T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BiRIMi

CEMEN EKSTRAKTININ ANTITUMORAL ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Proje No: TDK-2014-5325

Proje Tirii
Doktora Tezi

SONUC RAPORU

Proje Yiiriitiiciisii:
Prof. Dr. Harun ULGER
Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dah

Arastirmaci:

Serife CINAR

Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dah

Nisan 2016
KAYSERI







TESEKKUR
Doktorada, tez konumun belirlenmesinde, planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde bana
destek olan ve egitimim boyunca benden desteklerini esirgemeyen danigsman hocam
saym Prof. Dr. Harun ULGER e,
Doktora egitimim boyunca her tiirlii konuda yardim, bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen
saym Prof. Dr. Kenan AYCAN, Prof. Dr. Erdogan UNUR ve Dog¢.Dr Niyazi ACER
hocalarima,
Egitimim boyunca ve tez donemimde deneysel ¢alismam sirasinda ve sonrasinda bilgi
ve becerilerinden faydalandigim her tiirlii destegi benden esirgemeyen sayin Dog. Dr.
Tolga Ertekin, Yrd. Dog. Dr. Mehtap Nisari ve Yrd. Doc. Dr Ayse SAGIROGLU
hocalarima,
Deneylerim sirasinda yardimlarini esirgemeyen Histoloji Embriyoloji Anabilimdali
Ogretim Uyesi Dog. Dr Arzu Yay’a, Histoloji Embriyoloji Anabilim Dal1 asistan1 Emin
KAYMAK’a,
Tezin istatistiksel degerlendirmesinde sabirla bizden destegini esirgemeyen sayin Dog.
Dr. Ferhan ELMALI’ya,
Yiikseklisans ve doktora egitimini birlikte tamamladigim ve tez ¢alismamda katkilarini
esirgemeyen kiymetli arkadaslarim Seher YILMAZ, Ozlem OZCELIK, Ozge AL,
Hatice SUSAR’a, Yiikseklisans doneminden bu giine kadar her konuda destegini
gordiigim yiiksek lisans ve doktora arkadaslarirma ve Anatomi Anabilim Dali
calisanlarina,
Tez ¢alismasmna maddi destek veren Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi’ne,
Destegini ve emegini benden esirgemeyen kiymetli AILEM’e,

Tesekkiirlerimi sunarim...
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OZET

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Diinya saglik orgiitiine gore kanser onde gelen 6liim sebeplerinden biridir. Bundan
dolayr kanser fiizerine yapilan c¢alismalar giin gectikge artmakta ve bazi bitki
ekstrelerinin etkileri farkli kanser modelleri tizerinde ¢alisilmaktadir. Cemen (biiyiik
oranda ¢emen otu, daha az oranlarda kirmizibiber, sarimsak ve Kimyon, ¢ok az
miktarlarda ise karabiber, karanfil, kisnis, tar¢in, zencefil ve yenibahar’dan olusur),
Kayseri’de pastirma yapiminda kullanilan ve ayni1 zamanda halk arasinda yaygin olarak
tiikketilen bir besindir. Yapilan ¢alismalar ile ¢emen karisimini olusturan bitkilerin her
birinin antikanserojen etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada ¢emenden elde
edilen ekstraktin antitiimoral etkisi Ehrlich asit timorti (EAT) tasiyan Balb/C farelerde
arastirildi. Cemen ekstrakti konsantrasyonu in vivo c¢alismada 200 ve 400 mg/kg, in
vitro ¢aligmada ise 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml olarak belirlendi. In vivo
calismada deney hayvanlarinda kilo takibi yapildi. Deney sonunda karin igerisindeki
assit sivi hacmi hesaplandi ve hiicre sayimi yapildi. Cemen ekstratinin, tedavi
gruplarinda EAT hiicrelerinin ¢ogalmasina bagl kilo artisim1 geciktirdigi, assit sivi
icindeki hiicre sayisinda ise kontrol grubuna (67.60x10°% gore 400 mg/kg cemen
ekstresi verilen grupta (47.28x10°%) anlamli bir azalmaya (p=0.041) sebep oldugu
gbzlendi. In vitro calismada ise 3 ve 24 saatlik hiicre kiiltiiri sonucunda canli hiicreler
sayildi. Hiicre sayisinda, 3 saatlik kiiltir sonucu kontrol grubu ile tedavi gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmezken, 24 saatlik kiiltiir sonucunda kontrol (5.9+0.2)
ile kiiltiir ortamina 250, 500 ve 1000 pg/ml ¢emen ekstresi ilave edilen tedavi gruplar
(swrast ile 5.7+0.2, 5.7+0.2 ve 5.6+0.1) arasindaki fark anlamliydi (p=0.013). Tedavi
gruplarinda 6zellikle 24 saat sonunda canli hiicre sayisindaki azalma in vivo ¢alismada
elde edilen sonuglar1 destekler nitelikteydi. In vivo deney sonunda karin ici
organlarindan alinan dokular histopatolojik olarak degerlendirildiginde kontrol
grubundan alinan dokulara EAT hiicrelerinin yogun bir sekilde tutundugu gozlenirken

tedavi gruplarinda EAT hiicre tutunmasinin daha azdi. Bu azalma 400 mg/kg ¢emen



ekstresi verilen grupta daha belirgindi. Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgular
cemen ekstresinin EAT hiicreleri ilizerinde antitiimoral etkisinin olabilecegini
gostermistir. Elde edilen verilerin bundan sonra yapilacak c¢alismalara yol gosterici
olacagi ve insanlar tarafindan kullanilan ¢emenin kanser iizerindeki muhtemel

etkisinden dolayi tavsiye edilebilir bir besin oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Ehrlich Assit Timor, Cemen, Cemen otu, Kirmizibiber, Sarimsak
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ABSTRACT

Cancer is a disease that resulting of uncontrolled cell proliferation. According to the
World Health Organization, cancer was identified of one of the leading causes of death.
Therefore studies on cancer is increasing day by day and many plant extracts were
studied on cancer models. Cemen that was made by mixture of fenugreek, red pepper,
garlic, cumin, black pepper, clove, coriander, cinnamon, ginger and pimento, used in
making of pastirma in Kayseri and also has a food widely consumed among the people.
Each of plants that make up the ¢emen mixture are shows anticancer effect by studies.
In this study, we investigated to antitumor effect of extract that derived from gemen on
Ehrlich ascites tumor carrying Balb/C mice. Cemen extract concentration determined
200-400 mg/kg, 250-500 and 1000 ug/ml respectively in vivo and in vitro studies. In
the end of in vivo studies, while the weight of experimental animals were estimated,
acid fluid volume and cell number of intraperitoneal fluid were calculated. It was found
that ¢emen extract delaying the weight gain due to proliferation of EAT cells. The
number of cells in the assits fluid were statistically lower (p=0.041) in the group that
given 400 mg/kg cemen extract (47.28x10°%) than control group (67.60x10°). After 3
hours cultur period, there were no significant difference between control group and
treatment group in the number of viable cells. After 24 hours cell cultures, the viable
cells number were significantly decrease in the treatment groups (5.7+0.2, 5.7+0.2 and
5.6+£0.1 respectively) that given 250, 500 and 1000 pg/ml ¢emen extract when
compared to control group (5.94+0.2) and (p=0.013). Reduction of the cell number in the
treatment groups supports the results of the in vivo findigs. Tissues that taken from
abdominal organs on control and treatment groups were evaluated histopathologically.
While there was intensive EAT cells adhesion on the tissues that taken from control
group, there was reduciton in the treatment groups, that was seen especially 400 mg/kg

¢cemen extract given group. As a result, the ¢emen extract shows antitumor effect on



EAT cells. We believe that our studies will be guiding for new studies about ¢emen and

¢emen could be adviced as a food because of its anticancer effect.

Key words: Ehrlich ascites tumor, Cemen, Trigonella foenumgraecum L., Capsicum

annuum L., Allium sativum L.
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1.GIRIS VE AMAC

Normal viicut hiicreleri diizenli bir sekilde boliiniir, biiyiir ve 6liir. Kansere sebep olan
hiicreler ise kontrol dis1 ¢ogalir. Kanserin bir¢ok tiirii olmasina ragmen hepsinde
gerceklesen olay hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmasidir. Bazi kanser tiirleri bir kitle
seklinde olurken 16semi gibi tiirler timor olusturmazlar. Kanser hiicreleri genellikle bir
organdan digerine gecerek metaztaz yaparlar. Insan viicudunda gelisim gdsteren tiim
kitleler kotii huylu (malign) olmayip iyi huylu (benign) tiimérler de olabilir. Iyi huylu

tiimorler metastaz yapmaz ve yasami tehdit edici hale getirmez (1).

Gecmisten giiniimiize kanserin neden oldugu tehdidi azaltmak i¢in ¢esitli yaklasimlar
gelistirilmistir. Bunlardan biri ve belki de en eskisi bitkisel ilaglardir. Bitkilerden yeni
ilag tanimlamanin uzun ve basarilt bir ge¢misi vardir. Bitkilerden elde edilen bazi
antikanser bilesenleri binlerce yildir geleneksel tip sistemi i¢inde kullanilmaktadir.
Dogada mevcut olan biyolojik ¢esitlilik ve bunlardan elde edilecek yeni kimyasallarin

kesfi kanser tedavisi igin yeni firsatlarlar saglayabilir (2).

Kanser arastirmalarinda deneysel hayvan modellerinin énemi biiyiiktiir. Bunlardan biri
de Ehrlich ascites tiimor (EAT) modelidir. EAT hiicreleri spontan olarak fare meme
adenokarsinomundan kokenlenmistir. 1932 yilina kadar kat1 form halinde, bu tarihten
sonra ise sivi olarak fareden fareye aktarma ile iiretilmistir. EAT hiicreleri farelerin
periton boslugunda siispansiyon halde ¢ogalir ve in vitro ortamda yiizeye yapismaz.
EAT hiicreleri, farelerin periton bosluguna inokiile edildikten sonra, hiicre sayisinin
eksponansiyel olarak arttig1 cogalma fazi ile bunu izleyen hiicre sayisinin hemen hemen
sabit kaldig1 plato faz1 olmak tlizere iki fazda ¢ogalmaktadir. Yapilan arastirmalarda
3x10° EAT hiicresinin intraperitonal enjeksiyonundan sonra hiicre sayisinin dokuzuncu
giine kadar eksponansiyel olarak arttigi dokuzuncu ve onuncu giinden itibaren plato

fazina girdigi gorilmistiir (3).



Bilesiminde her biri ayr1 ayr1 antioksidan ve antikanserojen dzellik tasiyan ¢cemen otu,
kirmizibiber, sarimsak, kimyon ve bir kisim baharatlar1 ihtiva eden bir besin olan
Cemen’in deneysel olarak olusturulan kanser modeli {izerinde anlamli antikanserojenik
etkisinin oldugunu diistinmekteyiz. Bu ¢alismada, ¢emen karisimindan elde edilecek
ekstraktin Ehrlich assit tlimorii tagiyan Balb/C 1rki farelerde in vivo ve in vitro olarak

antitlimoral etkisi incelendi.



2.GENEL BIiLGILER

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiyiimesi ve ¢cogalmasidir. Kanser normal dokularin gelisimini asan ve normal
dokulara uyum gostermeyen bir doku kitlesi olusturur. Saglikli bir hiicre ne zaman ve
nerede boliinebilecegini bilme yetenegine sahiptir. Buna karsin kanser hiicreleri, bu
bilinci kaybeder, kontrolsiiz boliinmeye baslar ve ¢ogalir. Cogalan hiicreler kan
dolasimu ile beslenir (Resim 2.1) (4).

Etkenlerile hiicrenin
anormal ¢ogalmasi

Normal
hiicre

Tumoériin kan Ttimoériin kan dolasim
dolasimindan beslenmesi sistemi ile diger organlara
hiicum etmesi

Resim 2.1. Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi

Diinya saglik orgiitiine gore kanser 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir. 2008 yilinda
yaklasik 7.6 milyon (%13) kisi kanserden hayatini1 kaybetmistir. 2030 yilinda yaklasik
11 milyon kisinin kanserden olecegi tahmin edilmektedir (5, 6). Yapilan son
istatistiklere gore 2012 yil1 i¢in diinyada kansere yakalanmig ve hayatta olan kisi sayisi
32.6 miyon, oliimle sonuclanma 8.2 milyon ve yeni kansere yakalanmis kisi 14.1

milyondur. Tiirkiyede 2012 yili istatistiklerine gére kanserli hasta sayis1 65 yas alt1 i¢in



95 bin, 65 yas iistii i¢in 52 bin kisidir. 2015 yil1 i¢in ise bu sayinin 65 yas alt1 ve tistii
igin sirast ile 100 bin ve 65 bin olacagi tahmin edilmektedir (Tablo 2.1) (7).

Tablo 2.1. 2012 ve 2015 yil1 65 yas alt1 ve iistii i¢in erkek ve kadinlarda kanser orani.

] Her iki
Yas arahg cinsiyet
<65 51373 44401 95774

2012
265 34448 17742 52190
147964
<65 52727 48076 100803

2015
>65 42338 23441 65779

'Tophﬂﬂjj 95065 71517 166582

Kanser iizerine yapilan arastirmalar 14. yy.’dan bu yana devam etmekte ve giliniimiizde
kanser ile miicadelede ¢ok ciddi ¢abalar ve yiiksek miktarlarda biitgeler harcanmaktadir.
Buna ragmen kanser, insan sagligini tehdit eden ilk faktor olma 6zelligini korumaktadir.
Icerisinde bulundugumuz modern ¢agm en ciddi hastaligi olan kanserden kaynaklanan
Olimler gelismis toplumlarda ilk sirada yer alirken gelismekte olan tilkelerde ise giderek
artmaktadir. Bundan dolay1 kanser {izerine yapilan ¢aligmalar giin gectikge artmakta,

daha etkin ve daha az yan etkili tedavi arayisi siirmektedir (6).

Gegmis yillardan giiniimiize onkolojik bakimdan anlamli ilerleme kaydedebilmek icin
kemoterapotik agidan somut sonuclara ulagsmak gerekmis ve arastirmalar igin ¢esitli
kimyasal bilesiklerden yararlanarak modeller olusturulmustur (8, 9). Yalniz hangi metot
kullanilirsa  kullanilsin ilag gelistirme arastirmalarinda hayvan modellerinden
yararlanmak bir yerde zorunluluk gostermektedir. Ciinkii son yillarda 6n plana ¢ikan
hiicre kiiltiirii veya molekiiler biyoloji tekniklerine ragmen, uygulanan ajanlara kars
metabolizma cevabinda yasanan eksiklikler, hayvan modellerinin kullanimin1 6nemli
kilmaktadir. Bununla birlikte hayvan modelleri ila¢ dozuna bagimli toksisiteyi
belirlemede, ilacin metabolik 06zelliklerini veya doku ile hiicrelerarast dagilimini
gozlemede, doz siddetini kolaylikla saglamada ve tiimor ilerleme durumunu ortaya

koymada artan bir 6neme sahiptir. Ancak kanser ila¢ arastirma ve gelistirmelerinde
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kullanilacak deneysel modellerin se¢imi ¢ok dnemlidir. Kullanilacak kanser modelinden
en 1yi cevap almak, uygulanacak tiimoriin biyolojik 6zelliklerinin ve ilaglarin sitotoksik
etkilerini istenildigi sekilde gosterecek deney hayvanimi segmek, timdr olusma sansini

arttirmak i¢in en uygun tiir, soy, yas ve cinsiyeti saptamak onemlidir (10).
2.1. Kanser Tedavisinde Bitkisel Ila¢ Kullanim

Gecmisten giiniimiize bitkisel ilaglar insan hayatinda Onemli bir rol oynamustir.
Glinlimiizde fitoterapi, tamamlayict ve alternatif tedavi (TAT) yontemi olarak
tanimlanmaktadir. Kanser gibi hastaliklarin tedavisinde destekleyici alanlardan biridir
(11). Kemopreventifler (kanser onleyiciler) farmakolojik, biyolojik ve beslenme
miidahaleleri ile birlikte kanserin dnlenmesi lizerinde yenilik¢i bir alandir. Yapilan
calismalarda genellikle toksik olmayan meyve ve sebzeler fitokimyasallar olarak
gosterilmistir. Tiketilebilir fitokimyasallar tarafindan saglanan kemopreventif etki
kolay erigelibilir bir yontemdir (12). Tip tarihi ac¢isindan bakildiginda, 20.yiizyil kanser
tedavisinde bir doniim noktasi olarak kabul edilmektedir. Kanser patofizyolojisini
anlama, kanser gelisimini onleyici tedbirler alma ve tedavi etme konusunda 20. ylizyilda
yeni bir ¢1gir agilmistir. Kanser konusunda yapilan ilk arastirmalarda kanserin tek bir
sebepten kaynaklanan bir hastalik olmadigi, bir¢ok sebeple gelisen ve ¢ok cesitli organ
ve sistemleri tutabilen hastaliklar grubu oldugu anlasilmistir. Bugiin kansere neden olan
etmenleri saptama, daha etkili 6nleyici yontemler gelistirme ve tedavi sekilleri bulma

konusundaki bilimsel arastirmalar devam etmektedir (13).

Aragtirmalar kanserin biiyiikk Ol¢lide Onlenebilir bir hastalik oldugunu gostermistir.
Kanser ¢esitlerinin 2-3’ten daha fazlasinin yasam tarzindaki degisiklikler ile dnlenebilir
oldugu tahmin edilmektedir. Tiim kanser vakalarinin % 5-10'u genetik faktorler ile
iligkili iken % 90-95' sigara, diyet, alkol, hareketsiz yasam tarzi, obezite ve giinese
maruz kalmanin yanisira enfeksiyon ve ¢evresel faktorlere bagl oldugu bildirilmistir.
Koti huylu tiimorlerin ortaya ¢ikmasinda beslenmeninde 6nemi biiyiiktiir. Bu nedenle
diyetlerde kanserden onleyici ya da koruyucu besinlerin tiiketilmesi kanser tiirlerinin %
30-40'n1 onleyebilir. Kanser onleyiciler olarak meyve, sebze ve baharatlar dahil olmak
tizere dogal besin ajanlari, kanserin erken asamasinda dogal ve sentetik bilesik

kullanim1 bilimsel topluluklarda biiyiik ilgi ¢ekmistir. Halk arasinda ise dogal besin



ajanalar1 kanserin dnlenmesi dahil olmak {izere sagligin korunmasinda binlerce yildir

geleneksel olarak kullanilmistir (14, 15).

Beslenme aligkanliklar1 ve beslenmenin kanserin dnlenmesinde dnemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Cok sayida epidemiyolojik ¢alisma, sebze ve meyvelerden yiiksek bir
beslenmenin ¢ogu kanser riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu gostermistir (16).
Kanser tedavisinde temel olarak cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi ve hormonal
tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Bu tedavilerin bazi yan etkileri ve tedavilerin uzun
stireli olmas1 nedeniyle bazen hastalar baska arayislar igerisine girebilmektedirler. Bu
arayislar icerisinde alternatif tedavi yollar1 tercih edilmektedir. Diinyada binlerce kanser
hastas1 ila¢ tedavisinin yaninda tamamlayic1 ve alternatif tedavi yontemlerini de

kullanmaktadir (17).

Tamamlayict tip, alternatif tip ve tamamlayici ve alternatif tipin anlamlan iilkeden
iilkeye, hekimden hekime hatta hastadan hastaya farklihik gostermektedir. Ozellikle
kanser tedavisinde bu sozciiklerin agik¢a tanimlanmasi onemlidir. Tamamlayict tip
hastalarin konvansiyonel tedavilere ilave olarak bagvurduklari yontemdir. Alternatif tip
ise konvansiyonel tedaviler yerine basvurulan tedavi yaklasimidir. TAT konvansiyonel
tedaviler disinda kalan uygulamalar i¢in kullanilan bir kavramdir. Tim diinyada
konvansiyonel tibbin onerileri disinda kalan tedaviler gittikge daha fazla kabul
gormektedir. Ozellikle kanserli hastalarm 6nemli bir kismi1 TAT’1 tercih etmektedir.
TAT tedavi yontemlerinin pek az1 ciddi olarak test edilmis olsa da, ¢cogunlugu popiiler
olmasina karsin heniiz test edilmemistir. Yapilan iki ¢alismanin sonuglarina gore
konvansiyonel tedavi yaklagimi disinda tedavi alan hastalarin yasam kalitesi diisiik
bulunmus ve daha kisa yasamislardir. Bu nedenle hekimlerin TAT konusunda bilgi
sahibi olmalar1 gerekmektedir. Kanser hastalarint TAT kullanimina iten en giicli
motivasyon, denenmemis higbir secenek birakmamak ve konvansiyonel tedavilerle

tatmin olamamaktir (18).

Tiirkiye’de kanserli hastalarda TAT kullanim prevelansimin yiiksek oldugu ve TAT
yontemlerinden siklikla bitki karigimlarmin kullanildigr belirtilmistir (19). Kanserde
TAT kullanimi giderek artmaktadir. Literatirde TAT konusunda cesitli {ilkelerde
yapilan ¢aligmalarda kullanim sikliginin %7 ile %64 arasinda oldugu (ortalama %31.4)
belirtilmektedir (20). Ulkemizin de iginde bulundugu 14 Avrupa iilkesinde yiiriitiilen



calismada kanserli hastalarda TAT kullanim oraninin %36 oldugu ve %15-73 arasinda

genis bir dagilim gosterdigi belirlenmistir (21).

Bitki kaynakli dogal iiriinlerden bazilari, antitimdr ve antioksidan gibi g¢esitli
farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 yillardir ilgiyi lizerinde toplamaktadir. Son yillarda
dogal olarak olusan biyolojik aktif maddeler ile diyet ve tibbi bitkilerden mevcut olan
kimyasal Onleyici ajanlara odaklanilmistir. Bu biyolojik olarak aktif maddelerin ¢ogu,
hiicre dongiisti ilerlemesini bloke etme ve apoptotik hiicre Oliimiiniin tetiklenmesi
suretiyle kemoterapotik bir aktivite gdstermektedir. Bu nedenle, bitkiden elde edilmis
biyolojik olarak aktif bir madde kullanilarak tiimor hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonunu
artirarak kansere bagli insan 6liim oranini azaltmak ve kontrol etmek i¢in tedavi timor

yanitinin gostergesi haline gelmistir (22).

Son zamanlarda geleneksel yontemlerle kanserin kontrol edilmesinde, kemopreventif
kavrami bilimsel anlamda 6nem kazanmistir. Kemopreventif arastirmalarin amaci insan
populasyonunda kanser gelisimini azaltabilecek maddelerin belirlenmesi ve bu
maddeler hakkinda bilgi kazanimi saglamaktir (23). Baharatlar ve otlardan elde edilen
fitokimyasal maddeler 6nemli kanser 6nleyici 6zelliklere sahiptirler (15). Bu baharatlar
arasinda antikanserojen etkisi rapor edilen Cemen otu (22, 24), Kirmiz1 biber (25),
Sarimsak (26) ve Kimyon (27) gibi baharatlardan olusan ve I¢ Anadoluda bir besin

olarak kullanilan Cemen’in muhtemel antikanserojen etkisi heniiz ¢aligilmamastir.
2.2. Cemen

Cemen, Kayseri ve yoresinde pastirma yapiminda kullanilan bir karisim olmasinin
yaninda halk arasinda yaygin olarak tiiketilen bir besindir. Kayseri ilinde Cemen iireten
firmalardan alinan karisimin igeriginin genelde ayni iiriinleri ihtiva ettigi fakat
oranlarinda farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Cemen bilesiminin %350’s1 su %50’s1 ise
bitkisel karisimdan olusmaktadir. Bitkisel karisim biiyiik oranda Cemen otu (%33-37),
Kirmizi biber (%3.5-22.5), Sarimsak (%5-7) ve Kimyon’dan (%1-2.5) olusmakta, bu
karisgima her biri %1’in altinda olmak kaydi ile Karabiber, Yenibahar, Zencefil, Pul
biber, Kisnig, Karanfil ve Tarcin gibi baharat katilmaktadir. Giinlimiizde ticari olarak
piyasada mevcut Cemen hamuru i¢inde degisik oranlarda bugday unu, burcak unu ve

cesitli boyalar da kullanilmaktadir. Bu alanda tam bir standardizasyon da



saglanamamigtir. Cemen karisiminin igeriginin kaynaklarda verilen oranlari; % 40
¢emen unu, % 7.5 burgak unu, % 2.5 bugday unu, % 20 kirmiz1 toz biber (% 5 Kayseri,
% 10 Nazilli ve % 5 Kahramanmaras biberi), % 30 sarimsak ve % 0.1 boya (2/3
Pounceau 4R. E 124 + 1/3 Sunset Yellow E 120) olarak bildirilmistir (28, 29).

2.2.1. Cemen otu (Trigonella foenumgraecum L. )

Cemenotu (Trigonella foenumgraecum L. ) Leguminosae familyasinin alt familyasi olan
Papilionacae'a aittir. Tek yillik aromatik otsu bir bitkidir. Yaygin olarak Akdeniz
iilkelerinde ve Asya'da yetistirilir. Cemen otu kendi kendine tozlagsma 6zelligine ve tibbi
uygulamalarda genis bir yelpazeye sahiptir. Hindistan ve Kuzey Afrika kokenli eski
sifal1 bitkilerden biridir (30, 31). Elliye yakin tiir igceren tek yillik bir bitki olan ¢emen
otunun Tirkiye’de kirk bese yakin tiiri bulunmaktadir ve Akdeniz, Marmara,
Giineydogu Anadolu bolgelerinde Trigonella foenumgraecum L. tiriinin kiltiiri
yapilmaktadir (32, 33).

Cemen diinya iizerinde genis bir dagilim alanina sahiptir. Portekiz, ispanya, ingiltere,
Almanya, Avusturya, Isvigre, Yunanistan, Tiirkiye, Misir, Sudan, Etiyopya, Kenya,
Tazmanya, Israil, Liibnan, Fas, Tunus, Hindistan, Pakistan, Cin, Japonya, Rusya,
Arjantin ve Amerika’da kiiltiire alinmig bir iiriindiir. Tiirkiye’de Trakya, Marmara, Orta,
Giliney ve Gilineydogu Anadolu bolgelerinde yetisir, il il dagilis alanlari, Konya
(Akseki), Kayseri, Adana (Seyhan-Misis arasi), Mersin (Kuyuluk mevkii), Gaziantep
(Birecik-Kesre), Cesitay (Belen’in kuzeyi), Urfa ve Mardin’dir (34).

Yaprak ve tohumlarinin hem 6ziitleri hem de tozlar1 tibbi preperatlarda yaygin olarak
kullanilir. Tohumlar kalsiyum, fosfor, demir, ¢inko ve mangan gibi birgok unsurlarin

temel kaynagidir (Resim 2.2.) (30, 31, 35).



Resim 2.2. Cemen otu (Trigonella foenumgraecum L. ) ve tohumu

Cemen otu alerjik ve enfeksiyon hastaliklar1 i¢in tedavi edici ozellige sahip olup
geleneksel bir gida olarak kullanilmaktadir. Ancak bu hastaliklara kullanimu ile birlikte
anti-alerjik mekanizmasi heniiz net bir sekilde agiklanmamistir. Cemen otu baklagil
ailesinin bir liyesi olup bitki genis bir terapotik gesitlilige sahiptir. Farmakolojik
calismalar bu bitkinden elde edilen ekstraktin antidiabetik, antihipertansif ve kolesterol
diisiiriicti etkilerinin yanisira immiinomodiilator etki sergiledigini gostermistir (30, 36,
37). Geleneksel olarak diyabet, yiiksek kolesterol, yara iyilesmesi ve sindirim sistemi
rahatsizliklarinda kullanilan ¢gemen otunun son zamanlarda yapilan bir ¢alismada meme

kanseri hiicreleri iizerinde apoptozisi artirict etki ve antikarsinojenik etki gosterdigi

bildirilmistir (22, 24).

Cemen otu ekstresinin antiinflamatuar aktivite gosterdigi yapilan ¢aligmalarda
belirtilmistir (38). Tiimdr promotorlerinin bdlgeye inflamatuar hiicreleri yerlestirdigi
bilinmektedir ve ayni zamanda doku ya da bolgedeki inflamatuarin agirlagmasi ile
kanser gelisimini hareketlendirir (38, 39). Rosin ve ark. (40) ¢emen otunun inflamatuar
hiicrelerinin genotoksik etkilerini indiikleme kapasitesine sahip oldugunu ve bundan

dolay1 antitiimor aktivitesiye sahip olabilecegini belirtmislerdir.

Bitkisel besinlerde bulunan fitokimyasallar kanser dahil olmak tizere bir¢cok kronik
hastaliklar1 azaltmada etkili olmustur. Cemen otu ekstresinin kimyasal bileseninde
polisakkaritler, saponinler, flavonoid, lif, trigonellin ve kolin vardir. Polisakkaritler
makrofajlarin  iglevini uyaran bircok c¢alismada bagisiklik diizenleyici olarak
tanimlanmistir.  Antikanser etkisi ve bagisiklik diizenleyici aktivite sergiledigi

belirtilmistir (30, 36). Arastirmalar tohumlarin karaciger kanserini 6nledigini, kandaki
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kolestrol seviyesini diiglirdiigiinii ve ayni zamanda antidiyabetik bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Hiicre 6liimiinii indiikleyen bazi kanser hiicre hatlarina kars1 bir
parga sitotoksisitesi de bulunmaktadir. Cemenin yararli etkileri onun biyoaktif
molekiillerine baglanmasi ile olur. Bu bilesenlerden biri olan diosgenin insan hiicre
hatlarinda apopitoz indiiksiyonu ve hiicre dongili sinyalinin inhibasyonu yolu ile

¢ogalmasini ve inflamasyonunu etkili bir sekilde tedavi edebilmektedir (15, 30, 31).

Testa iceren gemen fraksiyonu ve yagi alinmis ¢gemen otu tohumunun hipoglisemik
etkisi ile baglantili oldugu diistiniilmektedir. Bu etkiler lipit ekstresi ¢aligmalarinda
gbézlenmemistir. Cemen otu tohumlar1 %50 1if (%20 ¢o6ziinmez, %30 ¢oziiniir)
icermektedir (Tablo 2.2). Bu orandaki lif yemek sonrasi (postprandiyal) glikoz
emilimini yavaglatabilir. Bu durumda kan sekerini diigiirlicii etki olarak ikinci bir

mekanizma olusturabilir (31).

Cemen bitkisinin gerek tohumlari, gerekse vejatatif aksami kullanilmaktadir. Tohumlar;
9%0.02 ugucu yag, %27 protein, %7-10 ham yag, azotlu bilesiklerden trigonellin, kolin,
fitin, nikotinamit, sterol, flavonit, lesitin, feonugraesin, acilik bilesenleri, saponin,
kumarin vb. igerir. Yapilan arastirmalar bir¢ok hastaligin tedavisinde, ilag hammaddesi
olarak kullanilan diosgenin maddesinin sonucu ¢emen bitkisinde %1-2 oraninda
bulundugu gosterilmistir (39). Cemen otunun taze yaprak ve tohum igerigi tablo 2.2°de
gosterilmistir. Kanada’da arastirmacilar tarafindan ¢emen otu c¢esidinin antioksidan
ozelligi lizerine ait yapilan ¢aligmalarda bitkinin gelecekte potansiyel tibbi bitkilerden

biri olarak goriilebilecegi bildirilmistir (41).



Tablo 2.2. 100 gr Trigonella foenum-graecum tohumlarindaki kimyasal kompozisyon (33)

Kimyasal komposizyon Cemen otu taze yaprak | Cemen otu tohum
Protein 4.4 309
Yag 109 7.5(
Fibrin 109 50 g
Sapogenin 2gr
Trigonellin 380 mg
Kalsiyum 395 mg 160 mg
Magnezyum 67 mg 160 mg
Fosfor 51 mg 370 mg
Demir 16.5 mg 14 mg
Sodyum 76 mg 19 mg
Potasyum 31 mg 530 mg
Bakir 0.26 mg 33 mg
Kiikiirt 167 mg 16 mg
Klor 165 mg 165 mg
Mangan 1.5 mg
Cinko ---- 7 mg
Bakir ---- 0.1 mg
Kolin 1.35¢ 50 mg
Vitamin C 52 mg 43 mg
B- Karoten 2.3 mg 96 ug
Tiyamin 40 g 340 pg
Riboflavin 310 pg 290 ug
Nikotinik Asit 1.1 mg
Folik Asit 84 ng

2.2.2. Kirmuzi biber (Capsicum annuum L.)

11

Kirmizi biber (Capsicum annuum L.) Asya, Afrika ve Akdeniz iilkelerinde agikta ve

ortli altinda yetistiriciligi yapilan, tiiketici, liretici ve isleme endiistrisi agisindan dnemi

olan bir kiiltiir bitkisidir. Kirmizi pul-toz biber, Solanaceae familyasina ait olan

Capsicum annuum L. tiirline dahil biber tiirliniin kurutularak &giitiilmesi sonucu elde

edilen, yemeklere lezzet ve acilik vermek amaciyla kullanilan bir baharattir (Resim 2.3.)

(42, 43).
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Resim 2.3. Kirmiz1 biber (Capsicum annuum L.)

Capsicum annuum L. bileseninde bulunan kapsaisin (capsaicin) kemopreventif
ozelliklerinden dolayr yaygin olarak c¢alisilmaktadir. Kapsaisin gesitli kanser hiicre
hatlarinin biiyiimesine engel olmaktadir. Bununla birlikte kansere kars1 koruyucu etkisi
gosterilirken tumoregenesiste kapsaisinin roliiniin tartismali oldugu bildirilmistir (44).
Biberin ac1 6zelligi kapsaisin varligi nedeniyle baskindir. Kapsaisin in vitro ve in vivo
yapilan c¢aligmalarda prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesine karst etkili oldugu

bildirilmistir (45).

Genis kullanim alan1 ile ekonomik 6nem tasiyan biberin ekstresi, biyoaktif bilesiklerin
kaynagi olarak saglikli beslenme trendinde ve yeni ilag arayislarinda Onemli
bulunmaktadir.  Arastirmalar ~ biber  ekstresinin  antikanserojen,  antioksidan,

antiinflamatuar ve iilsere kars1 etkili oldugunu kanitlamistir (46).

Diinya ¢apinda en ¢ok tiiketilen sebze olan biber yiiksek seviyelerde C vitamini, pro-
vitamin A (karoten), vitamin E, karotenoid, kalsiyum ve fenolik bilesenleri igerir.
Giinliik 50-100 g biber aliminda C ve A vitamini ihtiyacini sirasiyla %100 ve %60
oraninda saglamaktadir. Olgun biber meyveleri karotenoidler acgisindan zengin,
antioksidan, anti-viral, anti-enflamatuar ve antikanserojen kapasiteye sahip bilesikleri
igerir (47-49). Bu bilesikler insanlarda kansere karsi potansiyel bir savunma, mide
ilserine karsi koruma, kardiyovaskiiler hastaliklar1 onleme ve katarakt ve makiiler
dejenerasyona kars1 koruma saglar. Bunun yaninda, yemeklerde, salatalarda, tursularda,
sos yapiminda, salca iiretiminde ve konserve igeriginde aromatik besin maddesi olarak
kullanilmaktadir. Ulkemizde kullanilan baharatlar igerisinde ilk siray1 almaktadir (42,

50, 51).
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Biber icerisinde diger fitokimyasallar serbest radikallerin yikimu ile iligkili olan giicli
antioksidanlardir (52). Kirmizi pul-toz biber, bitkilerin tam olgunlagsmis meyvelerinin
iyice kurutulup, sapli veya sapi alindiktan sonra g¢ekirdekli veya c¢ekirdeksiz, yari
ogiitiilerek pul (yaprak) hale getirilmis, belirli oranlarda yemeklik bitkisel sivi yag ve
tuz ilave edilmis su ile tavlanmis seklidir. Askorbik asit ve karoten igerigi yoniinden
zengin olan kirmizibiberlerin tiiketimde kullanilmasi; baharat, yem maddesi ve
antibiyotik hammaddesi seklindedir. 100 g kuru kirmizi biber; 318 kcal enerji, 148 mg
Ca, 76 mg C vitamini, 8.1 g su, 2014 mg K, 12 g protein, 293 mg P, 15 mg B3 vitamini,
17.3 g yag, 152 mg Mg, 2 mg B2 vitamini, 56.6 mg karbonhidrat, 30 mg Na, 1 mg Bl
vitamini, 24.9 g lif, 8 mg Fe, renk (capsanthin) maddesi gibi organik bilesikler icerir
(53). Cemen karisiminda kullanilan kirmizibiber orant %20 olup cins olarak ta % 5
Kayseri, % 10 Nazilli ve % 5 Kahramanmaras biberinin kullanildig: bildirilmektedir
(28, 29).

2.2.3. Sarimsak (Allium sativum L.)

Sarimsak (Allium sativum L.), sogan ailesinin bir tiiridiir (Resim 2.4). Profilaktik ve
terapotik etkileri icin tarih boyunca kullanilmistir. Bagisiklik sistemini giliclendirme ve
antitimor etkileri in vitro ve in vivo deneylerde gosterilmistir (54). Diinyanin en eski
ilaglarindan biri olan sarimsak sadece lezzet i¢in degil, ayn1 zamanda antikanserojen,
antiaterosklerotik, antitrombotik, antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan etkileri
de dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. 4000 yildir bir baharat,
gida ve ilag olarak kullanilmistir ve en ¢ok arastirilan tibbi bitkidir. Son 10-15 yildir
antioksidan oOzellikleri icin yasa bagli hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar
onlemede sarimsagin rolii yogun bir bi¢cimde arastirilmaktadir. Bitkiler kimyasal
karsinogenezin giiglii degistiricileri olan baz1 bilesikler igin genis bir gesitlilik icerir.
Antitimdr 0Ozellige sahip bilesenleri igeren sarimsak 3500 yil once de Misirlhilar

tarafindan tlimorlerin tedavisinde kullanilmistir (26, 55, 56).
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Resim 2.4. Sarimsak (Allium sativum L.)

Sarimsak tarihte kulak agrilarinda, ciizzam tedavisinde, siddetli ishalde, diisiik ateste,
parazitik enfeksiyonlarda ve mide agrilarinda kullanilmigtir. Sarimsak ve sarimsaktan
elde edilen ekstre binlerce yil enfeksiyon tedavisinde kullanilmistir (57).
Epidemiyolojik ve klinik oncesi ¢aligmalar sarimsagin kalp hastalig riskini ve kanseri
etkiledigini ve ayni zamanda antikanser diyet bileseni oldugunu da belirtilmistir.
Sarimsagin ve bileseninde bulunan siilfiiriin kanser riskini bastirdigi ve tiimorlerin
biyolojik davraniglarin1  degistirdigini  de kanitlanmistir. Sarimsak ve  siilfiir
bilesenlerinin meme, kolon, deri, rahim, yemek borusu ve akciger kanserlerinde tiimor

insidansini bastirdigr bildirilmistir (56, 57).

Sarimsak ekstresinde 200'den fazla kimyasal madde bulunmaktadir (54). Sarimsakta
bulunan en Onemli kimyasal bilesikler siilfiir (Allisin, Ajoen ve Diallylsiilfiir)
bilesikleridir. Bunlardan Allisin; antibakteriyel, antifungal, antiparazitik ve
antikarsinojenik 6zelligi kanitlanmis bir maddedir. Son yillarda yapilan epidemiyolojik
calismalarda sarimsak gibi sebzelerin tiiketimi ile meme, serviks uteri, kolorektal, mide,
akciger ve ozafagus kanser risklerini ikna edici sekilde azalttig1 ve sarimsagi haftada
3'den fazla tiiketen kisilerde mide kanseri riskinin az oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda sarimsagin kemopreventif etkisi taze sarimsak ekstrakti, yasl sarimsak,
sarimsak yag1 ve sarimsaktan tiiretilmis organik bilesik cesitleri ile degerlendirilmistir.
Sarimsagin organik bilesikleri sarimsagin saglik i¢in yararlarini ve tibbi 6zelliklerini

ortaya koymustur. Hastaliklar tizerindeki olumlu etkisi bilinmekle birlikte bu etkinin
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mekanizmas1 heniiz agiklanamamustir (55, 58, 59). Insanda ve deney hayvanlarinda
yapilan calismalarda fibrinolitik aktivite gosterdigi rapor edilmistir. Bir antibiyotik
etkinin hasari, hipoglisemik etki, antitiimor, antioksidan ve antitrombotik O6zellikleri

sarimsak ekstrelerinde gosterilmistir (55).

Sarimsak bircok farkli kiiltiirde gastrointestinal hastaliklardan korunmada ve
tedavisinde kullanilmaktadir. Cin, Italya ve Amerikada yapilan epidemiyolojik
aragtirmalar sarimsagin diizenli tiiketiminde kolon ve mide kanseri riskini azalttigini
gostermistir. Kanserin dnlenmesinde ve tedavi edilmesinde diyet bilesiklerinin rolii
onemlidir. Bu baglamda sarimsagin potansiyel kemopreventif etkisi, kanser hiicrelerinin
biliylimesini inhibe eden ve karsinojenlerin aktivasyonlarini degistiren sarimsagin
igerdigi organosiilfiir bilesiklerden dolayr merak uyandirmistir (60). Sarimsak kanser
icin ¢cok yonlii olarak hem koruyucu hem de tedavi edici 6zelige sahiptir. Karsinogenez
caligmalar sarimsakta bulunan diallil siilfid (DAS), diallil disiilfid (DADS) ve dialil
tristilfid (DAT) gibi alil siilfidlerin kolon, meme ve akciger kanserleri i¢in hiicre
proliferasyonu inhibe ettigi ve hem kiiltiir ¢alismalarinda hem de ksenograft fare
modellerinde yapilan c¢alismalarda apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar bu koruyucu ve tedavi edici 6zelliginin organosiilfiir

bilesiklerden kaynakli oldugunu gostermistir (55, 61, 62).
2.2.4. Kimyon (Cuminum cyminum L.)

Kimyon (Cuminum cyminum L.), Umbellifereae ailesine ait tibbi ve tedavi edici
ozellikleri bakimindan 6nemli ve tohumlar1 degerli bir aromaya sahip bitkidir (Resim
2.5). Kimyon Musir, Tiirkistan ve Akdeniz kokenli, ancak yaygm olarak Iran, Cin,
Hindistan, Fas, Giiney Rusya, Japonya, Endonezya, Cezayir ve Tiirkiye’'de
yetistirilmektedir. Tohumu karisik baharatlarda, ¢orba, sosis, ekmek ve kek icin
tatlandirict olarak kullanilir. Kimyon, karabiberden sonra diinyanin ikinci en popiiler
baharatlarindan birisi olup tibbi uygulamalarda hazimsizlik, gaz, dis agrisi, dispepsi,

ishal, epilepsi ve sarilik tedavisinde kullanilan bir baharattir (16, 63, 64).
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Resim 2.5. Kimyon (Cuminum cyminum L.)

Tohumlarin besin bilesiminde sabit yag (yaklasik% 10), protein, seliiloz, seker, mineral
elemanlar1 ve ugucu yag ihtiva etmektedir. Kimyon tohumuna karakteristik aromasini
bileseninde bulunan ugucu yag (% 1-5) verir. Birgok fitokimyasal ¢aligsma ile kimyon
tohumunun ugucu yagi1 bugiine kadar arastirilmistir. Kimyonun 6nemli bilesenlerinden
biri aldehitlerdir. Tiirkiye, Pakistan ve Iran kimyon tohumlarindan elde edilen diger
onemli bilesenlerini ise kuminik alkol, y-terpinen, p-simen ve B-pinen olusturmaktadir
(65).

Kimyon tohumlar1 antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen flavonoidler, apigenin ve
luteolin igerir. Kimyon ve kimyon iiriinleri (kimyon yag1 gibi) ile yapilan deneylerde
onemli antioksidan aktivite gosterdigi rapor edilmistir (27, 66). Kimyonun etanol
ekstresinin apoptotik faaliyetleri g¢esitli insan kanser I8semi hiicre hatlarinda
gosterilmistir. Metanol ekstraktlart MK-1, HeLa ve B16F10 hatlarinda antiproliferatif
aktivite gostermistir. Bu kemopreventif ve antiproliferatif aktivasyonlar1 biyoaktif
polyacetylenic bilesiklerine ve diger monoterpenleri, anethofuran, karvon ve limonen'e
bagli oldugu belirtilmistir. Monoterpen alkoller, linalool, karvakrol, anetol ve estragole,
flavonoidler ve polifenol bilesiklerin varliginda kimyon ve kimyon yaglar yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir. Ayn1 zamanda kimyon antimikrobiyal, antidiyabetik,
antikanserojen / antimutajenik, antistres, antiiilserojenik gibi ¢ok yonlii farmakolojik
ozellikleri de bulunmaktadir (27).

Kimyonun [-glucuronidase aktivitesini azaltarak kolon kanserine karst korudugu
gosterilmistir.  Aym1  zamanda  hepatokarsinogenez’e sebeb  olan  3'-metil-

4 dimetil aminoaz-benzen’i 6nemli olglide inhibe ettigi gosterilmistir (16). Kimyon
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iceren diyet takviyeler ile sicanlarda kolon kanserinin ortaya ¢ikisinin Onlendigi

belirlenmistir (27).
2.2.5. Karabiber (Piper nigrum L.)

Karabibergiller ailesinden olan piper cinsinin 700’den fazla tiirti vardir. Karabibergiller
ailesi bir¢ok biyolojik aktif fitokimyasal kaynagi ile tibbi ve tarimsal kullanimi ig¢in
potansiyeli olan bir gruptur. Piper cinsi baharatlar esas olarak alkoloid ve amidler olmak
tizere sekonder metabolit bilesik dizisi i¢erir. Karabiber (Piper nigrum L.) yiiksek ticari,
ekonomik ve tibbi ozellikleri ile iyi bilinen tiirlerinden birdir (Resim 2.6). Aym
zamanda diinya ¢apinda en eski bilinen baharatlardan biridir. Karabiber biyolojik
etkileri genis bir ¢esitlilik gdsterir. Piper nigrum L. merkezi Sinir sistemini uyarici ve
analjezik gibi biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bronsit, sindirim sistemi
hastaliklar1 ve astim igin hint ilaglarin da 6nemli bir bilesen oldugu belirtilmektedir (67—
69). Biberde dahil olmak iizere baharatlardan izole edilen fitokimyasallarin potansiyel
anti-timor ajanlara sahip oldugu belirtilmektedir (70). Merkezi sinir sistemi igin bilinen
bir antidepresan olup ayni zamanda antiinflamatuar, antioksidan, antikanser ve

antimikrobiyal etkileri gosterir (67, 71).

Resim 2.6. Karabiber (Piper nigrum L.)

Piperin bir alkoloid'tir. Cesitli bilinen fizyolojik etkilerinde dolay1 geleneksel Hint ve
Cin tibbinda kullanilmistir. Birgok hastaliktaki koruyucu etkilerinden dolay1 biyolojik
bir ila¢ olarak kullanilabilirligi artmistir. Piperin'in ayn1 zamanda akciger fibroblast
kanserlerinin metastazint ve gelismesini 6nledigi daha once yapilan calismalar ile

gosterilmistir (72). Anti-tiimor etkileri ile ilgili olarak, piperin B16F-10 melanoma
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hiicre ile uyarilan akciger metastazi inhibe ettigi rapor edilmistir ve fibrosarkoma
hiicreleri tizerinde piperine anti-invazif etkileri de rapor edilmistir (22, 73). Yapilan
caligmalar sonucunda Piperin’in meme kanserinde koruyuzu ve tedavi edici bir ajan
oldugu disiintilmektedir (72). Piperin hiicre dongiisiinii bloke ederek ve apopitozu
uyararak tiimor biiyiimesini inhibe eder. Ayrica in vitro yapilan ¢alismada 4T1 tumor

biiyiimesini ve metastazi bastirabildigi gosterilmistir (68, 74).
2.2.6. Karanfil (Syzygium aromaticum L.)

Karanfil (Syzygium aromaticum L.) kurumus ¢igek tomurcuklarina sahip mersin ailesine
ait bir agagtir (Resim 2.7). Karanfil genellikle dis agrisin1 ve agiz kokusunu bastirmak
i¢in kullanilir (75, 76). Baharatlarin tat ve aroma vermelerinin yaninda tibbi degerlere
de sahip olduklar1 bilinmektedir. Yaygin olarak kullanilan cesitli baharat 6zlerinin
antioksadian aktiviteleri en yiiksekten en diisiige dogru karanfil, targin, biber, zencefil,
sarimsak oldugu belirlenmistir (76, 77). Solunum ve sindirim hastaliklarin1 tedavi etmek
icin geleneksel tipta kullanilan karanfil giicli bir kemopreventif 6zelik gosterir.
Antiseptik ve anti bakteriyel 6zelliklerinden dolayr agiz spreyi ve dis macunu gibi
tirlinlerde kullanilmaktadir (76-78). Karanfilde bulunan mevcut ugucu yaglar 6jenol,
kariyofilen, alfa-humulene, alphaterpinyl asetat, eugenyl metil Gjenol, actyl Gjenol,
naftalen, kavikol, heptanon, seskiterpenler, metil salisilat pinen, vanilin'dir. Onemli
kimyasal bilesenleri seskiter, ugucu yaglar (eugenol), kariyofilen, tanen ve zamk
icermektedir. Farkli ugucu yaglar igerisinde Ojenol %81.1 orani ile temel bileseni
olusturmaktadir (76, 79). Ugucu yaglarin antikanserojen ve antimutajenik oldugu
bildirilmistir. PC-3 ve Hep G2 insan tiimor hiicre hatlarinda sitotoksik bir etki
gostermektedir. Karanfil yagi igerisinde bulunan bilesiklerden en 6nemli antioksidan
ojenol'diir. Ojenol'un de insan tiimor hiicrelerinde apopitoza neden oldugu tespit
edilmistir (76, 80). Bir antikanserojen olarak Gjenol’un MCF-7 insan meme kanser
hiicrelerinde apopitozu indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir
(81).
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Resim 2.7. Karanfil (Syzygium aromaticum L.)

2.2.7. Kisnis (Coriandrum sativum L.)

Apiaceae familyasinin en yaygin bilinen tiirii olan kisnis (Coriandrum sativum L.) tibbi
ve tatlandirict olarak kullanilan bir baharattir. Kokleri ve yapraklar1 aromatik tat
bakimindan zengindir. Kisnis tohumlarinin esas bileseni linalol’dur. Tohumlar
genellikle medikal olarak kullanilmaktadir (Resim 2.8) (11, 82, 83). Yapilan bir
caligmada kignis kokiinden elde edilen ekstakt DNA hasarini inhibe etmis ve antikanser
etkisi gostermistir (11). Kisnis tohumunun kimyasal bilesimini esansiyel yag, seker
(glukoz, fruktoz ve sakroz), alkoloidler, flavonlar, recine, tanen igermektedir. Kisnis’in
genc¢ yapraklarinin kimyasal bilesiminde ise ucgucu yag, proteinler, flavonoidler,
glikozitler (quercetin, isoquercitrin ve rutin), kafeik asit ve iz yag, mineraller
(kalsiyum, fosfor ve demir gibi), karoten, lif ve karbonhidrat bulunur (83, 84). Kisnis
tohumu esansiyel yag olarak linalol igerir. Yapraklari ise dnemli miktarda kafeik asit,
ferulik asit, gallik asit ve klorojenik asit igerir. Bitkinin tohumlar1 ve toprak {stii
kisimlar1 spazm, romatizma, nevralji, mide rahatsizliklari, ishal, dizanteri gibi saglik
sorunlarinda geleneksel tipta kullanilmaktadir (85). Daha once yapilan ¢alismalarda bu
bitkinin antidiyabetik, antioksidan, kolesterol diisliriicii, antibakteriyel, antikanser ve
anksiyolitik etkinlikleri gosterilmistir. Son calismalarda karbonhidrat metabolizmasi

tizerinde etkileri ve hipoglisemik etkisi gosterilmistir (11, 82).
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Resim 2.8. Kisnis (Coriandrum sativum L.)

2.2.8. Tarcin (Cinnamomum cassia L.)

Tarcin (Cinnamomum cassia L.) yaprak dokmeyen Lauraceae familyasina ait bir agagtir.
Tar¢in agacin i¢ kabugundan elde edilir. Ancak sadece kabugu degil agacin ¢igekleri,
meyvesi ve kokleri de kullanilmaktadir (Resim. 2.9) (86). Bitkiden elde edilen ekstre
iceriginde sinamik aldehit ve sinnamil aldehit gibi aktif bilesenler, tanen, mukus ve
karbonhidrat icermektedir. Igerisinde bulunan aktif bilesenler antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamasyon, antidiyabetik ve antitiimoral biyolojik fonksiyonlara
sahiptir (87-89). Sinamaldehitler meme, ovaryum, akciger ve kolon kanseri gibi ¢esitli
insan kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu kontrol ettigi belirtilmistir (90). Kwon ve
ark. (89) tarafindan tar¢indan elde edilen ekstrakt ile yapilan ¢alismada antitimor ve
sitotoksik aktivitesi belirtilmistir. Vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii (VEGF), iskemik
dokularin kollateral damar olusumu ve inflamasyonunun tiimor gelisiminde mitojenik
ve anjiyojenik bir faktordiir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii anjiyogenezin
uyarilmasinda Onemli bir faktordiir. Besinlerde dogal olarak olusan VEGF
inhibitorlerinin tanimlanmasi alternatif bir yaklasim olacaktir. Targin ekstresinin aktif
bilesenlerinin in vitro olarak VEGF indiiklenmesini endotel hiicre proliferasyonu inhibe
edererek saglar. Boylece targin ekstresinin VEGF'in dogal inhibitorii olarak tanimlanir
ve kanseri Onlemede ya da tedavi etmede faydali olabilecegi belirtilistir (91). Deney
hayvanlarinda in vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda kolon kanseri riskini azalttigi,
kardiyovakiiler hastaliklar1 azalttigi, antimikrobiyal aktivitesi ve antiinflamatuvar
ozellikleri gosterilmistir. Goniillii 54 bireyin giinliik ¢ay ile 100 mg/30ml tarcin tiiketimi

sonucunda kontrol ile karsilagtirildiklarinda 6nemli Olcilide lipid peroksidasyonunda
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indirgeme, total antioksidan gli¢te ve total tiyolle molekiillerinde artma goézlenmistir

(86).

Resim 2.9. Tar¢in (Cinnamomum cassia L.)

2.2.9. Zencefil (Zingiber officinale L.)

Zencefil (Zingiber officinale L.), zencefilgiller familyasindan bir metreye kadar
boylanabilen, ince-uzun yaprakli, sari-kirmizi renklerde ¢i¢ekler agan, kok yumrulart
baharat ve ilag olarak kullanilan, ¢ok yillik bir bitkidir (Resim 2.10.). Zencefil diinyada
hem baharat olarak hem de islenmemis ilag olarak siklikla kullanilan bir bitkidir.
Zencefil sindirim sistemi hastaliklarinda, hazimsizlikta, mide bulantisi, gastrit ve ishal
gibi rahatsizliklarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Zencefil ekstresinde biyoaktif
madde olarak 6-gingerol (6G), 8-gingerol (8G), 10- gingerol (10G) ve 6-shogaol (6S)
icerdigi rapor edilmistir. Zencefil ekstraktinin in vivo ve in vitro prostat kanser
modellerinde yararli oldugu gosterilmistir (92-94). 6- Gingerol’iin pankreas, prostat
mide ve l6semi kanser hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir. Aym
zamanda 6-Shogaol’in de antiproliferatif etki gostererek meme kanserine karsi
antikanerojen aktivite sergiledigi bildirilmistir (94). Zencefilin ana bileseni olan
gingerol termal islenmesinden sonra shogal bilesenini olusturur. Bu bilesende yiiksek
bir anti-kanserojen etki gosterir. Yapilan ¢alismalarda gingerol’e gore shagol insan
akciger tlimor hiicrelerinde, kolon kanseri hiicrelerinde daha yiiksek anti-proliferatif etki

gostermistir. (12).
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Resim 2.10. Zencefil (Zingiber officinale L.)

2.2.10. Yenibahar (Pimenta racemosa L.)

Yenibahar (Pimenta racemosa L.), mersingiller familyasina ait bir bitki tiirtidiir (Resim
2.11). Yenibahar baharat, ¢esni, koku verici, istah agici ilag gibi geleneksel olarak
kullanilmakatdir. Bitkinin farkli parcalar1 romatizmal agrilar, dis ve kas agrilar,
menstural kramplar, siniizit, bronsit, depresyon ve sinir yorgunlugu gibi hastaliklarda
kullanilmaktadir. Farkli cografyalarda antiinflamatuar ve analjezik Ozellikleri ig¢in
kullanilir. Bitkiden elde edilen ekstrenin giiclii bir antioksidan &zelligi oldugu
gosterilmistir. Iceriginde aktif bilesen olarak fenolik asitler, flavonoidler, fenilpropanlar,
diterpen, lupeol bulunmaktadir (95-97). % 1.5 — 4.5 oraninda ugucu yag yaprak ve
meyvelerinden elde edilir. Karanfilde baskin olarak elde edilen ucucu yag olan ojenol
yenibaharda da baskin olarak elde edilen ugucu yagdir. Bitkiden elde edilen ugucu
yaglarin yiiksek aktiviteye sahip anti inflamatuar ve antioksidan oldugu bilinmektedir
(79, 97, 98). Ekstreden elde edilen pedungulagin'in kati tiimor hiicrelerine karsi
sitotoksik bir bilesen oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda T-lenfositlerin ve
makrofajlarin  ¢ogalmasinida engelledigi bildirilmistir. Yenibahar T hiicresi tiirevli
lenfositik 16semi hiicre hattinda apopitozu uyardigi bulunmustur (99). Yapilan bir
calisamada yenibahardan elde edilen ekstrenin prostsat kanserine karsi antikanserojen
etki gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢aligma sonrasinda yapilan diger bir ¢calismada devam
eden bir c¢alisma ile birlikte meme kanserinde de antitimoral etki gosterdigi

bildirilmistir (100, 101).
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Resim 2.11. Yenibahar (Pimenta racemosa L.)

2.3. Kanser ile Ilgili Deneysel Calismalar

Kanser c¢aligmalariyla ilgili ilk yazili kaynak olan 7 adet papirus ancak 19. yy.'da
aydinlatilabilmistir. Bunlarin en 6nemlilerinden olan Edwin Smith ve George Ebers
papiruslarinin igerdigi bilgilere gére kanser galismalart ilk defa M.O. 2500'lii yillarda
baslamis olup, M.O. 1600'ii yillarda yazili belgeler haline getirilmistir. M.O. 400'li
yillarda ise Yunanistan ve Roma'da Hipokrat ve Galen gibi hekimler kanserin tehlikeli
olan ve olmayan formlarinin oldugundan bahsetmislerdir. Tam da bu dénemde Hipokrat
tiimdrii yengece benzettigi i¢in kansere; Yunancada yenge¢ anlamina gelen 'karkinoma'
(karsinoma) adin1 vermistir. Yenge¢ anlamina gelen bu benzetme tiimdriin merkezi bir
yapisinin olmast ve bu yapilardan c¢ikan kollarla tiimoriin diger organlara uzanan
kollarindan gelmektedir. M.S. 1000'li yillara gelindiginde Tiirk alimi Ibn-i Sina'nin
kisaca "Kanun" olarak adlandirilan eserinde tedavi ve farmakolojik agidan kansere
yaklasimi dikkat ¢ekmektedir. 16. y.y.'da beyaz arsenik ve arap zamkindan yapilan

"Marsden'in merhemi" kanserli deriler lizerine uygulanmistir (102).

Insanlarda kansere sebep olan kimyasallarin belirlenmesi icin kemirgenler iizerinde
yapilan laboratuvar caligmalar1 6nemlidir. Epidemiyolojik arastirmalar da laboratuvar
hayvanlarindaki uzun siireli ¢calismalar kanserojen potansiyeli belirlemek i¢in en iyi
yontemlerden biri olmustur. 1918 yilinda ilk defa laboratuvar hayvanlari kimyasal
karsinojenlere maruz birakilmistir. Bu donem karsinojenlerin kimyasal donemi olarak
sOylenebilir ve bu donemdeki bulgular insanlar iizerindeki etkilerinin 6grenilmesi i¢in
onem arz eden bir dénem olmustur (103). Sentetik ya da dogal yollar ile olusan

kimyasallar insanlarda potansiyel olarak karsinojen olarak kabul edilir. Insanlarda
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kanserle iligkili olan tanimlanmis kimyasallarin laboratuvar hayvanlarinda da kansere
neden oldugu gosterilmistir. Tiirler arasindaki karsinogenez mekanizma benzerliklerinin
bilinmesi insanlarda kanser risklerini sunma agisindan deney hayvanlarinin dikkate

alinmasi gerektigini gostermektedir (104).

1950'lerin basinda fare tiimor modelleri yeni ilaglarin antitimor etkilerinin arastirilmasi
i¢in kullanilmaya baslanmistir. Ik baslarda 16semi hiicre hatlari iizerinde odaklanilmis,
bu yaklasimdan 10 y1l sonra hizla biiyiiyen tiimdrlere karsi bilesikler i¢in tiimor modeli
tercihleri degistirilmistir. Solid tiimor modelleri gibi B16 melanoma ve Lewis akciger
karsinom gibi kat1 tim6r modelleri tanitilmistir. Bu timor modellerinde de klinik
etkinliginin korelasyonunun diisiikk olmasindan dolay1 kati timor modelleri ksenograf

yaklagimlarla degistirilmistir (105).

Kanser arastirmalarinda kullanilacak deneysel modellerin se¢imi ¢ok onemlidir.
Arastirmalarda tercih edilecek modellerin; secilen modelin gegerliligi, 6zellikle
transplante tiimorler igin iretilme verimlilikleri, timorin uygulanma kolayliligi,
uygulanan tiimdriin olusma zamani, ret olma yiizdesi, metastatik yetenegi, immiinolojik
(antijenik yapilar1) ve genetik 6zelliklerinin uygun olmasi gerekir. Deneysel kanser
arastirmalarin gegmisine baktigimizda 6zellikle kimyasal karsinojenler ile spontan veya
transplante edilebilen tiimorlerin kullanildigi goriilmektedir. Ciinkii bu modeller her
arastirma biriminde kolaylikla iiretilebilen, 6zellikleri iyi tanimlanmis, saklanabilen,
uygulanmasi da diger modellere nazaran daha kolay olan yontemleri icermektedir. Son
35 yilda once ksenograft caligmalari, sonra transgenik hayvan iiretimlerinde hizli
gelismeler kaydedilmis ve bilimsel amacli bu iiretim alani, bir ticaret sektorii halini

almaya basglamistir (9, 10).

Kullanilacak kanser modeline en iyi cevap alinacak, uygulanacak tiimoriin biyolojik
ozelliklerini ve ilaclarin sitotoksik etkilerini istenildigi sekilde gosterecek en uygun
deney hayvanini se¢cmek deneysel kanser c¢alismalarinda onemlidir. Ayni zamanda
deney hayvani se¢ciminde geng eriskin yastaki grupla ¢alismak tiimdriin tutma oranini da
artirmaktadir. Deney hayvanlar1 kullanilarak yapilan kanser c¢aligmalarinda, hem
hayvanlarin biyolojik yapilari hem de tedaviye yonelik uygulamalarin o6zellikleri

dikkate alindiginda giiniimiizde farkli modellerin kullanildig1 goriilmektedir (9, 10).
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2.4. Deneysel Kanser Modelleri

Cesitli kimyasal ajanlari, deney hayvanlarna farkli yollarla vererek (intraperitoneal,
intravendz, subkutan) birbirinden farkli 6zellikte tiimor modelleri olusturulabilmektedir
Transgenik hayvan, yabanci bir gen enjekte edilmis fertilize bir yumurtanin
pronuklesundan elde edilen progen sonucunda ortaya ¢ikar, modeli onkogenik fenotip
arastirmalarinda  harika model olabilir. Ilk dénemlerde timektomi, steroidler ve
radyasyon i¢ermeyen 1sinlar ile immiin sistemi hasara ugratilmis farelerde insan timor
xenografti caligilirken, 1969°da Glasgow Ruchill hastanesi viriis laboratuarinda albino
fare iiretim boliimiinde ilk nude farenin spontan olarak ortaya ¢ikmasiyla xenograft
arastirmalart i¢in ¢ok uygun bir model yerini almistir. Bir diger timoér modeli
mikroenkapsiile timér modeli olup bu modelde timor hiicreleri yar1 gegirgen jeller
icerisinde kapsiillenir. Mikrokapsiiller deney hayvanlarinin periton bosluguna inokiile
edilir. Yar1 gecirgen kapsiil konak hiicre ortamimnin immiin sitotoksitesinden tiimor
hiicresini korurken sistemik sitotoksik ajanlar tiimor hiicresine diffiize olur ve kapsiile
ulagir. Intravendz ilag uygulanmasini takiben anti-kanser etki mikrokapsiillerin geri
alinmasindan sonra degerlendirilir. Spontan veya transplante edilebilen tiimor modelleri
ise spontan olusan tiimorlerden elde edilen siispansiyonlardan tiiretilmektedir. Spontan
tiimorler genelde idiyopatiktir. Ge¢ dénemde dlgiilebilir duruma gelir. Insan kanser
tiplerine kinetik 0Ozellik agisindan benzerlik  gosterir. Ayrica karsinogenezin
biyolojisinin anlagilmasinda, kemopreventif ve kemosiipretif ilaclarin gelistirilmesinde
onemli rol oynayan modellerdir. Solid tiimoérler, subkutan, intradermal, intramuskuler,
intraperitonal veya intravendz yolla hiicre siispansiyonlarinin inokulasyonu sonucunda
transplante edilir. Transplante edilen tiimdrler, kokenlendikleri spontan tiimorlere erken
olusum fazlar1 agisindan olduk¢a benzerlik gosterir. Bu modele uygun 6rneklerden biri

ise Ehrlich Assit Timortdiir (9, 10).
2.4.1 Ehrlich Assit Tiimorii (EAT)

Gilintimiizde tedavide basarili olmak ve kansere karst yeni yontemler gelistirmek iizere
yapilan ¢alismalar deney hayvanlarinda olusturulan deneysel hayvan tiimorleri lizerinde
siirdiiriilmektedir. Elde edilisinden bu yana pek c¢ok arastirmaya konu olan deneysel
hayvan tiimoérlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede spontan meme

adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmis ve Ehrlich ve Apolant (1905) tarafindan timor
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parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel tiimdr haline
getirilmistir. 1932 yilinda Loewenthal ve Jahn (1932) bu tiimoriin farelerin peritonunda
sivi halde biiyliyen formunu elde etmeyi basarmislar ve peritonda hiicrelerin yani sira
asit sivist da olustugu icin tiimoér Ehrlich Ascites Timori adini almistir. Klinikte
genellikle assit, kanserin ilerleyen safhalarinda gelisir ve bu durum kotii prognoz ile
iligkilidir. Bu nedenle assit tiimor ile ilgili daha etkili anti-kanser tedavilere ihtiyag
vardir (8, 106). Lettre ve ark. ise, bu tiimori kalitatif ve kantitaif bakimdan kanser
arastirmalart icin uygun bir test sistemi haline getirmis, seri transplantasyonlarla
tiretimleri sirasinda heterojen karyotipli ¢cok sayida alt soylarin gelisimini saglamistir.
EAT hicrelerinin in vitro ortamlarda yiizeye yapismaksizin suspansiyon kiiltiiriinde
yetistirilmesi ile mutant Ehrlich Lettre ascites hucre susu HD33 elde edilmistir (3).
Orijinal olarak hiperdiploid olan EAT hiicrelerinin, Hauschka tarafindan 1953 yilinda,
kromozom sayisi tetraploid olan altsoyu elde edilmistir. Daha sonra yapilan bazi
arastirmalarda da diploid, hipertetraploid, hipotetraploid altsoylar1 elde edilmistir.
Kolsisine direngli timér irkint ve Glikojen + ve Glikojen @ Ehrlich tiimor irklarini elde
etmislerdir (3, 106).

EAT’nin sivi formunun elde edilmesiyle birlikte, ¢aligmalarda yogun bir sekilde sivi
timor kullanilmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren silispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen sayidaki
hiicrenin bir bagka hayvana transplante edilebilmesidir. Dolayisiyla aligilmis basit
sayma yontemleriyle hem transplante edilen tiimor hiicre sayisi, hem de olusan timor
biiyiikliigiiniin kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin olmaktadir. EAT amaca gore
asit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger timor hiicresi igeren asit sivist
deney hayvanma intraperitoneal (I.P) yolla enjekte edilirse assit form, subkutan (S.C)
yolla enjekte edilirse solid form elde edilir (8, 9).

2.4.1.1. Assit Form

Tiimdr hiicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra orada
cogalmalar1 ile neoplastik hiicreler ihtiva eden bir effiizyon meydana gelmesi asSit
(ascites) terimiyle ifade edilir. Genellikle tiimorler tekrarlayan pasajlarla viriilanslarini
arttirirlar. Bu gibi tiimorlerin biiyiime hiz1 artar. Diferansiyasyon git gide kaybolur,

kontrol eden baslica mekanizmalardan siyrilir, heterotransplantabilite kabiliyeti kazanir
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ve nihayet assit formuna doniisebilir. EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda
siispansiyon halinde ¢ogalir ve in vitroda yapay yiizeylere yapismaz. Pasajdan 4-6 giin
sonra assit olusmaya basladigi anlasilabilir ve toplamda ortalam 5-12 cc assit ihtiva eder
(8,9, 107).

EAT hiicreleri, farenin peritoneal bosluguna inokulasyonu takiben 2 fazda ¢ogalirlar. Bu
fazlar, hiicre sayisinin eksponansiyel olarak arttif1 ¢ogalma fazi ve bunu izleyen, hiicre
sayisinin hemen hemen sabit kaldig1 plato fazidir. 3x10° EAT hiicresinin intraperitoneal
enjeksiyonundan sonra hiicre sayisinin 9. giine kadar eksponansiyel olarak arttigi, 9. ve
10. giinden itibaren de plato fazina girildigi goriilmistiir. Diger bir ¢caligmada ise EAT
hiicrelerinin ¢ogalma hizlar1 4 faz olarak karakterize edilmistir. Burada 10" timér
hiicresinin intraperitoneal enjeksiyonunu takiben 4 ile 5 giin siiren logaritmik faz, 5. ile
13. giinlerde hiicre sayisinda onemli bir artisin gozlemlenmedigi plato fazinin takip
ettigi ve 13. ile 15. giinlerde hiicre sayisindaki gecici artisi, 15. ile 18. giinlerde 2. plato
fazinin izledigi bulunmugtur. EAT hiicrelerinin sayilar1 ¢cogalma periyodu boyunca hizli
hiicre boliinmeleri ile artar ve periton boslugunu doldurur. Tiimor hiicrelerindeki bu
cogalmaya paralel olarak assit stvisinin birikimi de meydana gelir. Belli bir zaman sonra
da konak hayvan hem tiimdr hacminin olusturdugu basin¢ hem de tiimoriin organizmaya
verdigi hasar sonucunda oliir (108). Bu ¢alismada kullanacagimiz tiimér modeli olan
EAT, transplante edilebilir bir timér modeli olup ve farelere 6zgii olmasindan dolay:
EAT’nin ¢alisilmas1 tiimor degerlendirmesi ve izlenmesi agisindan kolaylik

saglayacaktir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma sirasinda hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalarin hayvan haklar1 ve
hayvan deneyleri etigine uygunlugu, Erciyes Universitesi, Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulunun 12.03.2014 tarih ve 14/053 numarali karari ile onaylanmig (Ek 1) ve ¢alisma
Hakan Cetinsaya Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde

(DEKAM) gerceklestirilmistir.
3.1. Arastirmada Kullanilan Denek Cinsi, Sayis1 ve Dagilimi

Calismada agirliklar1 25-30 gr arasinda degisen, 40 adet, 8 haftalik erkek Balb-c tiirii
fare kullanildi. Farelerden 30 tanesi deney gruplar i¢in, 10 tanesi ise stok olusturmak
icin kulland1i. Hayvanlar her bir grupta 10 adet fare olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Calismada negatif (-) kontrol grubu “Ehrlich Assit Tiimorii Enjekte Edilen Farelerde

Rhamnetin’in Etkisinin Arastirilmasi” isimli tez ¢alismasi ile ortak kullanildi.
3.2. Deneysel Prosediir

Fareler arastirma siiresince 21°C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik donemlerin
bulundugu, otomatik olarak klimatize edilen odalarda korundu ve normal pellet cinsi
yem ile beslendi. Calismada Balb/C tiirii farelerde Ehrlich Assit Tiimor (EAT) hiicreleri
kullanilarak sivi tiimor olusturulurken EAT hiicreleri kiiltiir ortaminda c¢ogaltilarak
Cemenin EAT hiicreleri lizerindeki etkileri in vivo ve in vitro olarak arastirildi. Sivi

timor modelinde ve hiicre kiiltiiriinde kullanilacak hiicreler stok fare olusturularak elde
edildi.

3.3. Stok Fare Olusturmak i¢in Kullanilan Prosediir

%10 Dimetil siilfoksit (DMSO) bulunan besi ortaminda -80 derecede dondurulup

saklanan EAT hiicreleri kullanildi. Bu amagla, dondurulmus hiicreler 37 °C’de su
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banyosunda ¢ozdiiriildii. Stok hayvana 0.1 cc assit sivist (10° tiimér hiicresi) olacak
sekilde sol arka bacagi ile karin bolgesinin birlesim yerinden intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Stok hayvanda 6-7 giin igerisinde assit tiimor olusumu karin bolgesinde
biliyiik bir sislik olusumu ile gozlendi. Stok hayvan olusturulmasindan sonra stok
farelerden alinan EAT assit sivisi s1vi tiimor olusumu ve hiicre kiiltiirii i¢in kullanildi.
Stok hayvandan enjektor yardimi ile ¢ekilen assit sivist 0.1 ml PBS igerisinde siispanse
edildi. Thoma laminda sayilan 1x10° EAT hiicresi 8-10 haftalik farelere intraperitoneal

olarak verildi ve s1v1 tiimor olusturuldu.

Hiicre kiiltiirii i¢cin yine stok hayvandan enjektdr yardimi ile gekilen assit sivisi i¢inde

bulunan hiicreler sayilarak steril kiiltiir kaplarina alind1 ve in vitro sartlarda kiiltiire

edildi.
3.4. Hiicre Sayim Prosediirii

* Stok hayvandan 10. giinde 1ml abdominal bdlgeden assit sivisi ¢gekildi.

* Bu sivi lizerine 1 ml PBS konuldu ve bununla birlikte toplam 2 ml oldu.

* 2 ml sividan 100 mikrolitre ¢ekildi, epondorf tiipiine konuldu.

* 100 mikrolitre sivinin tizerine 100 mikrolitre tripan blue ilave edildi ve toplamda
200 mikrolitre oldu.

Karigimdan 50 mikrolitre ¢ekilip, Thoma laminin sayim alanina enjekte edildi. 40°lik
objektifte canli hiicreler biiyiik karelerde sayildi. Olii hiicreler maviye boyanmis oldugu
icin kolayca fark edildi (Sekil 3.1.). Thoma laminin her iki sayma alanindan 5’er biiyiik
kare secilerek i¢indeki 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 carpilmistir. Bu sonug ise 10° ile carpildiginda

Iml’deki hiicre sayis1 bulunmustur.
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Sekil 3.1. Thoma laminda goriilen canli ve 6li hiicreler.

3.5. Bitkisel Materyal

Cemenin %50’sini olusturan su bir yana birakildiginda geri kalan bitkisel karisim olarak
Cemen otu (%35), Kirmizibiber (%5), Sarimsak (%5), Kimyon (%2), Karabiber (%0.5),
Karanfil (%0.5), Kisnis (%0.5), Tar¢in (%0.5), Zencefil (%0.5) ve Yenibahar (%0.5) bir

araya getirilerek toz cemen karisimi elde edildi.

In vitro olarak yapilan ¢alismada Cemen otundan elde edilen ekstraktin kanser hiicreleri
tizerindeki etkileri 10-1000 pg/ml arasinda degisen oranlarda denenmis 250 pg/ml ve
tizerinde verilen ekstrakt oraninda canli hiicre sayisinda azalma oldugu belirtilmistir
(109). Bir baska c¢alismada ise intraperitoneal uygulamalarda 200 mg/kg g¢emen
ekstraktinin tiimor hiicreleri ilizerinde %70 oraninda hiicre ¢ogalimini engelledigi

gorilmistiir (38).

Biz de bu ¢alismalarda denenen dozlardan yola ¢ikarak yapacagimiz bu ¢alismada 250,
500 ve 1000 pg/ml oranlarinda ¢emen karisimindan elde edilen ekstrakt, EAT
hiicrelerinin kiiltiir ortamina katilarak in vitro etkisine, 200 mg/kg ve 400mg/kg cemen

ekstrakti inraperitoneal verilerek sivi tiimor hiicreleri iizerinde in vivo etkisi arastirildi.
3.6. Cemen Ekstresinin Hazirlanisi

Cemen tozu (500 g) %70’lik metanol ile calkalamali su banyosunda 37 °C’de 24’er saat

stireyle ti¢ kez ekstre edildi. Elde edilen ekstreler birlestirilip vakum altinda rotavaporda



31

(37-38 °C) yogunlastirildi. Ekstre liyofilize edildi ve analiz anina kadar -20 °C’de

saklandi. Cemen ekstresi kullanim dncesinde %5 etanol ¢ozeltisi icinde ¢oziildii.
3.6.1. Kimyasal Kompozisyon Analizleri

Bitkisel ~materyallerden elde edilen ekstrefenolik  bilesikler — bakimindan

spektrofotometrik olarak incelendi.
3.6.1.1 Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrenin igerdigi toplam fenol miktar1 gallikasite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplandi (110). 6 mL distile su igeren 10 ml’lik kap igerisine
100 pL ornek ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra
1,5 mL %20’lik sulu Nay,COgs ilave edilip 10 ml’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak
ekstre igermeyen reaktif karigimi kullanildi. 25 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760
nm’de absorbansi Ol¢iildii ve gallik asit (GAE) kalibrasyon egrisi ile karsilagtirildi.
Toplam fenolik madde miktar1 gallikasite esdeger olarak hesaplandi. Deneyler ii¢

paralel olacak sekilde yapildi ve sonuglar ortalama degerler olarak verildi.

3.7. In Vivo Calismalar

3.7.1. Deney Gruplari

Grup 1: Negatif Kontrol ( - kontrol ): Bu grupta kanser olusturulmadi ve hayvanlar 7
giin boyunca normal diet ile beslendi. 7 giin boyunca intraperitoneal olarak serum

fizyolojik (SF) uygulandi.

Grup 2: Pozitifi Kontrol ( + kontrol ): Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin
bolgesine igerisinde 1x10° EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivisi intraperitoneal
uygulandi. 0. giinden itibaren 7 giin siireyle farelere 0.5 ml SF intraperitoneal enjekte
edildi.

Grup 3: 200 mg/kg: Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin bolgesine igerisinde 1x10°
EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivis1 intraperitoneal uygulandi. 0. giinden itibaren 7

giin siireyle farelere 200 mg/kg/giin ¢emen ekstrakti intraperitoneal enjekte edildi.
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Grup 4: 400 mg/kg: Bu grupta yer alan farelere 0. giin karin bélgesine igerisinde 1x10°
EAT hiicresi bulunan 0.1 ml assit sivisi intraperitoneal uygulandi. 0. glinden itibaren 7

giin siireyle farelere 400 mg/kg/giin ¢emen ekstrakti intraperitoneal enjekte edildi.

Gruplardaki tiim hayvanlardan 8. giin intraperitoneal assit sivisi ¢ekildi ve hiicre sayimi1
yapildi. Bu islem sonrasinda karin i¢i organlar alinip histolojik inceleme i¢in dokular

hazirlandi.
3.7.2. Tiimér Gelisiminin Takip Edilmesi

Tiimdr gelisimi iizerine Cemen ekstresinin etkileri sirasiyla gilinliik besin ve su tiiketimi,
agirlik artist ve dokularin patolojisine bakilarak degerlendirildi. Timor gelisimini
belirlemek i¢in tiimdr inokulasyonundan 6nce belirlenen viicut agirliklarina kiyasla her
giin hayvanlar tartildi. Ayrica genel morfolojik goriiniimleri (tiiy dokiilmesi, diskilama

bozukluklar1 ve anal lezyonlar a¢isindan) makroskobik olarak degerlendirildi.
3.7.3. Sivi Tiimér Olusturulan Deney Gruplarinda Yapilan Incelemeler

Tiimor olusturulan tiim gruplarda 8. giin intraperitoneal sivida hiicre sayimi yapildi.
Bununla birlikte karin igindeki assit sivisinin tamami enjektor yardimi ile g¢ekildi ve
santrifiij tiipiinde toplandi. Bu s1vi 1000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant kismi
alind1 ve geriye kalan hiicre miktar1 packet volume olarak belirlendi. Tiim gruplardaki
farelerde 8. giinde ketamin (0.1 mg kg™) ve xylazin (0.05 mg kg™?) ile intramiiskiiler
genel anestezi altinda abdominal bolgesinde disseksiyon yapilarak karin i¢i organlardan
parcalar (karaciger, dalak, bobrek ve sindirim kanali) alind1 ve alinan organlar rutin
histopatolojik inceleme i¢in %10’luk soguk formaldehit iginde tespit edildi. Daha sonra

hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.
3.7.4. Dokularin Histopatolojik inceleme icin Hazirlanmasi

Formaldehitte iki giinliik fiksasyondan sonra dokular %50, %70, %80, %90, %96 ve
%100’lik alkol serilerinde sirasiyla 1’er saat tutularak dehidrate edildi. Alkol serisinden
gecirilen dokularin seffaflagsmasi igin ii¢ seri xylol serisinden gecirildi. Ug ayr1 erimis
parafin icerisinde 2’ser saat tutularak dokular daha sonra parafin bloklara gomiildii

(Tablo 3.1.)



Tablo 3.1. Dokularin histopatolojik inceleme i¢in hazirlanmasinda kullanilan takip listesi
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1
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Yapilan islem

Musluk suyu
% 50 alkol
% 70 alkol
% 80 alkol
% 96 alkol
% 100 alkol
% 100 alkol
% 100 alkol
Ksilen 1
Ksilen 2
Ksilen 3
Parafin

Parafin

Parafin

Stire

1 saat

1 saat

1 saat

1 saat

1 saat

1 saat

1 saat

1 saat
20 dakika
20 dakika
20 dakika

2 saat

2 saat

2 saat

3.7.5. Rutin Histopatolojik Takip ve Inceleme

Histolojik inceleme i¢in hazirlanan parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler polilizinli

lamlara alindi. Dokudaki histolojik yapinin gozlenmesi amaciyla hematoksilen-eozin

(H-E) uygulamasi i¢in, kesitler 2 saat 60°C’de tutulduktan sonra ksilen ve dereceli alkol

serilerinden gegirilerek yikandi ve 8 dakika hematoksilen ile boyandi. Kesitler tekrar

yikanarak 5 dakika eozin ile muamele edildikten sonra dehidrate edildi ve ksilenden

gecirilerek kapatildi (Tablo 3.2). Daha sonra 1sik mikroskobunda incelendi ve

dokulardaki metastaz odaklar1 degerlendirildi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin boyama i¢in kullanilan takip listesi

Sira Yapilan islem Stire Sira  Yapilan islem Stire

1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5 dakika
2 Ksilen 1 10 dakika | 15 Akarsu 1 dakika
3 Ksilen Il 10 dakika | 16 %50 Alkol 1 dakika
4 Ksilen 111 10 dakika | 17 %70 Alkol 1 dakika
5 Absolu Alkol | 5 dakika 18 %80 Alkol 1 dakika
6 Absolu Alkol 11 5 dakika 19 %96 Alkol 1 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika 20 Absolu Alkol | 1 dakika
8 %80 Alkol 5 dakika 21 Absolu Alkol 11 1 dakika
9 %70 Alkol 5 dakika 22 Absolu Alkol 111 1 dakika
10 %50 Alkol 5 dakika 23 Ksilen | 5 dakika
11 Akarsu 5 dakika 24 Ksilen 11 5 dakika
12 Hematoksilen 6-8 dakika | 25 Ksilen 111 5 dakika
13 Akarsu 5 dakika 26 Entellanla kapatilir

3.8. In Vitro Calismalar

3.8.1. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

In vitro ¢alisma i¢in igerisinde % 10 fetal sigir serumu, 100 U penicilin ve 100 mg/ml
streptomisin igeren (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) DMEM besiyeri hazirlandi.
Cemen ekstresi 0.02 ml ¢dziicii igerisinde ¢ozdiiriildii. Her bir grup i¢in besiyeri miktari
ve EAT hiicre sayist esit tutulurken, g¢emen ekstresi 3 farkli dozda verildi. Stok
hayvan’dan aliman EAT hiicreleri sayilarak 2.5 X 10° hiicre belirlendi (Tablo 3.3). Her
bir grup i¢in 24 kuyucuga ekim yapildi. Buna bagl olarak bir kuyucuga 104166 hiicre
ekilmis oldu. Kontrol grubunda besiyeri i¢cinde sadece EAT hiicreleri bulunurken, deney
gruplarina EAT hiicreleri ile birlikte 250, 500 ve 1000 pg/ml oranlarinda ¢emen
karisimindan elde edilen ekstrakt eklendi. Kiiltiir kaplar1 37 C° ‘de %5’lik CO’li

Inkiibatorde 3 saat ve 24 saat kiltire edildi.
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Tablo 3.3. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan Cemen ekstresi, hiicre ve besiyeri miktarlart (Her bir
grupta toplam 24 kuyucuk i¢in verilen miktar)

Ekstre Hiicre miktari Besiyeri

Kontrol | - 2.5x10° hiicre (1 ml) | 4 ml (besiyeri)
Grup 1 1250 pg cemen+0,02 ml ¢oziicii | 2.5x10° hiicre (1 ml) | 3.98 ml (besiyeri)
Grup 2 2500 pg cemen+0,02 ml ¢oziicti | 2.5x10° hiicre (1 ml) | 3.98 ml (besiyeri)
Grup 3 5000 pg cemen+0,02 ml ¢oziicti | 2.5x10° hiicre (1 ml) | 3.98 ml (besiyeri)

3.8.2. EAT Hiicrelerinin In Vitro Olarak Degerlendirilmesi

3 ve 24 saat siire ile kiiltliir ortaminda tutulan hiicrelerden 100 pl eppendorf tiiplere
transfer edildikten sonra iizerine 100 Trypan blue eklenerek pipetaj yapildi. Thoma lami1
diiz bir zemin iizerine kondu ve lamelin yapismasi gereken sayim alani ¢ercevesinin
tizerine lamel kapatildi. Hazirladigimiz hiicre + tyripan blue hiicre solusyonundan 50 pl
alindi. Thoma lammin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim
alaninda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucunu dayayarak tam orta
noktasindan yavasca hiicre solusyonu sayim alanina pipetlendi. Thoma lami
mikroskobun tablasina yerlestirilerek x40’lik objektifte sayim alani bulundu. Her bir
kuyucuktan alinan suspansiyon i¢indeki canli (seffaf goriiniimlii) hiicrelerle cansiz

(sitoplazma i¢inde mavi renkte boya ihtiva eden) hiicreler tek tek sayilarak not edildi.
3.9. Istatistiksel degerlendirme

Veriler IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp., Armonk, New York, ABD) istatistik
paket programinda degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler olarak birim sayisi (n),

yuzde (%), ortalamatstandart sapma (& +ss), ortanca (25.-75.yiizdelik) degerleri

olarak verildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi Shapiro Wilk normallik
testi ve Q-Q grafikleri ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerde
gruplarin zamana gore karsilastirmalar tekrarli dl¢timlerde iki yonlii varyans analizi,
coklu karsilagtirmalar1 ise Tukey HSD testi ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen
degiskenlerde gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis analizi ile yapildi. Kruskal-
Wallis analizi sonucu fark bulunmasi durumunda ¢oklu karsilastirma testi olarak Dunn
testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde grup i¢i karsilastirmalarda
Wilcoxon analizinden yararlanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.



4. BULGULAR

4.1. Cemen’in Analiz Bulgular

Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Boliimii tarafindan &lgiilen

Cemen ekstresinin fenolik madde igerigi 51.832+1.632 mg GAE/ g olarak bulundu.
4.2. In Vivo Bulgular
4.2.1. Deney Gruplarinda Kilo Takibi

Deney baslangicinda deney gruplarina negatif kontrol grup hari¢ pozitif kontrol ve
Cemen verilen gruplara verilen 1x10° EAT hiicresi deney gruplarinda 4.-5. giinden
itibaren karin bolgesinde sislik olustu. Karin bolgesinde goriilen bu sislik 7. giinden

itibaren deney hayvaninin yiiriimesine engel olacak diizeye ulagsmist1 (Resim 4.1).

Deney gruplarindaki hayvanlarin giinliik kilo artisina bakildiginda negatif kontrol
grubunu olusturan kayvanlarin ortalama kilo artisinda bir fark gdézlenmezken diger

gruplarin agirliklarinda bir artig1 s6z konusu idi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

Kilo artig1 goriilen gruplarin agirliklarindaki giinler arasit degisim karsilastirildiginda
pozitif kontrol grubunun ilk giinki agirhig: ile 4. glin agirlig1 arasinda anlamli bir fark
oldugu (p=0.006) ve bu farkin 5., 6. ve 7. glinde artarak devam ettigi tespit edildi. 200
ve 400 mg/kg cemen verilen gruplarda ise glinler arasi yapilan karsilastirma sonucunda
1. giin ile 5. giin arasinda anlaml1 bir fark oldugu (p=0.001) ve bu farkin daha sonraki
giinlerde arttig1 goriildii. Deney gruplarinda anlamli kilo artiginin 5. glinde baslamasi

¢emenin kilo artiginin bir giin geciktirmis oldugunu gostermektedir.
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Resim 4.1. Yedinci giin negatif kontrol (A) ve pozitif kontrol (B) deney hayvanlarinin

morfolojik goriintiisii

Tablo 4.1. Deney gruplarinda viicut agirliklarimin giinliik kilo takip sonuglar1 (ortalama ort.:,
sd.: standart sapma)

Gruplar 1. Gin 2. Gin 3. Gin 4. Giin 5. Gin 6. Gin 7. Glin
P ort.%sd. ort.%+sd. ort.%sd. ort.+sd. ort.+sd. ort.+sd. ort.£sd.
Negatif 2.3 | 31.3542.3 | 31.70+23 | 31.55+2.2 | 31.00+2.0 | 31.43+2.2 | 31.35+2.0
kontrol 30.98+2. 3542, .70+£23 55482, .00+£2. 4342, 3542,
Pozitif
kontrol 31.15+41.7 | 31.53+42.3 | 31.78+1.9 | 33.07+2.2 | 34.38+2.5 | 35.93+2.3 | 36.87+2.3
ng(;ﬁg 31.32+1.0 | 32.13+1.5 | 31.46+1.6 | 32.51+1.7 | 36.53+1.3 | 37.15+«1.5 | 37.30+1.9
400 30.80+1.3 | 31.09+1.0 | 29.67+2.3 | 31.58+2.1 | 36.59+2.0 | 37.10+£2.3 | 37.14+2.6

mg/kg
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Sekil 4.1. Deney gruplarinda viicut agirliklarinin sonuglarinin sematik gosterimi (NK: negatif kontrol,
PK: pozitif kontrol, K200: kanser 200mg/kg, K400: kanser 400 mg/kg)

4.2.2. Deney Gruplarinda Periton Ici Assit Stvisinin Total Hacmi Ve Packet
(Cokelti) Volume Hesaplamasi

Deney sonunda karin igerisinde biriken assit sivist tim hayvanlarda enjektor yardimu ile
cekildi ve g¢ekilen sivinin tamami total volume olarak hesaplandi. Daha sonra bu sivi
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant kismi atilarak geride kalan kalan
kismin hacmi packet volume olarak hesaplandi. Pozitif kontrol ve tedavi gruplarinda
sirast ile total volume sonuglar1 6.4+1.9 cc, 6.7+1.7 cc ve 6.9+2.2 cc olarak elde edildi.
Total volumiin tedavi gruplarinda pozitif kontrol grubuna goére daha fazla oldugu,
bununla birlikte packet voliimun ise (sirasiyla 4.3+1.0 cc. 4.0+1.1 cc ve 4.2+1.7 cc)
daha az oldugu goriildii. Supernatanat volum ise pozitif kontrol ve tedavi gruplarinda

sirast ile 2.1£1.4 cc, 2.7+£0.9 cc ve 3.0+1.3 cc olarak hesaplandi (Tablo 4.2.).

Deney sonunda pozitif kontrol ve tedavi gruplarini olusturan hayvanlardan alinan assit

stvist i¢indeki hiicreler tripan blue ile boyanarak sayildiginda 1 ml’deki ortalama canli

hiicre sayis1 (sirastyla 67.60 x 10°, 55.08 x 10° ve 47.28 x 10°%) olup (Tablo 4.3) pozitif
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kontrole gore tedavi gruplarinda bir azalma mevcuttu ve bu azalma 400 mg/kg ¢emen

grubunda istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.041).

Pozitif kontrol grubuna gore tedavi gruplarinda assit sivisinin total voliimiinde artis

olmakla birlikte hiicre miktarin1 gosteren packet volum’iin azalmasi assit sivisinda

azalmaya neden olmadigini ancak ¢emen ekstratinin EAT hiicrelerinin ¢ogalmasini

engellemis olabilecegini gostermekte ve Tablo 4.3’de verilen ortalama hiicre sayilari1 bu

tezi dogrulamaktadir.

Tablo 4.2. Karn igerisinde ¢ekilen assit sivisinin total, packet ve supernatan voliime sonuglari

Grup Total Packet volume Supernatant
volume
Negatif kontrol
Pozitif kontrol (n=10) 6.4+1.9 cc 4.3+1.0 cc 2.1+1.4 cc
EAT hiicresi + 200 mg/kg 6.7£1.7 cc 4.0£1.1cc 2.7£0.9 cc
cemen (n=10)
EAT hiicresi + 400 mg/kg 6.9+2.2 cc 4.2+1.7 cc 3.0+1.3cc
¢cemen (N=10)

Tablo 4.3. Deney gruplarinda intraperitoneal assit sivisinda bulunan ortalama hiicre sayisi

Grup Ortalama hiicre sayisi (1 ml)
Negatif kontrol
Pozitif kontrol (n=10) 67.60 x 10°
EAT hiicresi + 200 mg/kg cemen (n=10) 55.08 x 10°
EAT hiicresi + 400 mg/kg ¢emen (n=10) 47.28 x 10°

4. 2. 3. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarindaki tiim farelerde 8. giinde ketamin (0.1 mg kg™) ve xylazin (0.05 mg

kg™ ile intramiiskiiler genel anestezi altinda abdominal bolgesi acilarak bobrek,

karaciger, dalak, mide, ince ve kalin bagirsak organlar1 alindi. EAT hiicresi

intraperitoneal olarak enjekte edilen hayvanlarin karin i¢i organlarini saglikli kontrol

grubu ile karsilastirildiginda morfolojik olarak bir farklilik gozlenmedi (Resim 4.2).
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Resim 4.2. EAT hiicresi verilmis deney grubuna ait hayvanin karin organlarmin genel
gorinimi

Gruplara ait farelerden alinan dokulara rutin histopatolojik takip yapildi. Daha sonra
elde edilen parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi ve dokular
hematoksilen-eozin (H-E) boyama yontemi ile boyandi. Yapilan histopatolojik
incelemeler sonrasinda saglikli kontrol gruplarinin dokular1 normal histolojik 6zellikler
gosterirken, EAT hiicresi verilen gruplarda bag dokusu seklinde doku kapsiiliinde
daginik halde EAT hiicre topluluklart gozlendi. EAT hiicreleri histopatolojik olarak
incelendiginde iri hiperkromatik niikleuslu ve eozinofilik sitoplazmali farkli biiytikliik

ve sekilde hiicreler olarak gozlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. EAT hiicrelerinin histopatolojik goriintiisii (H&E 40X).

4.2.4.1. Bobrek Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Saglikli kontrol grubuna ait bobrek dokularinda bag dokusu kapsiilii ve bobrek
parankimasi normal goriinmekte olup (Sekil 4.3.a), renal korpuskiilleri, proksimal ve
distal tiibiiller, peritiibiiler kapillerler normal histolojik bulgular gosterdi. EAT hiicresi
uygulanan grupta (tlimor kontrol grubu) bobrek dokusu kapsiiliine invaze sekilde EAT
hiicreleri gozlendi. Bu gruba ait bobrek kesitleri incelendiginde, dokunun kapsiiliine
invaze tiimdr hiicrelerinin farkli yogunluklarda oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.b, Sekil
4.4). 200 mg/kg c¢emen grubunun bobrek kapsiiliinde tiimoér kontrol grubunda
gozlemlenen Ozellikteki timor hiicrelerinin varligi saptanmistir, ancak EAT hiicreleri
tiimdr grubundaki hiicre yogunlugu kadar yogun degildi (Sekil 4.3.c). 400 mg/kg cemen
grubuna ait dokularin baz1 kesitlerinde dokunun bag dokusu kapsiiliinde tlimor hiicresi
uygulanan gruptan ve 200 mg/kg ¢emen uygulanan gruptan daha az kiimelesmis EAT
hiicre gruplarinin varligi tespit edildi (Sekil 4.3.d).
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Sekil 4.3. Bobrek dokusunda saglikli kontrol grubuna ait histolojik, tedavi ve tiimor uygulama gruplarina
ait histopatolojik bulgular a)Saglikli kontrol grubu (H&E, 20X). b)Timér kontrol grubu

(H&E, 20X). ¢)200 mg/kg ¢cemen uygulanan grup (H&E, 20X). d)400 mg/kg ¢emen uygulanan
grup (H&E, 20X). Siyah ok: Bobrek kapsiiliine invaze EAT hiicresini gostermektedir.

Sekil 4.4. Tiimor kontrol grubu bobrek dokusunda olusan EAT hiicrelerinin goriintiisii (H&E 40X). Siyah
ok=Bobrek kapsiiliine invaze EAT hiicresini gostermektedir.
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4.2.4.2. Karaciger Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirmeler sonucunda saglikli kontrol grubuna ait karaciger
dokularinda normal parankimal yapiya ait 6zellikler mevcut iken (Sekil 4.5a), EAT
hiicresi uygulanan gruba ait karaciger dokularinda, dokunun etrafini saran periton
tabakasina tutunmus belirgin ve ¢cok sayida EAT hiicresinin bulundugu goézlendi (Sekil
4.5b ve Sekil 4.6). 200 mg/kg cemen uygulanan grupta karaciger dokusunu saran
peritona tutunmus sekilde EAT hiicrelerinin varlig1 gozlenirken (Sekil 4.5¢), 400 mg/ kg
cemen verilen gruplarda EAT hiicrelerinin varligi, 200 mg/kg ¢emen uygulanan gruba

gore daha az oldugu tespit edildi (Sekil 4.5d).

4 200, um N
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J

Sekil 4.5. Karaciger dokusunun saglikli kontrol ve EAT hiicresi uygulanan gruplarin
histopatolojik bulgulari. @)Saglikli kontrol grubu (H&E, 20X). b)Tiimor kontrol
grubu (H&E, 20X). ¢)200 mg/kg ¢cemen uygulanan grup (H&E, 20X). d)400 mg/kg
¢emen uygulanan grup (H&E, 20X). Siyah ok=Karaciger dokusunu saran peritona
tutunmus EAT hiicresini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Tiimor kontrol grubunda karaciger dokusunu saran peritona tutunmus EAT
hiicrelerinin gortntiisiit (H&E 40X). Siyah ok=Karaciger dokusunu saran peritona
tutunmug EAT hiicresini gdstermektedir.

4.2.4.3. Dalak Dokusuna Ait Histopatolojik Bulgular

Histolojik degerlendirmeler sonucunda deney gruplarma ait dalak dokularmin dis
kisimlarinda kapsiil ile sarili idi. Saglikli gruptaki dalak dokularinin genel yapisal
ozelligine sahip oldugu gozlenirken (Sekil 4.7a), tiimdr grubunda ve tedavi grularinda
EAT hiicreleri kapsiile tutunmus ve invaze oldugu gozlendi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
Timor hiicresi verilen grupta, EAT hiicre topluluklart dokuyu saran kapsiil etrafinda
yogun bir sekilde kiimelenirken (Sekil 4.7b), 200 mg/kg ve 400 mg/kg ¢emen
uygulanan gruplar pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda EAT hiicrelerinin
kiimelenmedigi gozlendi (Sekil 4.7¢, Sekil 4.7d).



45

Sekil 4.7. Dalak dokusunun saglikli kontrol ve EAT hiicresi uygulanan gruplarin histopatolojik bulgular.
a)Saglikli kontrol grubu (H&E, 20X). b)Timér kontrol grubu (H&E, 20X). ¢)200 mg/kg
¢emen uygulanan grup (H&E, 20X) d)400 mg/kg ¢emen uygulanan grup (H&E, 20X). Kirmizi
ok: doku kapsiilii, siyah ok: dalak dokusu kapsiiline invaze olmus EAT hiicresini
gostermektedir.
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Sekil 4.8. Tiimor kontrol grubunda dalak dokusunun kapsiiliinde olusan EAT hiicrelerinin goriintiisii
(H&E 40X). Kirmizi ok: doku kapsiilii, siyah ok=dalak dokusunun kapsiiliine invaze EAT
hiicresini gostermektedir.
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4.2.4.4. Mide Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirmeler sonucunda saglikli grupta mide bezleri dalli basit tiibiiler
bez yapist gostermektedir. Tunika muscularisin igten disa oblik, sirkiiler ve longitudinal
seyreden li¢ tabakali diiz kas liflerinden olustugu gozlendi (Sekil 4.9a). EAT hiicresi
uygulanan gruba ait dokunun en dis tabakasini olusturan, gevsek bag dokusu
ozelligindeki seroza tabakasina tutunmus EAT hiicrelerinin invaze oldugu tespit edildi
(Sekil 4.9b, Sekil 4.10). 200 mg/kg ¢cemen verilen grupta mide dokularinda seroz
tabakaya tutunmus EAT hiicre kiimelerinin oldugu gézlenirken (Sekil 4.9c), 400 mg/kg
¢emen uygulanan grupta, 200 mg/kg ¢cemen uygulanan gruba oranla seroz tabakasinda,
daha az EAT hiicresi vardir. 400 mg/kg cemen uygulanan grupta, kontrol ve 200 mg/kg
grubuna gore hiicrelerin daginik olarak yerlesim gosterdigi gozlendi (Sekil 4.9d).

Sekil 4.9. Mide dokusunun saglikli kontrol ve EAT hiicresi uygulanan gruplara ait
histopatolojik bulgular. a)Saglikli kontrol grup (H&E, 20X). LP= Lamina propria,
TM= Tunica muscularis b)Tiamoér kontrol grubu (H&E, 20X). ¢)200 mg/kg cemen
uygulanan grup (H&E, 20X). d)400 mg/kg ¢cemen uygulanan grup (H&E, 20X).
Siyah ok=Mmide dokusunun kapsiiliine invaze EAT hiicresini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Tiimor kontrol grubunda mide dokusunda tunica serozaya tutunmus ve invaze
olnmus EAT hiicrelerinin gorintiisi (H&E 40X). Siyah ok=mide dokusunun
kapsiiliine invaze EAT hiicresini gostermektedir.

4.2.4.5. ince Bagirsak Dokusuna Ait Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirme i¢in deney sonunda ince bagirsagin proksimal, orta hat ve
distal boliimlerinden dokular alindi (Sekil 4.11). Saglikli deney grubunda normal
histolojik bulgular gozlenirken (Sekil 4.11a), timor hiicresi verilen kontrol grubundan
aliman dokularda tunika seroza tabakasi etrafinda EAT hiicreleri yogun bir sekilde
kiimelesme gostermistir (Sekil 4.11b ve Sekil 4.12). 200 mg/kg ¢emen verilen grupta
timor hiicresi verilen grupla ayni histopatolojik bulgular belirlenirken (Sekil 4.11c),
400 mg/kg gemen verilen gruptan alinan dokularda ise gevsek bag dokusu i¢inde invaze

olmus hiicrelerin varlig1 belirlendi ancak hiicre yogunlugu daha az idi (Sekil 4.11d).
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Sekil 4.11. ince bagirsak dokusunun proksimal béliimiine ait saglikli kontrol (histolojik), tiimdr kontrol
ve tedavi gruplarinmin (histopatolojik) bulgulari. a)Saglikli deney grubu(H&E, 20X) b)Timor
hiicresi verilen kontrol grubu(H&E, 20X) ¢)200 mg/kg ¢emen uygulanan grup (H&E, 20X)

d)400 mg/kg ¢emen uygulanan grup (H&E, 20X). Siyah ok=Ince bagirsak dokusunda
goriilen EAT hiicresini gostermektedir.

Sekil 4.12. Timdér kontrol grubunda ince bagirsak dokusunun tunica seroza tabakasinda olusan EAT

hiicrelerinin gériintiisii. (H&E 40X). Siyah ok=Ince bagirsak dokusunda goriilen EAT
hiicresini gostermektedir.
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4.2.4.5. Kalin Bagirsak Dokusuna Ait Histopatolojik Bulgular

Calismamizda histopatolojik degerlendirme ic¢in deney sonunda kalin bagirsagin
proksimal, orta hat ve distal boliimlerinden dokular alindi (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
Saglikli kontrol grubunda kalin bagirsak dokusuna ait kesitler incelendiginde normal
histolojik bulgular vardi (Sekil 4.13a). Timor hiicresi verilen kontrol grubunda kalin
bagirsak dokusunda tunika seroza tabakasina invaze olmus degisik yogunlukta tiimor
hiicrelerinin varligr saptandi (Sekil 4.13b). 200 mg/kg c¢emen uygulanan grupta,
incelenen dokularda da EAT hiicreleri kiimelenmis olarak seroz tabakaya invaze olmus
durumda iken (Sekil 4.13c), 400 mg/kg ¢emen uygulanan gruptan alinan dokularda ise
200 mg/kg cemen uygulanan gruba goére tunika seroza tabakasinda daha az EAT
hiicresinin oldugu goézlendi (Sekil 4.13d).

Sekil 4.13 Kalin bagirsak dokusunun orta hattindan alinan saglikli kontrol ve tedavi gruplarinin
histopatolojik bulgulari. a)Saglikli kontrol grubu (H&E, 20X). b)Timor kontrol
grubu (H&E, 20X). ¢)200 mg/kg ¢emen uygulanan grup (H&E, 20X) d)400 mg/kg
¢emen uygulanan grup (H&E, 20X). Siyah ok=Kalin bagirsak dokusunda goriilen
EAT hiicresini gostermektedir.
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Sekil 4.14. Tiimor kontrol grubunda kalin bagirsak dokusunun tunica seroza tabakasinda olusan
EAT hiicrelerinin goriintiisii. (H&E 40X). Siyah ok=Kalin bagirsak dokusunda
goriilen EAT hiicresini gostermektedir.

4.3. In Vitro Bulgular
4.3.1. Hiicre Kiiltiirii Yapilan EAT Hiicreleri Uzerinde Cemen Ekstraktimn EtKisi

Cemen ckstraktinin EAT hiicreleri tizerindeki in vitro etkisi 3 saatlik ve 24 saatlik kiiltiir
sonugclari ile degerlendirildi. Hiicre kiiltiiriinde, literatiir tarama sonucunda ¢emen ekstre
miktar1 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml olarak belirlendi. EAT hiicreleri iizerine
eklenen ¢emen ekstresinin 3 ve 24 saatlik inkiibatorde bekletilme siiresi sonrasinda
hiicre sayimi1 yapildi. Pozitif kontrol grubunda 3 saatlik ve 24 saatlik hiicre kiiltiirii
sonucunda, canli ve 6lii hiicre sayisi sirast ile 5.3+0.2, 0.7+0,1 ve 5.9+0.2, 5.3+0.2 idi.
250 pg/ml ¢emen grubunda sirasi ile 5.4+0.2, 0.7£0.1 ve 5.7+0.2, 5.5+0.1 idi. 500
ng/ml ¢emen grubunda sirast ile 5.3£0.2, 0.7+0.1 ve 5.7+0.2, 5.5+0.1 idi. 1000 pg/ml
¢emen grubunda sirasi ile 5.2+0.2, 0.7+0.1 ve 5.6+0.2, 5.7+0.1 idi (Tablo 4.4).

Yapilan istatistik degerlendirme sonucunda 3 saat kiiltiire edilen gruplar arasindaki 6li
hiicreler ve canli hiicrelerin sayisisal farkliliklart anlamli degildi. 24 saat kiiltiire edilen
gruplarda canli hiicre sayisinda pozitif kontrol ile 250 pg/ml arasindaki fark (p=0.013),
pozitif kontrol ile 500 pg/ml arasindaki fark (p=0.029), pozitif kontrol ile 1000 pg/ml
arasindaki fark (p=0.000) anlaml1 idi.

24 saat kiiltiire edilen gruplarda 6l hiicre sayisinda pozitif kontrol ile 250 pg/ml
arasindaki fark (p=0.024), pozitif kontrol ile 500 png/ml arasindaki fark (p=0.000),
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pozitif kontrol ile 1000 pg/ml arasindaki fark (p=0.000), 250 pg/ml ile 500 pg/ml
arasindaki fark (p=0.033) anlaml idi.

Tablo 4.4. U(; saat ve yirmi dort saatlik hiicre kiiltiirii sonuglari
(Istatistiksel degerlendirmede verilerin logaritmasi alinmigtir)

Grup Ortalama canh Ortalama olii Ortalama canlh | Ortalama olii
hiicre sayisitsd hiicre sayisitsd | hiicre sayisitsd | hiicre sayisitsd
(3 saatlik) (3 saatlik) (24 saatlik) (24 saatlik)

Pozitif 5.3+0.2 0.7+0.1 5.9+0.2 5.3+0.2
kontrol

EAT hiicresi 5.4+0.2 0.7+0.1 5.7+0.2 5.5+0.1

+ 250 pg/ml

EAT hiicresi 5.3+0.2 0.7+0.1 5.7+0.2 5.7+0.1

+ 500 pg/ml

EAT hiicresi 5.2+0.2 0.7+0.1 5.61£0.1 5.7+0.2

+ 1000 pg/ml

Hiicre kiiltiirlinde ¢ogalan EAT hiicreleri 20x objektifte goriintiilendi ve fotograflari

cekildi (Sekil 4.15.). Elde edilen goriintiilerde artan konsatrasyonlarda 6lii hiicrelerin

arttig1 gozlendi.

Sekil 4.15. In vitro deney gruplarinda canli ve 6lii EAT hiicrelerinin thoma lami iiz
goriintiileri. Ok=Canli EAT Hiicreleri, yildiz=Olii EAT Hiicreleri. a) Tiimor
grubu b) 250 pg/ml ¢emen grubu. ¢) 500 pg/ml ¢emen grubu. d) 1000 pg/m
grubu. (20X)




5. TARTISMA VE SONUC

Kanser tedavisinde kemoterapi ile birlikte dogal diyet bilesikleri de kullanilmaktadir.
Bu diyetler yaygin olarak flavonoid ve fenolik bilesikler icermektedir. Insan diyetinin
¢ok onemli bir parcasini olusturan fenolik bilesikler antioksidan, antiinflamasyon ve
antikanserojen Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle ilgiyi tizerine ¢ekmektedir. Birgok
bitki tlirliniin antikarsinojen etkilerinin oldugunu gosteren calismalar vardir. Bundan
dolay1 bu tiir bitkilerin diyete katilmasi ile birlikte kanser oraninin azalmasi arasinda bir
baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir (111). Karigiminda biiyiik oranda Cemen otu
bulunmakla birlikte daha az oranlarda Kirmizibiber, Sarimsak ve Kimyon, ¢ok az
miktarlarda ise Karabiber, Karanfil, Kisnis, Tar¢in, Zencefil ve Yenibahar ihtiva eden
Cemen, Kayseri ve yoresinde pastirma yapiminda kullanilan bir karisim olmasinin

yaninda halk arasinda yaygin olarak tiiketilen bir besindir.

Cemen karisimini olusturan bitkilerle yapilan ¢alismalarda bu bitkilerin antikanserojen
etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Cemen otundan elde edilen ekstraktin kanser
hiicreleri tizerindeki etkileri in vitro olarak 10-1000 pg/ml arasinda degisen oranlarda
denenmis 250 pg/ml ve lizerinde verilen ekstrakt oraninda canli hiicre sayisinda azalma
oldugu bildirilmistir (109). In vivo olarak yapilan diger bir ¢calismada ise intraperitoneal
uygulamalarda 200 mg/kg g¢emen otu ekstraktinin timor hiicreleri {izerinde %70
oraninda hiicre ¢ogalimmi engelledigi goriilmiistiir (38). Thoennissen ve ark.’nin
yapmig olduklar1 calismada in vitro olarak kirmizi biber’i etken maddesi olan
kapsaisin’in doz miktarin1 2x10 y olarak belirlerken, in vivo olarak yapmus olduklari
caligmada ise kati tiimoriin gelisimini inhibe eden doz miktarin1 5 mg/kg/giinliik olarak
rapor etmislerdir (112). Ban ve ark.’nin (60) yapmis olduklar1 ¢alismada sarimsaktan
elde edilen ekstraktin degisen dozlardaki (30 — 150 pg/ml) etkisi kolon kanseri
tizerindeki etkisi aragtirllmistir. SW620 kolon kanseri {izerinde etkili dozun 105 pg/ml
oldugu, HCT116 kolon kanseri {izerinde 130 pg/ml dozun etkili oldugu gosterilmistir.
Pradeep ve ark. (73) tarafindan yapilan galismada farelerde karabiber’in B16F-10
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melanom hiicreleri ve indiiklenen akciger metastazi iizerindeki etkileri arastirilmistir.
Calismalarinda karabiber’in etken maddesi olan piperinin doz miktar1 10-100 pg/ml
araliginda belirlenmis olup, 100 pg/ml uygulanan dozda %100 oraninda etki oldugu
bildirilmistir. Dwivedi ve ark. (76) farkli kanser hiicre hatlarinda 100ul/ml, 200ul/ml ve
300ul/ml dozlarinda karanfil ekstresinin etkisine bakmislar ve 24 saatlik hiicre kiiltiirii
sonucunda 300ul/ml karanfil ekstresi verilen gruplarda maksimum 80% hiicre
Olimiiniin  gozlendigi bildirilmistir. Flores ve ark.’nin (113) yaptiklar1 calismada
kisnis’in lenfoma hiicreleri lizerindeki antitlimdral etkisini rapor etmislerdir. Kwon ve
ark. (89) tarafindan yapilan ¢alismada tar¢in ekstresinin B16F10 ve Clone M3 fare
melanom hiicreleri lizerindeki etkilerini hem gavaj yolu ile hem de tiimor i¢ine enjekte
ederek arastirmislar ve her iki uygulamada da timoér gelisimini engelledigini
bildirmislerdir. Karna ve ark. (93) zencefil ekstresinin etkisini prostat kanser
hiicrelerinde hem in vivo olarak hemde in vitro olarak arastirmislardir. In vivo
uygulamalarinda timdr hacmini azalttigini, in vitro uygulamalarinda ise yiiksek
konsantrasyonun (1000 pg/ml) daha kisa siireli hiicre kiiltiiriinde etkili olurken, disiik
konsantrasyonun (50 pg/ml) ise daha uzun siireli hiicre kiiltiiriinde etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Jenny ve ark.’nin (114) yapmis olduklar1 ¢alismada da T hiicresi tiirevli
lenfositik 16semi hiicre hatti iizerinde icerisinde yenibahar ekstresinin de bulundugu
bitkisel karigimin etkisini 0.4 mg/ml, 1.0 mg/ml dozlar ile degerlendirmisler ve yiiksek

konsantrasyonda etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada ¢emenin farelerde olusturulan EAT modeli {izerinde antitiimoral etkisi
arastirildi. Cemen karisiminin oranlarini literatiir taramasi ve piyasa arastirmasi
sonucunda elde edilen miktarlara gore belirlendi (28, 29). Calismamizda kullanmig
oldugumuz c¢emen, Cemen otu (%35), Kirmizibiber (%5), Sarimsak (%5), Kimyon
(%2), Karabiber (9%0.5), Karanfil (%0.5), Kisnis (%0.5), Tar¢in (%0.5), Zencefil (%0.5)
ve Yenibahar (%0.5) baharatlarinin karisimindan olugmaktaydi. In vitro ve in vivo
deneylerde kullanilan dozlar ise yukar1 verilen literatiir bilgisi dogrultusunda belirlendi.
Kaynaklarda kullanilan ¢emen otu ekstresi miktarlarini referans alarak 250, 500 ve 1000
png/ml oranlarinda ¢emen karigimindan elde edilen ekstraktin EAT hiicrelerinin kiiltiir
ortamina katilarak in vitro etkisini, 200 mg/kg ve 400 mg/kg cemen ekstrakt

inraperitoneal verilerek sivi timdr hiicreleri izerinde in vivo etkisi aragtirildi.
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Bitkilerin ikincil metabolizma iiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde en
yaygin bulunan maddeler grubunu olusturur. Meyveler, Ozellikle igerdikleri fenolik
bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu
etkilerinden dolayr fonksiyonel gida olarak degerlendirilmektedir. Cemen karisimini
olusturan baharatlarin fenol iceriklerinin farkli oranlarda oldugu yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir. Omezzine ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada ¢emen otunun total
fenolik madde igerigi 13.98 mg GAE/g (115); Vega-Galvez ve ark.’nin (116) yapmus
olduklar1 ¢aligsmada kirmizibiberin total fenolik madde igerigi 43.2 mg GAE/g; Chen ve
ark.’nin (117) yapmis olduklari ¢alismada sarimsagin total fenolik madde igerigi 21.27 -
33.96 mg GAE/g araliginda oldugu; Alinian ve ark.’min (118) yapmis olduklar
caligmada kimyonun total fenolik madde igerigi 11.9 - 14.4 mg GAE/g; Ahmad ve
ark.’nin (119) yapmis olduklar1 ¢alismada kimyonun total fenolik madde igerigi 1.86 -
9.91 mg GAE/g araliginda oldugu; Adefegha ve ark.’nin (120) yapmis olduklari
caligmada karanfil’in total fenolik madde icerigi 0.88 mg GAE/g; Tang ve ark.’nin (11)
yapmis olduklar1 ¢alismada kisnis’in total fenolik madde igerigi 1.73 - 1.38 mg GAE/g
araliginda oldugu; Krisnan ve ark.’nin (121) yapmis olduklar1 ¢alismada tar¢in’in total
fenolik madde igerigi 11.11 - 12.4 mg GAE/g aralifinda oldugu; Simon-Brown ve
ark.’nin (122) yapmis olduklari ¢alismada zencefil’in total fenolik madde igerigi 7.74
mg GAE/g oldugunu bulmuglardir. Calismamizda ¢emen karigiminin total fenolik
igerigi 51.832+1.632 mg GAE/g olarak bulunmus olup genel anlamda ¢emen karigimini
olusturan bitkilerin her birinin fenol iceriginden daha fazla oldugu gézlenmistir. Cemen
karisiminin yiiksek fenol igerigi antioksidatif ve anti kanserojen etkisinin de daha fazla

olma ihtimaline isaret edebilir.

Cemen otu genis bir terapotik ¢esitlilige sahip olup farmakolojik g¢aligmalar bu
bitkinden elde edilen ekstraktin antidiabetik, antihipertansif, kolesterol diisiiriicii ve
antiinflamatuar etkilerinin yanisira (30, 36, 37) igeriginde bulunan bilesenlerin
antioksidan etkilerinin oldugunu da goéstermistir (23, 41). Alshatwi AA ve ark. (22)
calismalarinda MCF-7 hiicreleri {izerinde ¢emen otu ekstresinin doza ve zamana bagh
olarak apopitozu artirdigini bildirmislerdir. Amin ve ark. (23) tarafindan yapilan
calismada 200 mg/kg ¢emen otu tohumu ekstresinin meme kanserini indiikleyen 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene indiiklemesini inhibe ettigi, bir diger ¢alismada ise ¢emen

otu tohumundan elde edilen ¢emen otu yaginin kanser hiicre hatlarinda (HEp-2, MCF-7,
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WISH) hiicre canlilig1 oraninda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (109). Yapilan
calismalarda T-cell lenfoma, B-cell lenfoma, Tiroid Papiller karsinom and insan meme
kanseri (MCF7) hiicreleri lizerinde ¢emen otu tohumu ekstresinin sitotoksik etkisinin
oldugu belirtilmis ve 300 pg/ml ¢emen otu tohumu ekstresinin normal hiicrelere oranla
kanser hiicrelerinde anlamli derecede yiiksek apopitoza neden oldugu bildirilistir (123,
124). Sur ve ark. (38) EAT hiicreleri iizerinde in vivo olarak ¢emen otu tohumu
ektresini tedavi gruplarinda 100 mg/kg ve 200 mg/kg olarak denemisler ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiimor hiicrelerinin %70 oraninda inhibe oldugunu

bildirilmiglerdir.

Cemen karisiminda kullanilan bir diger baharat kirmizibiber’dir. Arastirmalar biber
ekstresinin antikanserojen, antioksidan, antiinflamatuar ve iilsere karsi etkili oldugu
gosterilmistir (25, 48, 125). Mori ve ark. (45) tarafindan yapilan ¢alismada kirmiz1 biber
ekstresinin bilesenlerinden olan kapsaisin’in farkli prostat kanseri hiicre hatlari tizerinde
etkisini arastirilmis ve doza bagl olarak kapsaisin’in apopitoza neden oldugu, bir baska
caligmada ise kapsaisin’in in vitro olarak farklt meme kanseri hiicreleri iizerinde %80

oraninda apopitotik hiicre artisina neden oldugu bildirilmistir (112).

Sarimsak 1ile yapilan c¢alismalarda antibiyotik etkisinin yanisira, hipoglisemik,
antitimor, antioksidan ve antitrombotik oOzelliklerinin de oldugu bildirilistir (55).
Sarimsak bilesenlerinde bulunan organasiilfiir bilesiklerin antikarsionejik etkileri deney
hayvanlan lizerinde yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (126). Yapilan ¢aligmalarda
beslenmeye katilan sarimsak tozu, sarimsaktan elde edilen metanol ekstresinin,
sarimsak yaginin ve sarimsak ekstresinden elde edilen bilesenlerin kolon, meme bezi,
Ozafagus, akciger, deri ve mide kanseri tiirlerini inhibe ettigi ve bunlara kars1 koruyucu
etkisi oldugu bildirilmistir (56, 58, 62). Schaffer ve ark. (127) iV-methyl-N-nitrosoure
(aM NU) ile olusturulan meme kanseri {izerinde sarimsak tozunun timoér olusumunu
geciktirdigi bildirilmistir. Ban ve ark. (60) sarimsak ekstresinin kolon kanser hiicreleri
(HCT116) fizerinde ki etkilerini in vitro olarak degerlendirmisler ve 150 pg/ml

konsatrasyon i¢in apopitotik hiicre sayisinda %98 oranlarda artis oldugu bildirilmistir.

Kimyon ¢emen karisimi bilesenlerinden antikanserojen ve antoksidan 6zelige sahip olan
bitkilerden biridir. Yapilan calismalarda kimyonun diyete katilmasi kansere karsi
Onleyici etki olusturdugu gosterilmistir (63, 16). Deney hayvanlarinda 1,2-

dimentihidrazin (DMH) tarafindan uyarilan sican kolon kanseri olusumunu engelledigi,
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histopatolojik caligmalarda da kimyon ile tedavi edilen gruplarda kolonlarinin

submukoza tabakasinda kontrol grubuna gore daha az invaze olmus hiicreler gézlendigi

bildirilmistir (27).

Karabiber bileseninde bulunan piperin bir¢ok kanser modeli iizerinde antikanserojen
ozelligi gosterilmistir (70, 72, 74). Pradeep ve ark. (73) tarafindan yapilan ¢alismada
farelerde B16F-10 melanom hiicreleri tlizerinde 100 pg/ml piperin uygulanan grupta
%100 toksik etki gosterdigi ve 6nemli oranda metastazi azalttigi gozlenmistir. Lai ve
ark. (68) piperinin (0, 35, 70, 100, 140, and 280 umol/L) 4T1 meme kanser hiicreleri
tizerinde artan konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 oraninin azaldigini, in vivo olarak 5
mg/kg piperin verilen grupta ise primer timor biiyiimesinin bastirildigini spontan

metastazin etkili bir sekilde kontrol edildigini géstermislerdir.

Solunum ve sindirim hastaliklarini tedavi etmek i¢in geleneksel tipta kullanilan karanfil
antikanserojen etkiye de sahiptir. Karanfil’in antikarsinogez etkileri, timdr hiicreleri
tizerinde sitotoksik ve apopitozu indiikleyici etkisi gosterilmistir (80). Dwivedi ve ark.
(76) karanfil’in HeLa (cervical cancer), MCF-7 ve MDA-MB-23 meme kanseri, DU-
145 prostat kanseri ve TE-13 6zafagus kanser hiicre hatlar1 tizerindeki antikanserojen
etkilerini arastirmiglardir. 24 saatlik hiicre kiiltiirii sonucunda 300ul/ml karanfil ekstresi

verilen gruplarda maksimum 80% hiicre 6liimiiniin gozlendigi bildirilmistir.

Medikal bir bitki olan kignisin yapraklari, kokleri ve tohumlar halk arasinda yaygin bir
bigimde kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda in vitro olarak, L5178Y-R lenfoma
hiicreleri iizerinde kignis ekstraktin antitlimoral etkisini aragtirmiglar ve su ekstresinde
31 mg/ml  konsantrasyonunun, metanol ekstresinde ise 7-62  mg/ml
konsantrasyonlarinda hiicre toksisitesi lizerinde etkisinin anlamli oldugu bildirilmistir
(113, 128). Tang ve ark.’nin (11) yapmis oldugu ¢alismada ise kisnis ekstresinin MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 lizerinde yiiksek antiproliferatif etki gosterdigi ve H,0;
tarafindan indiiklenen kanser hiicrelerinin gociinii engelledigi gosterilmistir. Nithya ve
ark. (129) H-29 kolon kanseri hiicreleri tizerinde in vitro olarak kisnis ekstraktinin (10 —
100 pg/ml) artan konsantrasyonlarda antioksidan ve antikanserojen etkilerini rapor

etmistir.

Yapilan calismalarda tar¢in ekstresinin B16F10 ve Clone M3 fare melanom hiicreleri
lizerindeki Vivo ve in vitro antitiimér aktivitesi bildirilmistir. In vivo uygulamalarinda

tar¢in gavaj yolu ve tiimor igine enjekte yolu ile verilmistir. Her iki uygulamada da



57

tarcin’in tiimdr gelisimini, metastazi ve melanomlarin neo-vaskiilarizasyon ilerlemesini

onemli oranda inhibe ettigi bildirilmistir (88, 89).

Liu ve ark.’nin (95) yapmis olduklari c¢alismada zencefil ekstresinin (2.5 pg/ml)
endometrial kanser hiicreleri iizerinde hiicre profilerasyonunu anlamli olarak inhibe
ettigini gostermislerdir. Ayrica Karna ve ark. (93) zencefil ekstresinin etkisini prostat
kanser hiicrelerinde hem in vivo olarak hem de in vitro olarak arastirmislardir. In vivo
sonuglar tiimor hacminde istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugunu, 72 saatlik
hiicre kiiltiirli sonucunda kanser hiicrelerinin canlilik oraninin zencefil ekstresinin artan
konsantrasyona (1, 10, 100, 1000 pg/ml) bagl olarak azalmaya neden oldugunu
gostermislerdir. Marzouk ver ark. (96) yapmis olduklari ¢alismada yenibahar ekstresinin
meme Kkanseri, kolon Kkanseri ve lenfoblastik l6semi hiicreleri iizerinde artan
konsantrasyonlarda antikanserojen etki gdosterdigini bildirilmistir. Yapilan diger
caligmalarda ise yenibahar ekstresinden elde edilen pedungulagin'in kati timor hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gosterdigi, ayn1 zamanda T hiicresi tiirevli lenfositik 16semi
hiicre hattinda apopitozu uyardigi ve tedavi gruplarinda (0.4 mg/ml; 1.0 mg/ml ekstre)

hiicre proliferasyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (99, 114).

Yukarida verilen literatiir bilgisi ¢emen olusumunda kullanilan bitki ekstrelerinin her
birinin ayrt ayri hem in vivo hem de in vitro olarak antikanserojen etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Bu bitkiler halk arasinda genelde yiyecekler igerisinde
baharat, ¢esni, koku verici ve istah acici olarak kullanilirken, Kayseri ve i¢ Anadolu
bolgesinde kullanilan ¢emen Orneginde oldugu gibi ya tek basina bir besin ya da
pastirma gibi gidalarin etrafinda bir koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu
baharatlarin geleneksel tip alaninda 6nemli yerinin oldugu ve ilag olarak da kullanildig:

bilinmektedir.

Mevcut calismada ¢emen ekstresinin EAT hiicreleri tizerindeki etkileri in vivo ve in
vitro olarak arastirilmistir. In vivo sonuglar intraperitoneal olarak verilen EAT
hiicrelerinin kontrol grubun hayvanlarda hizli bir kilo artisina sebep oldugunu, giinliik
200 ve 400 mg/kg ¢emen ekstresi verilen tedavi gruplarinda ise kilo artisinda bir
gecikmenin oldugunu gostermistir. Ayrica deney sonunda deney hayvanlarindan periton
icerisindeki assit sivi bir enjektorle cekilerek hiicre sayimi yapilmis ve tedavi
gruplarinda canli hiicre sayisinin azaldigr gézlenmistir. Kilo artisinin ge¢ olmasi ve

hiicre sayisindaki azalma ¢emen ekstresinin tedavi gruplarinda periton icine enjekte
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edilen EAT hiicrelerinin hizli bir sekilde c¢ogalmasini engellemis olabilecegini
gostermektedir. Daha sonra kontrol ve tedavi grubundaki hayvanlarin karin igi
organlarindan alinan dokularda yapilan histopatolojik degerlendirmeler EAT
hiicrelerinin kontrol grubundan alinan dokulara daha yogun bir sekilde tutundugu, 400
mg/kg ¢emen ekstresi uyguladigimiz tedavi grubunda daha belirgin bir sekilde olmak
tizere tedavi gruplarinda dokulara kanserli hiicre tutunmasinin daha az oldugu tespit
edildi. In vitro bulgular ise in vivo bulgular1 destekler nitelikteydi. 3 ve 24 saatlik kiiltiir
sonucunda artan konsantrasyonlardaki (250, 500 ve 1000 pug/ml) gemen ekstratinin EAT

hiicreleri tizerindeki canlilik oranini azalttig1 belirlendi.

Sonug olarak, bu ¢aligmadan elde edilen bulgular uygulanan konsantrasyondaki ¢emen
ekstresinin EAT hiicrelerinin ¢ogalmasini tamamen engellemedigi ancak canli hiicre
sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu sonuclar yukarida verilen literatiir
bilgisi ile uygunluk gostermekte olup bu konuda yapilacak c¢alismalara katki
saglayacaktir. Diger taraftan bolgesel olarak kullanilan bir besin olan ¢emenin
kullaniminin yayginlasmasinin giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlardan biri olan

kanser olusumu ve gelisimini yavaslatmada faydali olabilecegi kanaatindeyiz.
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