinin
MDA aktivitesi nmol/mg protein olarak bulunmustur. Grup I’de (n=7) 0.21 nmol/mg
protein, Grup II’de (n=9) 0.54 nmol/mg protein, Grup I1I’de ( n= 8) 0.45 nmol/mg
protein, Grup 1VV’de ( n=6) 0.31 nmol/mg protein ve Grup V’de ( n=6) 0.45 nmol/mg
protein olarak ortanca degerleri bulunmustur. Deney gruplart kendi aralarinda
karsilagtirilarak MDA aktivitesinin anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-
Wallis H testlerine gore %95 giliven araliginda bulunmamistir. MDA diizeyleri grafik
degerleri iizerinden nmol/mg protein cinsinden Sekil 3.5 de gosterilmistir. MDA

diizeyi gruplar arasinda ve gruplar i¢inde anlamli fark bulunmamustir (p>0,05).

STANDART MDA EGRISI
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MDA Standart Konsantrasyonlar: (nmol/ml)

Sekil 3.4. MDA standart egim grafigi
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MDA Duzeyi
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Sekil 3.5.  Gruplarin bobrek dokusuna ait MDA diizeyleri (I: Saghkli kontrol grubu
n=7, Il: Tamo6r Kontrol Grubu n=9, Il Tumo6r ve 25 mg Gilaburu

Uygulama Grubu n=8, IV: Tumdor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7,
V: Tumor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7)

Bobrek dokusuna ait enzim duzeylerinin anlamlilik (p) degerleri Tablo 3.10° da

verilmistir.

Tablo 3.10. Bobrek dokusuna ait gruplar arasi enzim diizeylerinin anlamlilik (p)
degerleri

Doku CAT Aktivitesi SOD Aktivitesi MDA Duizeyi

Bobrek 0.043 0.024 0.169

3.5.2. Karaciger Dokusuna Ait Enzim Diizeyleri

Saglikli kontrol grubu, tiimor kontrol grubu ve uygulama yapilan {i¢ farkli gurubun
karaciger dokusunun oksidan/antioksidan durumunun gosterilmesi i¢gin CAT ve SOD
aktiviteleri, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri Ol¢lilmiistiir.

Bulgular Tablo 3.11.’de verilmistir.
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Tablo 3.11. Deney gruplarinin karaciger dokusuna ait enzim diizeylerinin ortanca (25.
ve 75. yiizdelikleri) degerleri

Grup No CAT SOD MDA
U/mg protein U/mg protein nmol/mg protein
(Persentil 25 -75 | (Persentil 2575 | (Persentil 25 - 75
Grup I ( Saghkl 50.84 0.04 0.43
Kontrol grubu n=7) (40.02 - 53.32) (0.03-0.11) (0.28 — 0.54)
Grup Il (TUmor 21.27 0.08 0.74
Kontrol Grubu n=8) (19.27 - 23.27) (0.07 — 0.10) (0.42 — 0.89)
Grqu_:I:)(TUmdr ve 25 2788 011 0.81
mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=s) (23.91 - 30.66) (0.07 -0.14) (0.73-0.98)
Grug_:vb(TUmﬁr ve 50 3094 003 0.48
mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=6) (28.35-31.81) (0.04 -0.14) (0.31-0.74)
Grup_V (TUmor ve 100 3513 0.09 0.46
jig) LU (30.65 - 42.18) (0.03 - 0.15) (0.11-0.71)

Uygulama Grubu n=6)

Degerler n, ortanca, 25. ve 75. ylizdelikler ile ifade edilmistir. (CAT: Katalaz, MDA
Malondialdehit, SOD: Slperoksitdismutaz)
Bulgularin istatistiksel olarak anlamlilik (p) degerleri Tablo 3.12.’de verilmistir. Bu

degerler arasindaki iliski asagida agiklanmistir.

Tablo 3.12. Karaciger dokusuna ait enzim diizeylerinin gruplar i¢i anlamlilik (p)

degerleri

Grup No CAT SOD MDA
-1l 0.000* 0.593 0.152
I =111 0.001* 0.593 0.152
-1V 0.034* 0.593 0.152
-V 0.150 0.593 0.152
-1 0.147 0.593 0.152
"n-1v 0.024* 0.593 0.152
n-v 0.000* 0.593 0.152
-1V 0.339 0.593 0.152
" -v 0.042* 0.593 0.152
VI-V 0.387 0.593 0.152

* Gruplar arasinda anlamli olarak fark bulunmustur.
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3.5.2.1. Karaciger Dokusunda CAT Aktivitesi

Karacigerin savunma mekanizmasinda yer alan Onemli intraselliiler antioksidan
enzimlerden olan CAT aktivitesi U/mg olarak bulunmustur. Grup I’de 50.84 U/mg,
Grup 11’de 21.27 U/mg, Grup I1I’de 27.88 U/mg, Grup 1V’de 30.94 U/mg ve Grup V’de
35.13 U/mg olarak ortanca degerleri bulunmustur. Saghkli kontrol grubu (Grup I),
kanser Gruplar1 (Grup II-11-1V-V) ile karsilastirildiginda, CAT aktivitesi Grup II, III ve
IV’ de anlamli bir sekilde azalma goriilmiistiir (p <0.05). Kanser kontrol grubu, gilaburu
ekstraktinin uygulandig1 gruplarla karsilagtirildiginda ise CAT aktivitesi Grup IV ve
V’de anlaml bir sekilde artis gostermistir. (p <0.05). Deney gruplar1 kendi aralarinda
karsilagtirilarak CAT aktivitesinin anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-
Wallis H testlerine gore %95 giiven araliginda bulunmustur. CAT aktiviteleri Sekil 3.6’
da gosterilmigstir. Tlimor kontrol grubunda CAT aktivitesinde goriilen bu azaligin timor
gelismesinden kaynaklandigi ve gilaburu uygulama gruplarindan grup II1, IV ve V’ deki
artisin  ise timor gelisimine karst gilaburunun savunma etkisinin olabilecegi

sOylenebilir.

CAT Aktivitesi
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Sekil 3.6. Gruplarin karaciger dokusuna ait CAT aktiviteleri (I: Saglikli kontrol grubu
n=7, II: Tumor Kontrol Grubu n=9, I1I: Tumor ve 25mg Gilaburu Uygulama
Grubu n=8, IV: Tumor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7, V: Tumor
ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7)



56

3.5.2.2. Karaciger Dokusunda SOD Aktivitesi

Karacigerin savunma mekanizmasinda yer alan oOnemli intraselliller antioksidan
enzimlerden olan SOD aktivitesi U/mg olarak bulunmustur. Grup I’'de 0.04 U/mg,
Grup II’de 0.08 U/mg, Grup I1I’de 0.09 U/mg, Grup 1V’de 0.03 U/mg ve Grup V’de
0.11 U/mg olarak ortanca degerleri bulunmustur. Deney gruplar1 kendi aralarinda
karsilagtirilarak SOD aktivitesinin anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-
Wallis H testlerine gore %95 giiven araliginda bulunmamistir (p>0,05). SOD
aktiviteleri Sekil 3.7’de gosterilmistir.

SOD Aktivitesi
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Sekil 3.7.  Gruplarin karaciger dokusuna ait SOD aktiviteleri. (I: Saglikli kontrol
grubu n=7, 1I: Timor Kontrol Grubu n=9, HllI: Timoér ve 25 mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=8, IV: Tumor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7,
V: TUmor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7)

3.5.2.3. Karaciger Dokusunda MDA Diizeyi

Deney gruplarmin MDA aktivitesi U/mg olarak bulunmustur. Grup I’de 0.43 nmol/mg
protein, Grup I1I’de 0.74 nmol/mg protein, Grup I1I’de 0.81 nmol/mg protein, Grup
IV’de 0.48 nmol/mg protein ve Grup V’de 0.46 nmol/mg protein olarak ortanca
degerleri bulunmustur. Deney gruplari kendi aralarinda karsilastirilarak MDA
aktivitesinin anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testlerine gore

%95 giiven araliginda bulunmamistir. MDA diizeyleri Sekil 3.8’ de verilmistir.
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Sekil 3.8. Gruplarin karaciger dokusuna ait MDA diizeyleri. (I: Saglikli kontrol grubu
n=7, Il: Tamo6r Kontrol Grubu n=9, Il Tumo6r ve 25 mg Gilaburu
Uygulama Grubu n=8, IV: Timdor ve 50 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7,
V: Tumor ve 100 mg Gilaburu Uygulama Grubu n=7)

Karaciger dokusuna ait enzim diizeylerinin anlamlilik p degerleri Tablo 3.13’de

verilmistir.

Tablo 3.13. Karaciger dokusuna ait gruplar arasi enzim diizeylerinin i¢i anlamlilik (p)

degerleri
Doku CAT Aktivitesi SOD Aktivitesi MDA Duzeyi
Karaciger 0.000 0.593 0. 082

3.6. Histopatolojik Bulgular

Yapilan deney sonucunda, farelerden alinan bobrek ve karaciger dokularina
hematoksilen-eozin (H&E) boyama metodu uygulanmistir. Ayn1 yontem fare periton
boslugunda katilasmis halde bulunan tiimor dokusuna da uygulanmistir. Histopatolojik
degerlendirmeler sonucunda tiimor dokusunun, bdbrek dokusunda bag dokusu
kapsiiliine giren hiicreler ile ayn1 morfolojik 0zelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Sekil
3.9’ da EAT hiicrelerine ait histopatolojik 6zellikler gosterilmistir. Saglikli kontrol

gruplaria ait dokular kendi normal histolojik doku o6zelliklerini gosterirken, timor
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hiicreleri enjekte edilen dokularda basta bag dokusu kapsiilinde anormal hiicre

yogunlagmalar1 gostermeleri yan1 sira dokuya 0Ozgii cesitli hiicre hasarlar1 da

gozlenmistir.

Sekil 3.9.  EAT hiicrelerinin histopatolojik gériintiisii. — Iri hiperkromatik niikleuslu
ve eozinofilik sitoplazmalart ile farkli sekil ve biiytikliiklere sahip timor
hiicreleri: * Timor hiicreleri arasinda bol miktarda kandan gelen hiicreler
bulunmaktadir (H&E, 40X)

3.6.1. Bobrek Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Saglikl1 kontrol grubuna ait bobrek dokular1 parankimasinda bobrek cisimcikleri (renal
korpuskiilleri), proksimal ve distal kivrintilt tiibiiller, peritiibiiler kapillerler ve medullar
isinlar diizgiin yerlesim gostermekteydi. EAT hiicreleri uygulanmayan bu grupta,
glomerdller ve tubuller normal histolojik 6zelliklerini sergilediler.

EAT hiicreleri uygulanan grubun bobrek dokusu histolojik olarak incelendiginde,
saglikli kontrol grubuna gore son derece onemli ve anlamli degisiklikler gosterdigi
gozlenmistir. Uygulama yapilan gruplara ait doku 6rneklerinde, bag dokusu yapisindaki
bobrek kapsiiliine tutunmus, degisen yogunlukta tiimor hiicrelerinin varligi tespit
edilmistir. Histopatolojik olarak iri hiperkromatik niikleuslu, eozinofilik sitoplazmali,

farkli sekil ve biiyiikliiklere sahip atipik goriiniimlii EAT hiicreleri Sekil 3.10° da
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gosterilmistir. a) Saglikli kontrol grubu: Normal histolojik yapisin1 korumaktadir
(H&E, 20X). b) Timér kontrol grubu, Grup II: Bu grupta EAT hicrelerinin bobrek
kapsiiline invaze oldugu goézlenmistir (H&E, 10X). ¢) Timoér ve 25 mg gilaburu
uygulama grubu, Grup III: bu grupta tiimor kontrol grubu ile aymi ozellikleri
gostermistir. Bu grupta, timor kontrol grubuna benzer sekilde anormal hiicre
yiginlarinin oldugu goézlenmistir (H&E, 20X). d) Timor ve 100 mg gilaburu uygulama
grubu Grup IV: bu grupta 25 mg gilaburu uygulanan gruba gére ¢ok daha az hasar
gozlenmistir (H&E, 20X). Bu grupta tiimor hiicrelerinin kiimelesmesi gdzlenmedigi ve

saglikli kontrol grubu ile benzer histolojik 6zellikler sergiledigi gdzlenmistir.

Tdmor hacreleri  ile  birlikte farkli  dozlarda gilaburu uygulanan gruplar
degerlendirildiginde, 100 mg gilaburu uygulanan grupta, 50 mg gilaburu uygulanan
gruplara oranla bobrek parankimasinin histolojik olarak normal ozellikler sergiledigi

gozlenmistir.

Sekil 3.10. Bobrek dokusunun saglikli kontrol ve uygulama gruplarinin
histopatoloijk bulgular1
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3.6.2. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Degerlendirmeler sonucunda, saglikli kontrol grubuna ait karaciger dokulari normal
parankimal yap1 Ozelliklerini sergilemislerdir. Lobiiller igerisinde vena centralis
etrafinda 1smsal tarzda dizilmis karaciger hiicreleri (hepatositler) yer almaktadir.
Hepatosit kordonlar1 arasinda karaciger siniizoidlerinin normal bir sekilde uzandigi
gozlenmektedir. Portal alanlarda ise, bag dokusu i¢inde yer alan hepatik arter, ven ve
safra kanali Uigliisii yer almaktadir. Sekil 3.11°de karaciger dokusunun histopatolojik

durumu gosterilmistir.

Sekil 3.11. Karaciger dokusunun saglikli kontrol ve uygulama gruplarinin
histopatoloijk bulgulari. Kontrol ve deney gruplarinda, degisen
biiyilikliikte ve yogunlukta tiimdr hiicrelerine rastlanmamaistir. a)
Saglikli kontrol grubu: Normal histolojik yapisint korumaktadir.
b) Grup Il, timor kontrol grubu. ¢) Grup IV timdér ve 50 mg
gilaburu uygulama grubu d) Grup V, timor ve 100 mg gilaburu
uygulama grubu (H&E, 20X)

Bu dokuda saglikli kontrol ve uygulama gruplari dahil histopatolojik olarak anormal bir
ozellik gozlenmemistir. Kontrol ve deney gruplarina ait karaciger dokusunda, hasar

veya EAT hiicrelerine rastlanmamustir.



4. BOLUM

TARTISMA VE SONUC

4.1. Tartisma ve Sonuc

Diinya Saglik Orgiitii gelismis iilkelerde bulasic1 hastaliklardan kaynaklanan dliimler ile
bebek o6limlerinin oran1 azalirken insan populasyonundaki yasli oraninin artmasi
sonucu olarak kansere bagli oliimlerin artacagini rapor etmektedir [128]. Giiniimiizde
kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan geleneksel yontemler; cerrahi operasyonlar,
kemoterapi ve radyoterapi uygulanmalaridir. Bu yontemler yiiksek maliyet gerektiren,
toksik ve yan etkiler lireten, kimyasal ve fiziksel ajanlarin kombine ya da ayr1 ayr
bilesiklerini igerdiklerinden, tedavi silirecinde hastanin normal yasam siirecini
zorlagtirmaktadirlar [129]. Bu nedenlerden dolay1 geleneksel tedavilerin yan etkilerini
azaltan, hastanin daha az etkilendigi yeni terapotik sistemlerin gelistirilmesi siirekli
olarak aragtirllmaktadir. Son zamanlarda kanser tedavisinde kemoterapi ile birlikte
dogal diyet bilesikleri de kullanilmaktadir. Bu diyetler yaygin olarak flavonoid ve
fenolik bilesikler igermektedir. Insan diyetinin ¢cok 6nemli bir pargasini olusturan
fenolik bilesikler antioksidan, antiinflammasyon ve antikanserojen Ozelliklere sahip
olmasi1 nedeniyle ilgiyi lizerine ¢cekmektedir. Fenolik bilesikler diger bitki metabolitleri
ile karsilastirildiginda en genis ve her yerde rastlanabilen bilesiklerdir [67].

Gilaburu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda gilaburu meyve suyunun fiziksel ve kimyasal
ozellikleri incelenmis ve igerdigi bilesikler, bilesiklerin miktarlar1 dogrultusunda
antioksidan etkisi oldugu gosterilmistir [60, 64, 65, 130-132]. Gilaburu meyvelerinin
yiiksek miktarda polifenolik bilesikler [21, 60], askorbik asit [60] ve L- malik asit [133]
igerdigi bildirilmistir. Gilaburu meyve suyunun diger meyve suyu ve nektarlardan daha
yiiksek oranda klorojenik asit icerdigi ve total fenolik bilesiklerin %54 “linii ihtiva ettigi
rapor edilmistir. Gilaburunun, (+)-katesin, (-)-epikatesin, quersetin glikozitlerini ve

proantosiyanid igeren flovanoid kaynagi oldugu belirtilmistir [21]. Ayrica gilaburu
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meyvesinde tanimlanan birka¢ antosiyanlerden siyanidin-3-glikozit, bu bilesiklerin
tanimlanmasinda en 6nemli temsilci oldugu bildirilmistir. [134]. Buna ek olarak baska
bir ¢calismada gilaburunun karotenoidleri de igerdigi rapor edilmis [135], ekstraklarinin
giiclii radikal temizleyici Ozelliginin igerdigi yiiksek fenolik konsantrasyonundan
kaynaklandig1 [64,65] ve ayrica antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir [136].
Kalyoncu ve arkadaslar1 gilaburu meyvesinde K ve C vitaminlerinin bol miktarda
bulundugunu ve bu oOzelliklerinden dolayr gida endiistrisinde kullanildigin
bildirmislerdir [137]. Gilaburu suyunda toplam kuru madde miktar1 %9.25, ¢oziiniir
kuru madde miktart ise %8.6 olarak bulunmustur. Ayrica mikroenkapsiile gilaburu
orneklerinin suda ¢ozlniirliigiiniin %97-98 olarak belirlenmistir [138]. Cesoniene ve
arkadaglar1 gilaburu meyve suyunun biyokimyasal Ozelliklerini aragtirmiglar ve
titrasyon asitligini 3.2 g 100g™, total fenolik igerigini 1106.0 mg 100g™, kuru madde
miktarn1 16.9 g 100g™, suda ¢dziiniir kuru madde miktarmi 11.4 g 100g™ olarak
bildirmislerdir [60] Yapilan baska bir ¢alismada gilaburu meyvelerinin KNB02 ve
KLCO02 olmak {izere iki farkli genotipinin sirasiyla tartarik asit igerigini 1.41 - 1.24 g
kg™ diger organik asitlerden katesin igerigini 284.96 mg kg™ — 352.04 mg kg™, gallik
asit miktarini 108.29 mg kg'l- 118.17 mg kg'l, klorojenik asit miktarini 29.51 mg kg'l—
44.33 mg kg™, quersetin miktarim1 6.11 mg kg™ — 8.32 mg kg™ olarak bulunmustur.
Ayrica iki genotipe ait vitamin igerigi, potasyum (K) miktarini 2970 mg L™- 2680 mg L~
! kalsiyum (Ca) 1186 mg L™ - 1752 mg L™, magnezyum (Mg) 1340 mg L™ - 1190 mg
L™, C vitaminin degerini ise 33.432 mg 100g™ — 32.761 mg 100g™ olarak rapor
edilmistir [68]. Sunulan bu tez c¢alismasinda ise gilaburu meyve suyunun
fizikokimyasal 6zeliklerinden titrasyon asitligi 9.6 g L™, formol sayis1 1.6, suda ¢6ziiniir
kuru madde miktar1 11.44 briks, C vitamini degeri 335 mg L™, toplam fenolik madde
miktar1 gallik asit cinsinden 3903 mg L™ olarak bulunmustur. Ayrica mineral madde
degerlerinden sodyum (Na), 19.0 mg L1 K degeri 1115 mg LY, Ca degeri 46.8 mg Lt
ve Mg degeri 40.8 mg L olarak bulunmustur. Diger ¢aligmalara bakildiginda titrasyon
asitligi, suda ¢oziiniir kuru madde miktari, toplam fenolik icerigi ve K, Ca, Mg igerikleri
bizim calismamiza gore daha yiliksek orandadirlar. Degerlerdeki bu farkliligin,
gilaburunun farkli bolgelerden toplanmasi, gilaburunun cinsinden ve yetisme
sartlarindan dolay1 oldugu diistiniilmektedir. Ayrica ¢evresel faktorlerinde bu durumu

etkileyebilecegi olasiliklar arasindadir. Bu kadar fazla biyoaktif bilesen igeren
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gilaburunun daha genis uygulama alanlarinin olabilecegi, gida ve tibbi amaclar icin

umut verici bir bitki olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan literatlir taramasinda gilaburu bitkisinin EAT htcreleri Uzerine etkilerini
gosteren in vitro ve in vivo calismalara rastlanmamistir. Ancak Ulger ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir caligmada gilaburu meyve suyunun deneysel olarak olusturulan
kolon kanseri iizerine etkin oldugu ve metastazi engelledigi rapor edilmistir [24]. Diger
taraftan Viburnum cinsine ait diger tiirlerin sitotoksisitesinin insan kanser hiicre hatlar
tizerine degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. El-Gamal’in yaptig1 ¢alismada V.
awabuki tiriinden kromotografik yontemler kullanarak elde edilen triterpen tirevlerinin
antikanser etkisi insan akciger ve kolon adenokarsinom hiicre hatlari iizerinde ¢alisilmis
ve 6,30-dihidroksi-3-oxolup 20(29)-en-28-oic asit ve 20 hidroksi-3-oxolup-28-oic asit
bilesenlerin daha fazla sitotoksik etki gosterdigini bildirmistir [139]. Li ve arkadaslar1 V.
foetidum tiirtiniin ekstraklarindan izole edilen 3,4,40-trihidroksi-30,9-dimethoksi- 9,90-
epoksilignan ve 4,40-dihidroksi-3,30,9-trimethoksi-9,90-epokslignan’in cilt melanomu
hiicre hatt1 {izerinde, 3,40-dihydroksi-30,4, 9-trimethoksi- 9,90-epoksilignan’in ise

ovarium hiicre hatti lizerine daha fazla sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir [140].

Diger taraftan EAT hiicrelerine karsi in vivo ortamda tibbi 6zellik gésteren birgok bitki
ve mantar tiirlerinin, farkli kisimlarindan farkli ¢oziiciilerle elde edilmis ekstraktin,
bitkilerden izole edilmis fragmentler ve bilesiklerin, ayrica bitkilerden yapilmis olan
ajanlarin, geleneksel tedavide kullanilan kemoterapotik ilaglarin antitiimoral etkisi
degerlendirilmistir. Facchini ve arkadaslar1 bir mantar cinsi olan Pleurotus ostreatus’a
ait polisakkarit fraksiyonlariin etkilerini farelere intraperitoneal olarak enjekte edilen
5x10° EAT hiicre iizerinde arastirmuslar ve fraksiyonlarin yiiksek tiimor inhibisyonu
gosterdigini belirtmislerdir [141]. Gevorkyan ve arkadasi hidroksietiltiamin difosfatin
antikanser etkisini in vivo solid timér iizerinde calismuslardir. EAT hiicreleri 1x10°
olacak sekilde her fareye subkutan olarak enjekte edilmis ve kontol grubu ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek ve anlamli tUmOr inhibisyon orani gosterdigini
bildirmiglerdir [142]. Hanafy, antioksidan ve antikarsinojen Ozellikleri ile dunya
capinda yaygin bir sekilde tibbi bitki olarak kullanilan Ginger bitkisinin, EAT
hiicrelerinin 2,5x10° olacak sekilde intraperitoneal olarak enjekte edildigi fareler
tizerindeki etkisini c¢alismis ve ginger bitkisinin kanseri Onlemede ve tedavisinde

potansiyel aday olabilecegini vurgulamistir [143]. Dolai ve arkadaslar1 Anthocephalus
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cadamba bitkisinin metanol ekstraktinin EAT hiicrelerinin intraperitoneal olarak enjekte
edildigi farelerde, in vivo timaor potansiyeline, in vitro sitotoksik etkisine, tumor hacmi
ve agirligina, karaciger ve bobrek dokusunda antitimor aktivitesi ve antioksidan
etkisine bakmislar ve tedavi edilen gruplarda 6lii hiicre sayisinin EAT kontrol grubuna
gore ¢ok daha fazla oldugunu bildirmislerdir [144]. Alam ve arkadaslar1 Piper betle
bitkisinin yapraklarinin ekstraktini ve bu bitkinin fraksiyonlarinin EAT {izerindeki
antikanser etkisinin olup olmadigini degerlendirmisler ve bu bitkinin tiimor gelisimini
inhibe etmede potansiyel bir aday olabilecegini bildirmislerdir [145]. Samudrala ve
arkadaglar1 Alternanthera brasiliana bitkisinin etil asetat ekstraktinin (EAAB) EAT
tizerindeki antikanser etkisini ¢aligmislar ve bu bitkinin antitlimoral etkisinin oldugunu

bildirmislerdir [146].

Yukarida verilen calismalardan anlasilacagi tizere EAT modeli bitki ekstraktlari,
bitkilerden izole edilmis fragment, bilesik ve ajanlarin in vivo ortamda antitiméral
etkisinin caligilabileceg§i uygun bir modeldir. Yapilan bu calismada EAT hiicreleri
tizerinde gilaburu meyve suyundan elde edilen ekstraktin, hayvanlara enjekte edilmis
assit stvisindan (EAT hiicreleri) kaynaklandigi bilinen farelerin viicut agirligindaki artis,
canli ve 6li hiicre sayisindaki degisim, in vivo sartlarda arastirilmig ve ayrica in vitro
sitotoksisite bulgulart degerlendirilmistir. 100 ve 50 mg gilaburu ile tedavi edilen
gruplar, EAT kontrol grubu ile karsilastirildiginda kilo degisiminde anlamli bir azalma
goriiliirken, diisiik konsontrasyonda gilaburu uygulanmasimin (25 mg) ise timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini fazla engellemedigi goriilmiistiir. Gilaburunun in Vvivo
sitotoksisite potansiyeli tripan mavisi yontemi ile canli ve 6li hiicre sayisi tespit
edilerek degerlendirildiginde kilo degisimine uygun olarak yiiksek doz gilaburu
uygulanan gruplarda ortalama canli hiicre sayisi, diisiik doz gilaburu uygulama grubuna
goOre daha azdir. Ayrica gilaburunun in vitro sitotoksisite potansiyeli de tripan mavisi
yontemi ile ¢alisilmistir. 125, 250, 500 pg mL? konsatrasyonlari lizerinde 1Csq degerleri
hesaplanmistir ve ICs degeri 199,58 pg mL™ olarak bulunmustur. Elde edilen bu
sonuglar gilaburu ekstraktinin ya direk olarak sitotoksik etki gostererek EAT
hiicrelerinin ~ 6liimiine neden oldugunu ya da c¢ogalmasimi engelledigini

diistindiirmektedir.

Oksijen tiirevli radikallerin kanser gelisiminin etiyolojisinde onemli bir rol oynadigi

bildirilmektedir [147]. Bu serbest radikaller yiksek reaktif kimyasal molekdller ve
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DNA arasindaki etkilesimin sonucu olarak ortaya ¢ikan mutajenik kapasiteye sahiptir
[148]. Bu mutajenik etkiye karsi hiicrenin oksidatif hasardan kendini korumasi,
enzimatik ve enzimatik olmayan anitioksidan sistemler tarafindan saglanir. Karaciger ve
bobrek dokusu, asirt oksijen metabolitlerin olusturdugu hasar1 onleyen antioksidanlara
sahiptir. Bu antioksidanlar hem peroksitleri hem de serbest radikalleri etkisiz hale getirir
[149]. CAT; olusan H,O;’i substrat olarak kullanarak oksijen ve suya parcalayarak
H2,O, detoksifikasyonunu saglayan peroksidazlardandir. CAT aktivitesi eritrosit,
karaciger ve bobrekte yogundur [150]. SOD ise hiicrede siiperoksit anyonlarina karsi
koruma sistemini saglamaktadir. MDA, kanserli dokularin dejeneratif bozunmasi
stiresince olusan lipit peroksidasyonunun son iiriinii, oksidatif stresin biyomarkiridir ve
kanserli dokularda normal dokulara gore daha fazla artis gostermektedir [151].
Oksidatif stres lipitler gibi makromolekdillere zarar verebilir ve lipid peroksidasyonunu
indiikleyebilir [152]. Lipit peroksidasyonunun yiikselmesi kanser ile iliskili oldugu
bilinmektedir [153]. Bu enzimlerin aktivitelerinin, kanser gibi oksidan stresin arttigi
durumlarda adaptif bir mekanizma ile arttigi bilinmektedir [93]. Ancak literatiir
calismalarina bakildiginda EAT hiicreleri ile olusturulan timoér modellerinde CAT ve
SOD aktivitesinin, saglikli kontrol grubuna gore timor kontrol gruplarinda azaldigi ve
bu durumun tiimor gelisiminin bir sonucu oldugu belirtilmistir [26, 126]. SOD, GSH ve
CAT aktivitesinde goriilen azalma ise kotii huylu degisimin belirtisi olarak tanimlanir
[154]. Sunulan bu tez g¢alismasinda gilaburu ekstraktinin hiicresel hassasiyetindeki
degisikligi anlamak i¢in oksidatif stresin potansiyel rolii, bobrek ve karaciger

dokusunda CAT, SOD enzim ve MDA diizeyleri tayin edilerek arastirilmistir.

Senthilkumar ve arkadaglar1 bobrek ve karaciger dokusunda EAT hiicrelerine karsi
Careya arborea bitkisinin methanol ekstraklarinin (MECA) antitimor ve antioksidan
aktivitesini ¢alismislardir. Hem karaciger hem de bobrek dokusunda saglikli kontrol
grubuna gore tiimor kontrol grubunda MDA seviyesinin anlamli bir sekilde arttigini,
CAT ve SOD aktivitelerinin ise anlamli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir. MECA ile
tedavi edilen gruplarda ise bu aktivite degerlerinin saglikli kontrol grubuna ait degerlere
yaklastigin1 belirtmiglerdir. CAT ve SOD aktivitesindeki bu inhibisyonun timor
gelisiminden kaynaklandigini bildirmislerdir [155]. Mookerjee ve arkadaslart EAT
hiicrelerinin inokiilasyonun yapildig1 farelerin bobrek, karaciger, kalp ve akciger

dokularinda bakir glisinat ve doksorubusin ilacinin tedavi etkisini degerlendirmislerdir.
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GPx, CAT ve SOD aktiviteleri timor kontrol grubunda saglikli kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde azaldigini, bakir glisinat ve doksorubusin ile tedavi gruplarda ise
doza bagimli olarak bu aktivitelerin arttigim1 vurgulamislardir. Sonug olarak dokularda
oksidatif stresin azalmasi i¢in bakir glisinatin SOD, CAT ve GPx’in dizenlenmesini
sagladig1 bildirilmistir [156]. Kumar ve arkadaslari, farelerde EAT hiicrelerine karsi
Streblus asper bitkisinin methanol ekstraklarinin (MESA) antioksidan ve anitimor
etkisini arastirmiglardir. Bobrek ve karaciger dokusunda timor kontrol grubunda CAT,
SOD diizeylerinin saglikli kontrol grubuna goére azaldigint MDA diizeyinin ise arttigini
bildirmislerdir. Ayrica bu dokuda MESA ile tedavi edilen gruplarda lipid
peroksidasyonunu seviyesi doza bagimli olarak diiserken, CAT aktivitesinin doza
bagimli olarak arttigini, GSH ve SOD aktivitelerinin ise diistiiglinii belirtmislerdir. Bu
sonuglara gore bu bitkinin EAT hiicrelerine kars1 lipit peroksidasyonunu diizenleyerek
antitimor etki gosterdigi, SOD ve CAT aktivitelerini artirmasiyla antioksidan koruma
sistemini destekleyerek antitiimor etkiye sahip oldugu belirtilmistir [157]. Karmakar ve
arkadaglar1 Curcuma caesia bitkisinin metanol ekstraktinin (MECC) EAT hiicrelerinin
inokiilasyonunu yapildig: farelerde antitiimor ve antioksidan etkisinin olup olmadigin
caligmiglardir. Bu grubun yaptig1 calismada da bobrek ve karaciger dokularinda, timor
kontrol grubunda CAT, SOD, GSH diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore
azaldigini, MDA diizeyinin ise arttigini bildirmislerdir. Ayrica bu dokularda MECC ile
tedavi edilen gruplarda lipid peroksidasyonun SOD ve GSH seviyesinin, doza bagimli
olarak azaldigin1 ve CAT aktivitesinin doza bagimli olarak arttigini belirtmislerdir. Bu
sonuglarla bu bitkinin potansiyel antitiimor etkisinin oldugunu rapor etmislerdir [158].
Bizim calismamizda bobrek dokusunda benzer sonuglara ulagilmistir. EAT kontrol
grubunda SOD ve CAT aktiviteleri saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
azalis gosterirken, tedavi edilen gruplarda CAT aktivitesi doza bagimli olarak artmustir.
SOD aktivitesinde 25 mg ve 100 mg gilaburu uygulama gruplarinda artig goriilmiistiir.
Ancak bu tez ¢aligmasinda bobrek dokusunda MDA diizeyinde anlamli bir artis ya da
azalig goriilmemistir. EAT hucrelerinin inoktlasyonundan sonra bu hiicreler aktif olarak
cogalmaya basladiklar1 zaman, serbest oksijen radikal tretimini kuvvetlendirdigini
belirten bobrek dokusunda, bir¢ok fonksiyonunda etkili oldugu bilinen CAT aktivitesi
seviyesini artirmistir. Bizim sonucumuz ve literatiir ¢aligmalar1 goz Oniine alindiginda
gilaburu bitkisinin antioksidan ve serbest radikal temizleyici oOzelliginden dolay1

antitimoral olabilecegini gostermektedir. CAT aktivitesinin anlamli olarak yiikselmesi
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gilaburu  ekstraktinin  gii¢clii  antikanser aktivitesi oldugunu gostermektedir.
Histopatolojik degerlendirmeler neticesinde gilaburu ekstraktinin diisiik dozlarin yiiksek
dozlara gore bobrek dokusunda seroza tabakasina tiimor tutulumunu daha fazla arttirdig:
gorilmistiir. Timor ve 25 mg gilaburu uygulama grubu ile tiimor kontrol grubunda
EAT hucreleri neredeyse ayni oranda seroza tabakasina yerlesmistir. 100 mg ve 50 mg
gilaburu uygulama grubunda ise tiimdr hiicrelerinin seroza tabakasinda daha az oldugu

gOrilmiistiir.

Samudrala ve arkadaslar1 Alternanthera brasiliana bitkisinin etil asetat ekstraktinin
(EAAB) antitiimoral etkisini degerlendirmislerdir. Karaciger dokusunda tiimor kontrol
grubunda CAT, SOD diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore azaldigini MDA
diizeyinin ise arttigini bildimislerdir [146]. Gupta ve arkadaslari in vivo EAT
hiicrelerine kars1 Bauhinia racemosa bitkisinin antitimor ve antioksidan aktivitesini
calismiglardir. Karaciger dokusunda timér kontrol grubunda CAT, SOD aktivitelerinin
saglikli kontrol grubuna gore azaldigini MDA diizeyinin ise arttigini bildirmislerdir.
Ayrica karaciger dokusunda bu bitki ile tedavi edilen gruplarda lipid peroksidasyonu
seviyesi doza bagimli olarak diiserken, SOD ve CAT aktivitesinin doza bagimli olarak
arttigin1 belirtmislerdir. Bu bitkinin serbest radikal temizleyici ve antioksidan olma
Ozelliginin olabilecegini rapor etmislerdir [159]. Yine bu ekip in vivo EAT hiicrelerine
karsi Caesalpinia bonducella bitkisinin antitimér ve antioksidan aktivitesini
calismisglardir ve yine benzer olarak tumor kontrol grubunda CAT, SOD aktivitelerinin
saglikli kontrol grubuna gore azaldiginit MDA diizeyinin ise arttigini bildirmislerdir
[160]. Alam ve arkadaslar1 da karaciger dokusunda tiimér kontrol grubunda CAT, SOD
aktivitelerinin saglikli kontrol grubuna goére azaldigim1 MDA diizeyinin ise arttigini
bildirmislerdir [ 145]. Dolai ve arkadaslar karaciger dokusunda MDA enzim diizeyinin
saglikli kontrol grubuna gore tiimor kontrol grubunda anlamli bir sekilde arttigini
bildirmislerdir. Ayrica timor hiicrelerinin ¢ogalmasinin sonucu olarak SOD ve CAT
aktivitelerinin inhibisyonunu rapor etmislerdir [144]. Sreelatha ve arkadaslar1 Sesbania
grandiflora bitkisinin etanol ekstraktinin EAT hiicreleri {izerine antikanser aktivitesini
degerlendirmisler. Karaciger dokusunda kanser kontrol grubunun MDA diizeyi saglikli
gruba gore anlamli bir sekilde artis gostermistir. SOD ve CAT aktivitesinin de tedavi
gruplarina gore kanser kontrol gurubunda anlamli bir sekilde diistiigiinii bildirmislerdir

[161]. Naitik ve arkadaslari Swiss albino cinsi farelerde EAT hiicrelerine karsi
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Terminalia  catappa  bitkisinin ~ antioksidan ~ ve  antitimor  aktivitesini
degerlendirmislerdir. Bu bitki ile tedavi edilen gruplarda, karaciger dokusunda MDA
enzim diizeyi anlamli1 olarak azalmistir. Tlimor kontrol grubunun karaciger dokusundaki
total SOD ve CAT aktivitesinin azaldigini belirtmislerdir. TUmor kontrol grubundaki
bu azalisin tiimor gelismesinin bir sonucu oldugunu rapor etmislerdir [162]. Bu tez
calismasiin sonuglarina bakildiginda literatiir bilgileri ile benzerlik gostermektedir.
Bizim sonuglarimizda da karaciger dokusunda CAT aktivitesi timor kontrol gurubunda
saglikli kontrol grubuna gore diismustiir. Gilaburu ekstraklarimin farkli dozlarda
uygulandiginda diger gruplarda ise CAT aktivitesi tiimor kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Bu dokuda CAT aktivitesinde goriilen degisikligin ise karacigerde CAT
aktivitesinin yogun olmasindan kaynaklandig diistiniilebilir. H,O, miktarindaki artis,
hidroksil radikalinin artmasina ve bunun sonucunda da lipit peroksidasyonuna yani
MDA seviyesinde artisa neden olur. Karacigerde oksidan hasar sonucu bazi
calismalarda LPO arttigi, GSH, CAT ve SOD degerlerinin azaldigi [163], bazilarinda da
SOD degerlerinin degismedigi gosterilmistir [164]. Bizim c¢alismamizda da MDA
dizeyinde ise timdr kontrol grubunda saglikli kontrol grubuna gore artig goriilmektedir
ancak bu sonug istatistiksel agidan anlamlilik ifade etmemektedir. Ancak bizim
calismamizda karaciger dokusunda SOD aktivitesinde gruplar arasindaki farkliliklar
goriilmesine ragmen bu farklilik anlamli olarak bulunmamistir. Bu durum ise karaciger
dokusunun histopatolojik bulgular1 ile desteklenmistir. Bu dokunun tiimér kontrol
grubu, saglikli kontrol grubu ve gilaburu ile tedavi edilen diger uygulama gruplarinin
histopatolojik bulgularinda normal karaciger histolojisi izlenmistir. Bu dokuda dejenere
yapiya veya EAT hiicrelerine rastlanmamustir. Literatlir caligmalarinin ve bu tez
caligmasinin biyokimyasal sonuglarmma bakildiginda kanserli dokularda antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde degiskenlik s6z konusudur. Arastirmacilar kanserli dokularda,
mitokondrial antioksidan enzim olan manganez siiperoksitdismutaz seviyesinde bazen
azalis oldugunu, ancak bazen de bu enzimin seviyesinde artis oldugunu rapor
etmislerdir. Temel kanser hiicrelerinin se¢im siirecine bagli olarak, hiicreler metastaza
ugrayip MnSOD aktivitesinin yiiksek seviyede ifade edilmesine neden olurlar. Bunun
sonucunda MnSOD seviyesinin kanserli dokularda normal dokulara gore daha degisken
oldugu vurgulanmistir. Bu durumda, mRNA regiilasyonu ya da post translasyonel
modifikasyonlardaki anormalliklerin, gen ekspresyonu ya da hiicre farklilagsmasindan

sonuclanan  antioksidan  enzim  seviyesinin  degiskenliginden  kaynaklanip
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kaynaklanmadiginin anlasilmasi i¢in daha fazla calisma gereklidir [163,164]. Kanser
dokularindaki katalaz aktivitesindeki degisim ise onun promotorundaki beklenmeyen
metilasyon, katalaz transkribinin negatif yonde dizenlenmesine neden olabilir. Bu
durum ROS seviyelerini de etkiler. Bu negatif yonde dizenleme karsinomalarda
gbzlenmistir ancak bu diislisiin nedeni kesin olarak bulunamamuistir, sonuglar1 tahmin
edilememektedir. Katalaz ekspresyonunun azalmasimin sonuglarindan biri timor
devamlilifinca transkripsiyon faktoriiniin kaldirilmis olmasi olabilir. Tiimoérden

arindirilan bir metabolizmada katalaz aktivitesi normal diizeydedir [165].

Ayrica bu tez caligmasinda bu kanser hiicrelerinin karaciger dokusuna zarar vermemesi,
karaciger dokusunda metastaz goriilmemesi, bobrek dokusunda tedavi edilen gruplarda
EAT hiicrelerinin tutulumunun daha az olmasi gilaburu bitkisinin igerdigi bilinen
sekonder metabolitler olan bitki fenoliklerinin kanser iizerindeki mekanizmasina bagl
olabilir. Sonugta sekonder metabolitlerden olan ve gilaburu bitkisinde de bol miktarda
bulundugu literatiir bilgilerden kanitlanan fenolik bilesikler karsinojen metabolizmasini
dizenleyici 6zelliklere sahiptir. Fenolik bilesikler, hidroksil grubunun hareketliligindeki
elektron iligkisi sebebiyle, ger¢ekten ¢ok Onemli antioksidanlardir ve bunlarin en iyi
ornekleri vitamin E ve butil hidroksil toliiendir. Fenolik bilesiklerin radikal temizleyici
Ozellikleri, onlarin, oksijen radikalleri ile karsilastirildiginda siiperoksit, peroksil,
alkoksil ve hidroksil radikalleri azaltma potansiyelinin daha giiclii olmas1 ve oksijen
radikallerinden daha az reaktif olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ancak bitkisel
polifenoller reaktif oksijen radikal temizleyici ve selat redoks metal Ozellikleri
nedeniyle antioksidan olarak tanimlanmalarina ragmen, bazi biyolojik bilesenlerin

oksidatif hasari ile sonuc¢lanabilen pro-oksidatif aktiviteye sebep olabilirler [166].

Sonug olarak bu tez ¢alismamizda farelerin agirlik degisimi, in vivo sitotoksisite,
biyokimyasal ve histopatolojik verilere bagli olarak uygulanan dozlar arasinda 50 mg
gilaburu uygulama gruplari, kanser kontrol ve diger uygulama gruplarina gore timor
gelisimini daha engelleyici 0Ozellik gostermistir. Gilaburu ekstraklarinin  degisen
konsantrasyonlarda in vitro sitotoksik etkisinin %350 olmasi, gilaburu bitkisinin
antikanser etkisinin olabilecegini daha da kuvvetlendirmistir. Calismadan elde edilen
sonuclara gore, Balb/C tiirii farelerde olusturulan sivi EAT’nin gilaburu ekstrakti ile
tedavi edilebilecegi izlenimi elde edilmistir. Ancak bu bitkinin ve uygulanan

konsantrasyonun kanser tedavisinde etkin terapotik madde olarak kullanimi i¢in daha
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ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir. Gilaburunun EAT hiicrelerine karsi
antitiimoral etkisinin hangi bilesik tarafindan daha fazla kaynaklandigini anlamak i¢in
yukarida verilen literatiir c¢aligmalar1 g6z Oniine alinarak gilaburunun farkli
bilesenlerinin  farkli  kromotografik yontemler ile ayrilarak her bilesigin
karakterizasyonu yapilarak EAT hiicreleri lizerine ayr1 ayr1 veya kombinler halinde
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu ¢alisma ile Turkiye genelinde ¢ok fazla bilinmeyen
ancak tibbi oOzellikler gosterdigine inanillan bu bitki hakkinda yapilan deneysel
calismalarin sonuclar ile literatiire yeni bilgiler saglanmis olacaktir. Ayrica lilkemizde
yeni yeni gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ve dogal anti kanserojenlerin etkinligi

konusunda yapilan ¢aligmalara temel niteligini saglamaktadir.
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