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OZET

PICAN CEViZi (Carya illinoinensis) YESIL KABUGUNUN
ANTIKANSER OZELLIKLERININ INCELENMESI

Zeynep HAYIRLI

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi

Kanser, htcrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢gikan ve her gegen yil
daha da yayginlasan hastaliklarin basinda gelir. Mevcut yontemlerin, iyilestirme
stirecinde viicudun immiin sistemine verdigi hasarlar goz ardi edilememektedir. Yapilan
calismada son yillarda kanser tedavi yontemlerinden biri olarak yayginlasan fitoterapi
yonteminin avantajlart géz Oniinde bulundurulmustur. Bu yontemden yola ¢ikilarak
pican cevizinin (Carya illinoinensis) yesil kabugunun antioksidan ve fenolik bilesen
iceriginin yliksekligi de g6z Oniine alinarak, kanserle miicadele de yeni bir tedavi
yonteminin bulunmasi hedeflenmistir. Pican cevizi yesil kabugunun ¢esitli kanser hiicre
hatlar1 {izerindeki antikanser aktivitesi hiicre kiiltiiri yontemi kullanilarak
g6zlemlenmistir. Hiicre kiiltiiri laboratuarinda, PC-3 ve PNT1-A, HUVEC, DU-145 ve
HT-29 hiicre hatlar1 iizerinde, hekzan ¢ozeltisiyle hazirlanan pikan cevizi kabugu
ekstraktlarinin, apoptotik etkisi, sitotoksisite Ol¢limii ve hiicre dongiisii asamalarinda
apoptotik etki Annexin-V Apoptosiz tayini yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen deney
sonuglarina gore PC-3 prostat kanseri hiicre hatt1 ilizerine pican cevizi yesil kabugu
ekstraktlarinin uygulanmasi sonucunda ICsp: 40,32 olarak dl¢lilmiistiir.

Bu calisma sonucunda PC-3 hiicrelerini apoptozis yolagma siiriikklemesi nedeniyle
farmakolojik alanda pican cevizi kabugunun spesifik kanser tiirleri lizerinde faydali

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Carya illinoinensis, antikanser, apoptozis
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF PECAN
NUT (Carya illinoinensis) SHELL

Zeynep HAYIRLI

Medical Biology Department, Master Thesis

Cancer is one of the diseases that are caused by uncontrolled proliferation of cells and
become more common with each passing year. In the process of healing of existing
methods, damage to the body's immune system can not be ignored. In the study, the
advantages of the phytotherapy method, which has become wide spread as one of the
cancer treatment methods, have been taken into consideration. Based on this method,
considering the high content of antioxidant and phenolic component content of green
shell of pecan nut (Carya illinoinensis), it is aimed to find a new treatment method in
the fight against cancer. The anticancer activity of the pecan nut green shell on various
cancer cell lines was observed using the cell culture method. Cell culture laboratory,
PC-3 and PNT1-A, HUVEC, DU-145 and HT-29 cell lines, prepared with hexane
solution of pecan nut shell extract, apoptotic effect, cytotoxicity measurement and cell
cycle stages of the apoptotic effect was determined by the method of Annexin V
Apoptosis determination. According to the results of the experiment, the results of
pecan nut green shell extracts on PC-3 prostate cancer cell line were measured as ICso:
40,32.

As a result of this study, it has been concluded that pecan nut shell may be useful on
specific types of cancer in the pharmacological field because of draining PC-3 cells to

apoptosis pathway.

Key words: Carya illinoinensis, anticancer, apoptosis
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1. GIRIS

Kanser giinlimiizde en sik rastlanan hastaliklar arasindadir. Kanserin bu 6l¢lide
yayginlagmasi buhastaligin teshisi ve tedavisi i¢cin yapilan ¢aligmalarin yogunlagsmasina
neden olmustur. Ancak kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden farkli olarak
profilerasyon hizinin  yiiksek olmasi, yogunluga-bagli inhibisyon olmamasi,
telomerazaktivitesinin yiiksek olmasi, invazyon ve metastaz 6zelliginden 6tiirli viicudun
diger yerlerine yayilabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasindan 6tiirii kanserli hiicrelerle
mucadele etmek oldukca giictiir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve
radyoterapi gibi tedavi yontemleri de hastaliga tam anlamiyla ¢6ziim olamamasinin yani
sira normal viicut hiicrelerine de zarar vermektedir. Bu yontemlerdeki dezavantajlari
ortadan kaldirarak ve daha etkin tedavi yontemleri kesfetmek igin alternatifler aranmaya
baslanmistir. Normal hiicrelere zarar vermezken kanserli hiicreleri 6ldiirmesi amaciyla
dogada bulunan bitkisel iirtinlere yonelim artmistir. Bu yontem de fitoterapi olarak
adlandirilmaktadir. Bu yontemde bitkilerin 6zelligine gore spesifik kanserler iizerinde
etki gosterebilme ozellikleri iizerinde yogunlasilmaktadir. Bu ¢alismada da kansere
alternatif bir ¢6zlim olarak diisiiniilen fitoterapi yontemi baz alinarak antioksidan 6zellik
gosteren fenolik igerigi yiiksek pican cevizi yesil kabugu kullanilarak, kanserli hiicreleri
apoptozise siiriikleyip, normal hiicrelerin siirecten etkilenmemesi hedeflenmistir. Ayrica
pican cevizinin kabugu geri donilistimle kazandirilmis olacaktir. Pican cevizinin yesil
kabugunun antikanser 6zelligiyle ilgili calismalarin sayisinin sinirli olmasi nedeniyle bu
projeden elde edilen bulgular bu konuda uluslararasi alanda bilgi birikiminin
arttirilmasma ve uluslararasi dergilerde yayimlanan konuyla ilgili yeni arastirmalarda
universitemizin ve iilkemizin 6n siralarda olmasina katki saglayacaktir. Proje sonunda
ulasilacak sonuglar, ileri diizey 6n klinik caligmalar icin degerlendirilebilecek ve bu

alanda daha genis kapsamli yeni ¢aligmalar i¢in kilavuz gorevi gorecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser; bir organizmadaki hiicrelerin hayati fonksiyonlarmni diizenleyen
mekanizmalarinda meydana gelen mutasyonlar sonucu sinirsiz bir sekilde boliinmesi,
cogalmasi ve yayilmasidir. Kanserin klinik olarak etkileri; yas, biiyiime orani, yayilimi,
evresi ve tedaviye karst vermis olduklari cevaba gore gesitlilik gostermektedir (1).

Kanserin olusum siireci ve mekanizmasinda etkili olan bir¢cok genetik faktor vardir.

2.2. Kanser Epidemiyolojisi

Diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda en sik
rastlanan hastalik kanserdir ve 2030 yilina kadar hizla artarak birinci siraya yerlesecegi
diistiniilmektedir. Globocan 2018 verilerine gore 2018 yilinda Diinya’da toplam 18.1
milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 9.6 milyon kansere bagli 6liim gergeklesmistir.
Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artigina ve
niifustaki yaglanmaya bagli olarak 2025 yilinda toplam 19.3 milyon yeni kanser vakasi
olacag1 belirtilmistir. Gerek kanser vakalarmin (%56.8) gerekse de kanserden
kaynaklanan oOliimlerin (%64.9) yarisindan fazlasiin az gelismis iilkelerde oldugu
gosterilmistir (1).

Tirkiye gibi gelismekte olan {lilkelerin ¢ogunda kanser insidansi ve mortalite
oranlar1 artmaktadir. Sosyoekonomik faktorlerin yani sira, gelismekte olan tilkelerin en
belirgin 6zelliklerinden biri yasa baghh demografik yapilarinin farkliligidir. Tiirkiye'de,
kanserinsidans oranlar1 bireysel ve g¢evresel risk faktorlerine bagli olarak ve bunun
yaninda kayit sistemindeki iyilesme ve saglik hizmetlerine erisime bagli olarak
artmustir. Saglik Bakanligi Kanser Kontrol Dairesi Baskanligindan alinan verilere gore

veri tabani kanser insidansi oranlar1 2009 ve2013 yillar1 arasinda artmustir (2).



Tablo 2.1. Tirkiye Niifusunun 2009-2013 Yillar1 Arasindaki Kanser insidansi Cinsiyet Dagilimi (2)

Yil Toplam Erkek Kadin

2009 72.561.3 36.462.4 36.098.8
2010 73.722.9 37.043.1 36.679.8
2011 74.724.2 37.532.9 37.191.3
2012 75.627.3 37.956.1 37.671.2
2013 76.667.8 38.473.3 38.194.5

2.3. Kanserin Olusum Nedenleri

Kanser gelisimine yol agan temel anormallik, kanser hiicrelerinin
stirekligogalmas1 ve kontrol edilememesidir. Normal hiicre davranigini kontrol eden
sinyallere uygun sekilde cevap vermek yerine, kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde
biiyiir ve boliiniir, normal doku ve organlari istila eder ve sonunda tiim viicuda yayilir.
Kanser hiicreleri tarafindan sergilenen genellesmis biiyiime kontrolii kaybi, ¢oklu hiicre

diizenleyici sistemlerde biriken anormalliklerin bir sonucudur (3).

Kanser olusumu, ¢ok sayida molekiiler degisimin birikimi ile baglantili ¢ok
asamali kompleksbir siiregtir. Bu molekiiler degisiklikler, tiimor igindeki ve mikro-
ortamindaki hiicresel islevi etkiler ve kanserin belirleyici ozellikleri ile sonuglanir.
Siirekli proliferatif sinyallesme, apoptoz direnci, yaslanma, anjiyogenez, istila ve
metastaz direnci, hiicresel enerjiyi serbest birakma, immiin tahribatin1 6nleme, tamor
tesvik eden enflamasyonu, genom kararsizligi ve mutasyonu c¢ok sayida genetik
degisiklik (mutasyonlar, heterozigotluk kaybi, andploidi, vb.) kanserogenez (4) ile
iliskilendirilmistir. Bazen bu durumlarda kansere strekleyen mutasyonlar olarak kabul
edilen bir onkogenik islev gosterebilir(5). Tim bu genetik degisiklikler anormal gen
ekspresyonu ile sonuglanir. Bununla birlikte, genetik degisikliklerin varligi, yaygin gen
ekspresyonu degisikliklerini ve kanserdeki hiicresel fonksiyondaki degisiklikleri
aciklamak igin yetersizdir (6). Ornegin, Knudson ‘¢ift vurus hipotezi, timor baskilayict
genlerin her iki alelindedelesyon olmasi, hiicrede anormal hiicresel biiylimeyi 6nleyen
mekanizmalar1 engeller”” (7, 8) ifadesini kullanmistir. Birgok kanserde, bu
degisikliklerden biri, bir tiimor baskilayic1 gende kalitsal veya somatik bir mutasyondur

ve ikinci "vurus”, diger allelde edinilmis bir mutasyondur. Bazen, ikinci genetik “vurus”



gozlenmez. Bunun yerine, epigenetik degisiklikler, genetik degisiklikler yerine tUmor

baskilayicilarin gen ekspresyonunda degisikliklere neden olur.

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinden bagimsiz gen ekspresyonuna
miidahale ederek fenotipi etkileyen kalitsal ozelliklerdir (9, 10). Bu epigenetik
mekanizmalar; DNA metilasyonu, kromatin yeniden dizenlenmesi, kodlamayan
RNA'lar (ncRNA'lar), duzenleyici proteinlerin  ve transkripsiyon faktdrlerinin

baglanmasi seklindedir (11,12).

Epigenetik olaylar ayrica kalict gen ekspresyonu ve fonksiyonel degisikliklere
sahip olmas1 i¢in normal durumlar veya hastaliktaki diger molekiiler islemlerle de
birlikte hareket edebilir. Ornegin, transkripsiyon faktdrii baglanmasini etkileyen
epigenetik degisiklikler, kanserdeki genetik varyasyondan bagimsiz olarak genom
capinda transkripsiyon bozuklugunu agiklayabilir (13). Son zamanlarda yapilan
arastirmalar, kanser mutasyonlarinin, kromatin yapisi ile iliskili oldugunu da
gostermistir. Bu mutasyonlar, replikasyon sirasinda DNA tamir genlerine erisilemeyen
kapali kromatin bdlgelerinde daha sik goriiliir. Bu nedenle, kromatin yapisindaki

degisiklikler kanserin kritik nedenleri olabilir (14).

2.3.1. Mutasyonlar

Bir hiicrenin, hiicre dongiisii sirasinda DNA'sin1 dogru sekilde kopyalamamasi
veya DNA hasarin1 onarmamasi, mutasyon adi verilen DNA dizisinde kalic1 bir
degisime neden olabilir. Mutasyonlarin biytkligi, tek bir niikleotitdeki bir
degisiklikten tiim kromozom bdliimlerindeki degisikliklere kadar degisebilir. Bazi
mutasyonlarin potansiyel olarak faydali etkileri olabilir bu dogal seleksiyonla evrim

olasihigini destekler ve digerleri notr veya zararh olabilir (14) .

Mutasyonlar, bir genin ekspresyonunu baskilayarak protein {iretimini
durdurabilir veya gorevini yapamayan protein Uretilmesine sebep olabilir. Canli
hiicrelerde DNA degisikliklerinin birikmesi de genomik kararsizliga neden olabilir. Bu
hiicreler bir kanser hiicresi olusturmak i¢in gerekli genetik degisikliklerin
biriktirilmesinde daha hassastir. Kansere neden olan birgok dis ajan mutasyonlara neden

olarak etki gosterir (14).



2.3.2. Genetik Polimorfizmler

DNA'nmn niikleotit sekansindaki en yaygin kalitsal varyasyonlara (her 100
kisiden birden birinde goriiliir) tek niikleotit polimorfizmi (SNP) denir. DNA
dizisindeki bu degisimler, bireyler arasindaki genetik farkliliklarm ¢ogundan
sorumludur. SNP'ler gibi yaygin genetik varyantlarin kanserle iliskisi, gectigimiz

yillarda yogun bir aragtirma alani olmustur (16).

Genom boyunca binlerce varyant1 ayni anda degerlendiren genom capinda
iligkilendirme g¢aligmalar1 (GWAS), kansere bagli yilizlerce varyantin kesfedilmesine
neden olmus ve kanser gelisimine yol acabilecek bircok farkli genetik
anormalliklerinanlagilmasma katk: saglamistir (16). Genetik polimorfizmlerin kanser
sirecine etkisi ve bu tiir genetik degiskenler ile g¢evresel riskler arasindaki iliski

kesfedilmeyi beklemektedir.

2.4. Kanserin Olusum Siireci

Gen fonksiyonunu kontrol eden diizenleyici siirecler, déllenmis yumurtanin bir
embriyoya normal gelisiminde merkezi rol oynar (17). Genlerin islevini organize bir
sekilde agma veya kapama isleminin diizenlenmesi normal gelisim i¢in ve hilcrelerin
normal iglevi i¢in ¢ok dnemlidir. Dokular olgunlastik¢a hiicreleri, atalarinin hiicrelerinin
gelisim sirasindagosterdigi islevlerden sorumlu genetik program bozulmadan kalmasina
ragmen bu ozellikleri gostermez. Ornegin, hiicrelerin yeni kan damarlarmin gelisimini
(doku biiytimesini desteklemek i¢in) ve hiicrelerin gelismekte olan embriyo i¢inde go¢
edebilme kabiliyetleri, hiicrelerin hizli bir sekilde bdliinmesi ve komsu dokulari
kolonilestirmesi normal gelisimin bir parcasidir ancak dokular olgunlastikca bu islevleri

gostermezler (17).

2.4.1. Hiicre Sinyal Yolaklarimin Etkisi

Hiicreler dis uyaranlara, hiicre sinyali olarak bilinen molekiiler bir mekanizma
yoluyla yanit verir. Bir doku igindeki hiicreler normal olarak sitokinleri, biiyiime
faktorlerini ve hormonlar1 igerebilen viicut tarafindan salinan kimyasallar ag1 kullanarak

birbirleriyle iletisim kurarlar (18).

Bu sinyaller proliferasyon, farklilagma ve apoptoz gibi temel hiicresel

fonksiyonlar1 diizenlemek icin kritiktir. Ornegin, hiicre ¢ogalmasi, dengeli bir sekilde



bliylime faktorleri tarafindan uyarilan, siki kontrol edilen ve koordine edilmis bir
islemdir. Biiyiime faktorleri hiicre ylizeyindeki spesifik alicilara baglanir ve ¢ekirdege
iletilen hiicreye bir sinyal iletir. Cekirdekte, hucre bélinmesi icin gerekli proteinleri
iretmek icin genler uyarilir. Biiylime sinyalinin hiicre digindan ¢ekirdege iletilmesi
gerekir. Biiylime faktorii baglandiginda, alicinin sekli degisir ve reseptoriin bir kisminin,
genellikle fosforilasyon adi verilen bir iglemle aktif hale gelmesine neden olur.
Sinyallerin uygun sekilde baslatilmasi, iletilmesi ve birakilmasi i¢in diizenlenmis bir
fosforilasyon ve defosforilasyon islemi gereklidir. Bu, hiicrenin maruz kaldig1 enerji ve
beslenme ortamindan etkilenebilir. Kanser hucrelerinde genetik
degisikliklertiimorigenez ile iligkili siirecleri kontrol eden sinyal yollar1 ile baglanabilir.
Her durumda, sonu¢ normal kontrol mekanizmalarma tabi olmayan diizensiz bir

sinyallemedir (18).

Onkogenik mutasyonlar, etkilenen genlerin asir1 eksprese edilmesine (6rn. Gen
amplifikasyonu) neden olabilir veya aktivitesi dizensiz olan mutasyona ugramis
proteinlerin (6rn. nokta mutasyonlari, kesikler ve fiizyonlar) 0retilmesine neden olabilir
(18). Ornekler arasinda, bilyiime faktorii reseptdr tirozinkinazlar (RTK'lar; drnegin,
epidermal biyume faktori reseptort, EGFR), kiglik GTPazlar (6rn.Ras), serin /
treoninkinazlar (6rnegin, Ras), serin / treoninkinazlar (RTK'lar; 6rnegin, Raf ve Akt),
sitoplazmiktirozinkinazlar (6rnegin, Src ve Abl), lipidkinazlar (6rnegin, fosfoinositid 3-
kinazlar, PI3K'ler) ve ayrica niikleer reseptorler (6rn; Ostrojen reseptorl, ER),
transkripsiyon faktorleri (6rnegin, Myc ), kromatin yeniden sekillendiricileri ve hiicre
dongiisii efektorleri (6rnegin, siklinler) bulunur. Alternatif olarak, delesyon ve diger
mutasyonlar normalde tiimor baskilayict olarak islev goren negatif regiilatorleri etkisiz
hale getirebilir. Kanserde en yaygm mutasyona ugrayan genlerden biri, "genomun
koruyucusu" olarak adlandirilan tiimoér baskilayici p53’ tiir (18). P53 hiicre ¢ogalmasini,
apoptoz ve DNA hasar tepkileri gibi stres sinyallerini kontrol eden kritik bir noktadir.
Hiicre dongiisti kontrol noktalarindan sorumlu diger proteinler pRB ve p16 gibi CKl'ler,
bu proteinler mutasyonu, hiicre dongisiuni diizenleyen diger tiimér baskilayicilardir
(18).



2.4.2. Transkripsiyon Faktorlerinin Etkisi

Gen ekspresyonunu kontrol eden bir mekanizma, DNA'ya baglanan ve dis hiicre
ortamindan sitoplazma veya ¢ekirdege bilgi aktarma siirecini igeren, transkripsiyon
faktorleri ad1 verilen bir dizi proteini igerir. Transkripsiyon faktorleri, genlerin spesifik
bolgelerine baglanir ve gen ekspresyonunu destekleme veya bastirma etkisine
sahiptir(18). Genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda, transkripsiyon
faktorlerinin baglanamamasi nedeniyle gen ekspresyonu gerg¢eklesemeyecektir. Bu
bozukluklarin birikmesi neticesinde hiicre dongiisiiniin  stabilitesi bozulacak ve

bozukluga yatkmlik artacaktir (18).

2.4.3. Epigenetik Duzenlemenin Etkisi

Gen ekspresyonundaki degisiklikler, epigenetik degisiklikler olarak bilinen
DNA ve kromatin yapisindaki modifikasyonlarin bir sonucu olarak da ortaya ¢ikabilir.
Epigenetik degisiklikler, geri dontistimliidiir, genomun kalitsal
modifikasyonlaridir. DNA'daki niikleotitlerin sirasindaki degisiklikleri icermeyen gen

ifadesini degistirir.

Gen ekspresyonunun epigenetikdiizenlenmesi birka¢ farkli biyokimyasal
tarafindan yonetilmektedir. Ornegin, bir metil (CHs) grubunun, CpG adalar1 ad1 verilen
DNA'min belirli kisimlarina kovalentolarak baglanmasi sonucu meydana gelen DNA
metilasyonudur. Saglikli hiicrelerde metilasyon icin DNA promotdr bolgelerinin
kullanimi, gen ekspresyonunun uygun diizenlenmesine yardimci olur. DNA metil
transferazlar (DNA MTase) normal metilasyonun ger¢eklesmesi ve korunmasindan
sorumlu enzimlerdir. Saglikli hiicrelerle karsilastirildiginda, koti huylu hiicreler
anormal DNA metilasyon modellerine sahiptir.Cok sayida gen hipermetile olabilir
(artmis DNA metilasyon seviyesine sahip).Ote yandan, hipometilasyon (genel olarak
DNA metilasyonununazalmasi) genomikinstabiliteye neden olur ve bu da kanser
gelisimini destekler. Bir bagka epigenetik diizenleme sekli de histon yapisinin
degistirilmesidir. Histonlarin yapisi, metilasyonla (DNA'nin yapis1 gibi) veya daha
yaygm olarak asetilasyonla (bir asetil grubu ilavesiyle) degistirilebilir. Histonlarin

asetilasyonu (veya metilasyonu), daha agik bir DNA yapisi olusturma egilimindedir ve



mRNA'ya gen transkripsiyonunu ve daha sonra mRNA'nin proteine (gen ifadesi)
cevrilmesini kolaylastirir. Asetilasyon ve deasetilasyon (asetil gruplarinin ¢ikarilmasi),
sirasiyla histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri aracilik
eder (19).

2.4.4. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, CpG dintkleotidlerin desitozin kalintilar1 (5SmC) tizerindeki
5-karbona bir metil radikalinin (CH3) eklenmesidir (20, 22). DNA metilasyonundaki
modifikasyonlar, insan gelisiminin farkli asamalarinda kritik rolleri; genomda
tekrarlayan elementlerin susturulmasi, viral sekanslarin entegrasyonuna karsi1 koruma,
genomik baskilama, kadmlarda X kromozomu inaktivasyonu ve transkripsiyonel
diizenleme gibi normal olaylardir (23). CpG metilasyonu timoér ve normal dokular
arasinda farklilik gosterir. Kanser hiicrelerine 6zgii CpGmetilasyonunun giderilmesine,
hipometilasyon ve kanser hicrelerine 6zgi CpGmetilasyonuna, anormal metilasyon
veya hipermetilasyonu denir. Bu CpG adaciklari, genomun geri kalam ile
karsilastirildiginda yiiksek konsantrasyonda CpG (~10%) ve C + G igerigi (>% 55) olan
uzun sekanslardir (24, 25). Kanserde DNA metilasyonundaki degisiklikler,
CpGladaciklarinin 6tesine uzanir (26). Genom ¢apinda hipometilasyon, kanserde ilk
tamimlanan epigenetik bozukluktur (27). DNA metilasyonu Arginin, serin ve treonin
gibi diger amino asit kalintilarina yayilan fosforilasyon, ubikitasyon ve glikosilasyon da
dahil olmak zere daha birgcok modifikasyon mevcuttur (28, 31). Histon kuyruklarinin
kritik aminoasitleri epigenetik modifikasyonlarin sik hedefleridir. Bu kuyruklarda bu

amino asitleri kodlayan genler de kanserlerde siklikla mutasyona ugrar (32, 34).

2.4.5. miRNA’larin EtKisi

microRNA'lar gibi kodlayici olmayan RNA molekiillerinin aktivitesinden
kaynaklanir. MikroRNA'lar, proteinleri kodlamayan ve gen ekspresyonunun anahtar
diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikan kiicik RNA molekiilleridir. Protein kodlayan
MRNA'ya baglanarak c¢alisirlar, bdylece mRNAstabilitesi ve translasyonu etkilenir.
Memeli hiicrelerinde ifade edilen tiim genlerin yarisindan fazlasinin diizenlenmesinde

rol alabilirler (35).



2.4.6. Kromatin Modifikasyonlar

Histon modifikasyonlari, kromatin yapisin1 etkileyen c¢ekirdek histon
proteinlerinin  post-translasyonel modifikasyonlaridir (36). Bu modifikasyonlar,
kromatinin agik veya kapali konformasyonlari ile iliskilidir ve genlerin transkripsiyon
faktorlerine ve diizenleyici proteinlere farkli erisimini saglar. Bu nedenle hiicreler, gen
ekspresyonlarint  dinamik  olarak  diizenlemek i¢in  histon  degisikliklerini
kolaylastirabilirler. Kromatin yapisindaki degisiklikler, DNA metilasyonunun
degismesiyle birlikte ortaya ¢ikar. Histonmetilasyonu (20 varyant) ve asetilasyon (18
varyant), esas olarak histonkuyruklarnm lisin kalintilarint hedef alan en yaygin
modifikasyonlardir (37).

2.5. Kanserle Ilgili Temel Hiicresel Siirecler
2.5.1. DNA Hasar1 ve Onarimi

Viicuttaki bir hiicre iki yeni yavru hiicreye boliindiigi zaman, DNA'nin
replikasyonunda hata potansiyeli vardir. DNA dizisindeki mutasyonlar, islev gérmeyen
genlere veya hiicrelerin isleyisinde degisikliklere yol acabilecek, degistirilmis amino
asit dizilerine sahip proteinlerin iiretilmesine neden olabilir. Ayrica, DNA reaktif oksijen
turleri, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit dahil normal hiicre ici metabolizma
iirlinlerine; herhangi bir zamanda yapisini ve biitiinliglnii etkileyen DNA'ya zarar
verebilecek ultraviyole (UV) 1s1k ve sigara dumani gibi dis ¢evresel faktorlere siirekli
olarak maruz kalir. DNA hasarma verilen fizyolojik tepkiler, diyet faktorlerine, fiziksel
aktiviteye ve asir1 viicut yorgunluguna maruz kalmaya bagli olabilen hormonlarin

etkisiyle degisebilir (38)

Telomer kismindaki ve hiicre hasarmdaki ilerlemeyi kontrol eden DNA hasar
kontrol noktalarindaki kusurlar da dahil olmak tizere DNA onarmmindaki kusurlar,
genomik karrasizliga yol acar. Zararlhh DNA mutasyonlarinin etkisi kansere ve
ilerleyisine yatkinlig1 arttirr. Bu genomikinstabilite, saglikli bir hiicrenin, kotii huylu
olmak i¢in yeterli mutasyonlar1 biriktirebilmesine yol agar. Bununla birlikte, hicrenin
genomik kararsizliga karsi koruma saglayan birkag¢ sistemi vardir; hicre donglsu
kontrol noktalari,, kalict DNA hasar1 veya telomerdisfonksiyonu."Genomun
koruyucusu" olarak gérev yapan tiimor baskilayici protein p53, hiicrelerin kansere karsi

korunmasinda merkezi bir rol oynar. insan kanserinde TP53'iin (p53 proteinini kodlayan



gen) en yaygin mutasyona ugramis gen oldugu bulgusuna varimstir. Bir dizi strese
cevap olarak DNA replikasyonundaki hatalar, diger DNA hasarlari, hipoksi veya
proliferatif sinyaller dahil p53, hiicrelerin hiicre dongiisliniin durmasi veya apoptoz
gecirmesine neden olur. Hiicre dongiisiinii durdurma, hiicre g¢ogalmasinin normal

sekilde ilerledigini kontrol eden bir noktadir (38).

2.5.2. Tiimér Baskilayic1 Genler ve Onkogenler

Kanserojenez ile iliskili mutant genler siklikla tiimor baskilayict genler veya

onkogenler olarak smiflandirilir.

Timor baskilayici genler, tipik olarak hiicre proliferasyonunu yavaslatan,
farklilasmay1 koruyan ve DNA hasarmi diizenleyen ve diizelten proteinleri kodlayan
kritik 0neme sahip genlerdir. Bu genler, hatalar tespit edildiginde ve tamir edildiginde
hiicre donglsunin ilerlemesini durdurmanin anahtarlardir. Bu genler inaktive edilirse
(mutasyon veya epigenetik yolla), DNA hasar1 daha fazla olur bu durumda kanser
gelisimi olasilig1 artmis olur. Bu nedenle bu genler “tiimor baskilayic1 genler” olarak
adlandirilir (38).

Onkogenler, tipik olarak blytme, replikasyon ve hayatta kalma sinyallerinin
(hormonlar ve doku biiyiime faktorleri veya bunlarin reseptorleri ve ayrica bu ajanlara
bagl hiicre i¢i sinyal yolaklarinda yer alan proteinler gibi) aktivasyonuna katilan
genlerin anormal sekilde isleyen versiyonlaridir veya daha az yaygin olarak, genellikle
genin promotor/ dizenleyici bolgesinde bir mutasyonun sonucu olan, uygun olmayan
sekilde yiliksek seviyelerde eksprese edilen normal bir gendir. Normal kosullar altinda,
hiicre ¢gogalmasi, hiicre ¢ogalmasini destekleyen ¢esitli proteinlerin hareketi ile birlikte
cogalmayr azaltma egiliminde olan diger faktorlerin hareketi arasindaki denge ile
diizenlenir. Bu proteinleri kodlayan genler veya apoptoz gibi diger normal
fonksiyonlardan sorumlu olanlar, anormal bir sekilde (tekrar mutasyon veya epigenetik
degisim yoluyla) islev goriirlerse, o zaman kanserin karakteristik hiicrelerinin anormal
veya diizensiz ¢ogalmasi olusabilir. Anormal isleyen genler bu nedenle onkogenler,
normal hayat siirecinin devamliligi i¢in gerekli olanlar ise proto-onkogenler olarak
adlandirilir (38).
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2.6. Prostat Kanseri ve Anatomisi

Prostat, rektum ve mesaneye sikica sarilmis sekilde pelvisde bulunur. Normal
islevi tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen, seminal sivi iiretimi ve sperm

hareketliligini kolaylastirdigi bilinmektedir (39)

Prostat, salgi epitel hiicreleri ve bazal hiicreler ile kapl kanallara sahip bir
yapidan olusur (40). Noroendokrin hiicrelerinin de mevcut oldugu ve bezde parakrin
islevi sagladig1 distiniilmektedir (41). Salg: epitel hiicreleri, bezdeki ana hiicre tipini
temsil eder, biiylime i¢in androjene bagimhidir ve PSA ve prostatik asit fosfataz iiretir
(42-43). Prostat Kanseri, erkeklerin prostat dokusunda meydana gelen bir malignitedir.

Cogunlukla yash erkeklerde sik goriiliir ve multi-fokal gelisim gosterir (44).

Coklu faktorler prostat karsinomu gelisimine neden olan faktorler; cevresel
faktorler / kanserojenler ve genetik yatkinliktir. Dokunun karsinojenez i¢in genetik
yatkilhig1 oldugunda, cevresel faktorler tiimor onciisii lezyonlarin olusumunu indiikler
(45). Farkli oranlarda birgok boélgede lezyonlarin bagimsiz genislemesi multi-fokal

timor olusumuna neden olur (45).

Prostat kanseri tedavisi, tanida belirlenen klinik asamaya baghdir. Hastalik
lokalize kanser ise radikal prostat ektomiden daha olas1 bir tedavi yontemidir. Oliim
oran1 ¢ogunlukla tanidaki klinik asamaya ve genetik degisikliklere baghdir. Timor

metastatik evrede ise en sik beklenen sonug dliimdiir (46).
2.6.1. Prostat Kanserinde Genetik ve Epigenetik Degisiklikler

Kanserlerin genetik yatkinligi ile ilgili olarak bashica iki terim vardwr. Biri
kalitsal, digeri ise ailesel prostat kanseridir. Kalitsal prostat kanseri, timorigeneze neden
olan Mendel kalitimsal mutant genler olan tiimorler anlamina gelir. Bununla birlikte,
ailesel prostat kanseri terimi, bir ailede prostat kanseri en az iki kisinin ayn1 patolojiye

sahip hastaligi olmas1 durumunda kullanilir (47)

Timorlerin gogu gibi, genetik mutasyonlarin birikmesi tiimorigenezisin ortak
nedenidir. Bir veya daha fazla tiimor baskilayici gende eksilmeler ve bazi proto-
onkogenlerin  over ekspresyonu, prostat karsinogenezinde gozlenebilir (48).

Arastirmacilar, hastaligin baslatilmas1 ve ilerlemesinin tanimlanmasi i¢in genetik,
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epigenetik, ekspresyon ve diizenleyici asamalarda gorevli molekiilerin seviyelerindeki

farkliliklar1 arastirir (49).

Prostat tlimorlerinde iyi bilinen en yaygin serbestlestirilmis proteinler, prostat
spesifik antijen (PSA), prostein (P501s), prostat spesifik membran antijeni (PSMA),
NKX3.1 ve PSA'nin 6ncii formu (proPSA) ve bunlar tanisal tiimor belirtegleri olarak da

kullantlir (48).

Prostat kanserinde en yaygin diizensiz tiimor baskilayict gen, diger tiimorlerde
oldugu gibi p53'tiir (49). P53, hiicre dongusiinde G1 /S ve GO/ G/ S gegisi ve apoptoz

sirasinda diizenleyici rolii olan bir transkripsiyon faktoriidiir.

P53'in bir diger rolii, DNA hasar1 ve hiicrenin apoptosise gitmesi durumunda
inhibisyon proliferasyonudur (49). P53 ayrica, segici olarak bazi mikroRNA'larin
olgunlagmasinda rol oynar (50). P53, p73 ve p63, miR-143, miR-145, let-7, miR200c ve
digerleri gibi bazt miRNA'lar i¢in miRNA isleme elemanlarini kontrol eder (50, 51).
P53 geni prostat kanseri hiicre hattinda ya islevsiz ya da mutasyona ugramis

durumdadir.
2.6.2. Androjen Bagimsizhg:

Prostat dokusunda androjen reseptorii (AR), erkek cinsiyet steroid hormonlariin
uyarilmasi ile isleyen transkripsiyon faktoriidiir. AR proliferasyon, hiicre siklusu,
farklilasma ve lipid metabolizmasinda islev goren yiizlerce genin transkripsiyonunu
baslatir (52).

Androjen eksikligi tedavisi, prostat timdr hiicrelerinin ¢ogunun inhibisyonunu
saglar, ancak az miktarda androjenden bagimsiz tiimdr hiicreleri varsa, o zaman prostat

kanseri, androjenden bagimsiz veya androjenin tilkenmesinden bagimsiz hale gelir (53).

2.7. Apoptozis

Apoptoz bir DNA hasar1 gibi hiicresel bozukluklar normal fonksiyonun
tehlikeye girecegi, potansiyel onkojenik mutasyonlarin devam etmesini dnlemek i¢in
gecici veya kalic1 olarak hiicre dongiisiinde gerceklesen “hiicre intihar1” siirecidir. Bu
stresleri yasayan ve ayni zamanda diizgiin isleyemeyen hiicreler, p53'iin ¢ogalmasina

engel olarak veya uygun sekilde hayatta kalmamasina neden olarak kanser geligimini
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tesvik eder. Cogu kanser tlrt, DNA ve kromozomlar1 ilave mutasyonlara duyarli hale
getiren ve ayrica kromozomal kararsizlig1 iceren genomik kararsizlik gdsterir. Kanser
hiicreleri, harici sinyallerin yoklugunda bile kontrolsiiz c¢ogalmay1 tesvik eden

mutasyonlar ve anti-proliferatif sinyallere hatal tepkiler biriktirir (54).

Birlikte ele alindiginda, diizensiz proliferasyon ve mutasyon biriktirme
duyarliliginin artmasi, tiimoér progresyonuna katkida bulunur, tiimor fenotipleri daha

agresif ve kemoterapotikajanlara direncli hale gelir (54).

2.7.1. Apoptozisde Gorevli Protein Ailesi

Bcl-2 protein ailesi, apoptozun diizenlenmesinde, 6zellikle geri doniisii olmayan
hiicresel hasarda ve esas olarak mitokondri seviyesinde hareketin i¢sel yolaginda 6nemli
bir rol oynayan pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden olusur (55). Bcl-2, 20
yildan daha uzun bir siire 6nce tanimlanmig olan bu ailenin ilk proteinidir ve insan B
hiicresi lenfomalarinda t (14; 18) kromozomal translokasyonu bulunan bir dizi proteinin
ikinci tiyesi olan B hiicreli lenfoma 2’den koken alan Bcl-2geni tarafindan kodlanir
(55).

Tum Bcl-2 tyeleri dis mitokondriyal zar iizerinde bulunur. Bunlar bir iyon
kanali formunda veya gozeneklerin olusturulmasiyla membran gecirgenliginden
sorumlu olan dimerlerdir (56). islevleri ve Bcl-2 homolojisi (BH) etkilerine dayanarak

Bcl-2 ailesi Uyeleri ayrica ti¢ gruba ayrilir (57):

Birinci grup, doért BH alaninin tamamini igeren anti-apoptotik proteinlerdir ve
hiicreyi apoptotik uyaricilardan korurlar. Bazi 6rnekler Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL,Bcl-w, Al
/ Bfl-1 ve Bcl-B / Bcl2L10'dur (58)

Ikinci grup, sadece BH-3 proteinlerinden olusur, bu nedenle diger iiyelere
kiyasla BH-3 alanmi ile smirhidirlar. Bu gruptaki 6rnekler arasinda Bid, Bim, Puma,

Noxa, Bad, Bmf, Hrk ve Bik bulunur (58).

Uclincti grubun (yeleri ise dort BH alaninm tiimiinii ierir ve ayrica pro-
apoptotiktir. Baz1 6rnekler Bax, Bak ve Bok / Mtd'dir (58).

Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik tyelerin dengesinde bir bozulma

olmasi sonucunda, hiicreler diizensiz apoptosise ugrayabilir. Bu, bir veya daha fazla
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anti-apoptotik proteinin asir1 ekspresyonu veya bir veya daha fazla pro-apoptotik
proteinin asir1 baskilanmasi veya her ikisinin bir kombinasyonundan kaynaklanabilir
(59). Ornegin, Raffo ve ark. *‘Bcl-2'nin asir1 ekspresyonunun prostat kanseri hiicrelerini
apoptozdan korudugunu gostermistir *’(59). Fulda ve ark.‘‘Bcl-2 asir1 ekspresyonunun
TRAIL kaynakli apoptozun noroblastom, glioblastoma ve meme karsinom hicrelerinde
inhibe edilmesine yol actigmi bildirmistir’> (60). Bcl-xL'min asir1 ekspresyonunun,
timor hiicrelerinde ilaca ¢ok direngli bir fenotip sagladigi ve bunlarm apoptoz
gecirmelerini Onledigi bildirilmistir (61). Mikrosatellit kararsizligi olan kolorektal
kanserlerde ise bax genindeki mutasyonlar ¢ok yaygindir. Miquel ve ark. Bax geninde
cerceve kaymasi mutasyonlarindan kaynaklanan bozulmus apoptozun, kolorektal kanser
hiicrelerinin antikanser tedavilerine direncine katkida bulunabilecegini gostermistir (62).
Kronik lenfositgik 16semi (CLL) durumunda, kétd huylu hiicreler, yiksek seviyede anti-
apoptotik Bcl-2 seviyeleri ve diisiik miktarda pro-apoptotik protein iceren in vido Bag
gibi anti-apoptotik bir fenotipesahiptir (63). CLL’deki 16semogenezisin, in vivo olarak

artmus proliferasyondan ziyade azalmis apoptozisten kaynaklandigi bildirilmistir (63).

2.7.2. Apoptoziste Kimyasal Degisiklikler

Genel olarak, apoptozda ii¢ ana tip biyokimyasal degisiklik goriilmektedir:
1) Kaspazlarmn aktivasyonu,
2) DNA ve protein yikimi,

3) Membran degisiklikleri ve fagositik hiicreler tarafindan taninmasi biyokimyasal
degisikliklerin tigiincii tipidir. Apoptozun baslarinda, hiicre zarinin dis katmanlarinda, i¢
katmanlardan “ters" gevrilen fosfatidilserin (PS) ifadesi vardir (64). Bu, 6li hicrelerin
makrofajlar tarafindan erken taninmasini saglar ve pro-inflamatuar hiicresel bilesenlerin
salinmasi olmadan fagositoz ile sonuglanir (65). Bunu, DNA'nin karakteristik olarak 50
ila 300 kilobaz biiyiikliigiinde parcalara ayirmasi izler (66). Daha sonra, endonikleazlar
tarafindan 180 ila 200 baz ¢iftinin katlarinda, DNA'nin Oligo nukleozomlara inter
nukleozomal boliinmesi vardir (67). Apoptozun bir bagka spesifik 6zelligi, kaspaz adi
verilen sistein proteaz ailesine ait bir grup enzimin aktivasyonudur. Kaspaz’in "c" si
sistein proteazi belirtirken "aspaz", enzimin, aspartik asit kalintilarindan sonra yarilma

icin benzersiz 6zelligini ifade eder (64). Aktif kaspazlar, bircok hayati hicresel proteini
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ayirir ve niikleer iskeleyi ve hiicre iskeletini parcalar. Ayrica niikkleer DNA'y1 daha da
bozan DNAaz" aktive ederler (68).

2.8. Kanserin Tedavi Yontemleri

Gegtigimiz yiizyil, kanserin cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile etkili bir
sekilde tedavi edilebilecegini gostermistir (69). Bu tedavi stratejileri, tek baglarina veya
kombinasyon halinde kullanildiginda, tiimor biiyiimesini 6nemli dl¢lide etkileyebilir ve
hatta tedaviler tiretebilir. Birgok kat1 timorde, kolon kanserinde oldugu gibi, erken tani
ve kombinasyon terapileri i¢in gelistirilmis yontemler sagkalim {izerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bununla birlikte, timor metastaz yaptiginda, tedavi daha karmasik hale
gelir. Bu gibi durumlarda bile, mevcut tedavi stratejileri kanseri kronik bir hastaliga
daha fazla gotiirebilir. Yine de, erken teshis, cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin bir
kombinasyonunun hayatta kalma stresini 1-2 yildan fazla uzatamadigi glioblastom gibi
spesifik kanser tdrleri icin 6nemli zorluklarm devam ettigi belirtilmistir (54). Bu
yontemlerle birlikte, hormon terapisi ve biyolojik yontemlerin kullanilmas1 gibi farkli
yaklasimlar da diger yontemlere destek olacak sekilde birlikte veya tek basma
kullanilmaktadir (69).

2.8.1. Kemoterapi

Ameliyat ve radyasyonun yani sira, kemoterapiler genellikle kanseri tedavi
etmek i¢in kullanilir. Kanser tedavisi icin kemoterapide, kanser hicrelerinin kontrol
edilemeyen bolinmeye devam etmesini dnlemeyi amagclayan sitostatik denilen ilaclar
kullanir (70).

Kemoterapinin Hedefleri;

Kanser tedavisinde kemoterapinin farkli hedefleri olabilir. Kullanilan

kemoterapi tiirleri ve hedefleri sunlardir:

» Tedavi amagh kemoterapi: Bu kemoterapi, tum kanser hucrelerini vicuttan
atmay1 ve kalic1 bir iyilesme saglamay1 amagclar.

» Adjuvan kemoterapi: Adjuvan kemoterapi, ameliyattan sonra vicutta
kalabilecek, ancak tespit edilemeyen kanser hucrelerini hedefler. Bu tur

destekleyici terapi nuksleri 6nlemeyi amaglar.
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» Neoadjuvan kemoterapi: Neoadjuvan kemoterapi ameliyattan 6nce yapilir. Bazi
timorler direkt olarak ameliyat edilemeyecek kadar buyuktiur. Kemoterapi
siklikla timori kiictilterek cerrahi olarak ¢ikarilmasini mimkiin kilar. Ayni
zamanda daha az invaziv cerrahiye izin vermeyi de hedefleyebilir.

» Palyatif kemoterapi: Tim timor hiicrelerini ¢ikarmak artikk miimkiin
olmadiginda kemoterapiye palyatif denir. Kemoterapi daha sonra belli
semptomlar1 hafifletmeye, hastaligin ilerlemesini yavaslatmaya veya gecici

olarak durdurmaya ve komplikasyonlar1 6nlemeye yardimci olabilir.

Kemoterapide viucuda ilaglar verilir. Bu genellikle damar igine bir inflzyonla
yapilir, ancak bazi ilaclar tablet olarak da alinabilir. Genellikle birbirleriyle
kombinasyon halinde verilen birgok farkli sitostatik vardir. Bu sekilde verilen ilaglar
kan dolasiminda hareket ettiginden, genellikle viicudun her yerine etki ederler. Boylece
muayenelerde tespit edilmeyen ve bu nedenle ameliyat veya radyasyonla

hedeflenemeyen kanser hiicrelerine de ulasabilirler.

Nadir durumlarda, lokal kemoterapi kullanmak da mumkiindir. Daha sonra
ilaglar kan dolasmimina verilmemektedir, ancak dogrudan etkilenen viicut bolgesine,

ornegin spinal kanallara enjekte edilmektedir.

Kemoterapi genellikle radyoterapiyle birlestirilir, buna “radyokemoterapi’ denir.
Radyoterapi ayn1 anda veya kemoterapiden sonra yapilabilir. Bazi kemoterapoétik ilaglar
sadece radyoterapiye maruz kaldiklarinda etki ederler. Bu durumda, kemoterapi sadece
radyasyonun uygulandig1 yerlerde lokal olarak hareket eder.Uzun siire sitostatik alan
kisiler bu ilaglar1 bazen katater veya portadi verilen bir cihazdan alabilirler. Bir port
kiigiik bir operasyonda cilt altina yerlestirilen ve ince bir tiip ile biiyiik bir vene
baglanan kiiciik bir kaptan olusur. Tedavi siirdiigii siirece viicutta kalabilir. Bu,
inflizyonlarin damara baglanma avantaji vardir ve her bir tedavi icin bir damar aramak

ve onu delmek gerekli degildir.

Kemoterapide, kanser belirli araliklarla sitostatik ile tedavi edilir. Bu ayni
zamanda tedavi dongiileri veya tedavi programlar1 olarak da adlandirilir. Cesitli

faktorler dongii sayisini ve bireysel tedaviler arasindaki siireleri etkiler:

» Uygulanan ilacin etkisinin ne kadar siirdiigi,
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» Viicudun iyilesmesi i¢in gerekli zaman,

> Genel tedavi siresi.

Gunimuizde bircok kanser tirt kemoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Bununla
birlikte, tedavinin olumsuz etkilerinden biiyilk korku duyulmaktadir. Sitostatikler
genellikle sadece kanser hiicrelerine degil, ayn1 zamanda hizla bdliinen saglikli
hiicrelere de saldirir. Bunlar kan iiretici hiicreleri, sa¢ hiicrelerini ve agiz ve bogaz
bolgesindeki ve sindirim sisteminin mukoza hticrelerini igerir. Bunun sa¢ dokilmesi,
anemi, bulanti, kusma, ishal ve agizda enfeksiyonlar gibi kisa vadeli etkileri olabilir (69,

70).

2.8.2. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, radyasyonun yiiksek dozlar1 kanserli hiicreleri 6ldirmek
veya tumori kigiltmek ic¢in kullanilan bir tedavi yontemidir. Yiksek dozlarda
radyasyon terapisi kanser hiicrelerini Oldiirir veya DNA'larina zarar vererek
biliylimelerini yavaslatir. DNA's1 onarillamayacak kadar hasar gormiis kanser hiicreleri,
bélinmeyi veya olmeyi durdurur. Hasarli hiicreler o6ldiigiinde, viicut tarafindan
parcalanir ve ¢ikarilir. Ancak bunun yanisira saglikli hiicreleri 6ldiiriip viicudun i¢

dengesini bozmaktadir (71).

Radyasyon tedavisi direkt olarak tedaviye baslanildigi gibi kanser hicrelerini
6ldirmez. DNA, kanser hucrelerinin 6lmesi icin yeterince zarar gérmeden gunler veya
haftalar stirer. Ardindan, kanser hiicreleri radyasyon tedavisi sona erdikten sonra

haftalar veya aylarca 6lmeye devam eder (72).

Uygulanacak olan radyasyon terapisi tipi, asagidakiler dahil ¢esitli etkenlere

baglidir:

Kanser turd

TUmoriin boyutu

TUmorin konumlandig1 yer

Tiimor radyasyona duyarli normal dokulara ne kadar yakin
Genel saglik ve tip gecmisiniz

Diger kanser tedavisi tiirlerinin olup olmayacagi

YV V V V V V V

Yas ve diger tibbi durumlar gibi diger faktor.
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Harici Radyasyon Tedavisi;

Dis 151n radyasyon tedavisi, kanserli hiicreleri hedefleyen bir makineden
radyasyonun gelmesidir. Vicudun bir bolimine hastaya temas etmeden birgok yonden
radyasyon gonderen bir tedavi yontemidir. Dis 1sin radyasyon tedavisi, yerel bir
tedavidir, yani viicudunuzun belirli bir bolimiinii tedavi eder. Ornegin, sadece
akcigerde kanser varsa, tiim viicuda degil, yalnizca hastanin tiimor hiicrelerinin oldugu

bolgeye radyasyon verilir (72).

Dahili Radyasyon Tedavisi;

Dahili radyasyon terapisi, hastanin viicuduna radyasyon kaynagi yerlestirilen bir
tedavidir. Radyasyon kaynagi kati veya sivi olabilir.Saglam bir kaynaga sahip i¢
radyasyon terapisine brakiterapi denir. Brakiterapi yonteminde, radyasyon kaynagi
iceren seritler veya kapsiller, kanser hiicrelerinin i¢ine veya yakinlarma yerlestirilir. D1s
151 radyasyon terapisi gibi, brakiterapi de yerel bir tedavidir ve viicudunuzun sadece
belirli bir kismin1 tedavi eder (72). Sivi kaynakli i¢ radyasyon terapisine sistemik tedavi
denir. Sistemik, tedavinin kanda vicudunuzdaki dokulara gegctigi, timérlii hiicreleri
aradig1 ve o6ldirdiigii anlamima gelir.Viicudunuzun bir alaninin yasaminiz boyunca
giivenle alabilecegi radyasyon miktarinda bir sinir vardwr. Bir alanmm ne kadar
radyasyonla tedavi edildigine bagh olarak, ikinci kez o bolgeye radyasyon tedavisi

uygulanamayabilir (72).

Radyasyon kanser hiicrelerini dldirirken veya proliferasyonunu yavaslatirken,
diger yandan tiimor hiicrelerinin ¢evresindeki saglikli hiicreleri de olumsuz etkiler.
Hastanin sadece genotipinde degil ayn1 zamanda fenotipine de olumsuz yonde sebep
olabilmektedir. Bu hasarin boyutlar1 tedavi siirecine ve verilen radyasyonun miktarina

gore degismektedir (72).

2.8.3. Iimmunoterapi

Immiinoterapi, bir kisinin bagisiklik sisteminin kanser gibi hastaliklarla
savagsmak i¢in belirli kisimlarin1 kullanan bir tedavi yontemidir. Bazi immiinoterapi

tiirlerine bazen biyolojik terapi veya biyoterapi de denir. Bu birkag sekilde yapilabilir;

» Kanser hiicrelerine saldirmak ve daha fazla ¢alismak i¢in kendi bagisiklik

sisteminizi uyarmak,

18



> Insan yapimi bagisiklik sistemi proteinleri gibi bazi bagisiklik sistemi

bilesenlerini vermek.

Son yillarda, immiinoterapi bazi kanser tiirlerinin tedavisinin 6nemli bir tedavi
yontemi olmaya baslamistir. Immiinoterapi, farkli sekillerde ¢alisan tedavileri igerir.
Baz1 tedavi sekilleri vicudun immin sistemine destek olurken, diger tedavi sekli
bagisiklik sisteminin  6zellikle tumor hiicrelerine saldirmasina yardimci olur.
Immiinoterapi bazi kanser tiirleri icin digerlerine gdre daha iyidir. Bu kanserlerin
bazilar1 i¢cin kendi basina kullanilir, ancak digerleri i¢in diger tedavi tlirleriyle

kullanildiginda daha etkili oldugu goriilmektedir (73).

Bagisiklik  sistemi  viicudun enfeksiyonlardan ve diger hastaliklardan
korunmasina yardime1 olan organlar, 6zel hiicreler ve maddeler toplulugudur. Bagisiklik
hicreleri ve salgiladiklar1 maddeler viicudu dolasarak enfeksiyonlara neden olan
mikroplardan korurlar. Bagisiklik sistemi normalde viicutta bulunan tiim maddeleri
kontrol eder. Bagisiklik sisteminin tanimadigi herhangi bir yeni madde, bagisiklik
sisteminin ona saldirmasina neden olarak bir alarm verir. Ornegin, mikroplar normalde
insan vicudunda bulunmayan belirli maddeler igerirler. Bagisiklik sistemi bunlar1
“yabanc1” olarak goriir ve onlara saldirir. Bagisiklik tepkisi, mikroplar veya kanser
hiicreleri gibi yabanci maddeleri igeren her seyi tahrip edebilir. Bagisiklik sistemi,
kanser hucrelerini hedef alan daha zor bir sireci de y6netir. Bunun nedeni kanser
hiicrelerin degismesi ve immin sistemin hiicrelerin kontrol disina ¢ikmaya basladiginda
devreye girmesidir. Bagisiklik sistemi kanser hiicrelerini her zaman yabanci olarak
tanimaz, clinkii hiicreler normal hiicrelerden yeterince farkli degillerdir. Bu nedenle,
bagisiklik sisteminin kanserle kendi basina savasabilme yeteneginin sinirlar1 vardir.
Bazen bagisiklik sistemi kanser hiicrelerini tanir, ancak cevap kanseri yok edebilecek
kadar gucli olmayabilir. Kanser hiicrelerinin kendileri de bagisiklik sistemini kontrol
altinda tutan maddeleri salgilayabilirler. Bunun {istesinden gelmek i¢in, arastirmacilar
bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini tanimasma ve tepkisini giiclendirmelerine

yardimci olacak, boylece onlar1 yok edecek yollar bulmaya ¢alismiglardir (74).

Kanseri tedavi etmek i¢in su anda kullanilan baslica immiinoterapi tiirleri

sunlardir:
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» Monoklonal antikorlar: Bunlar, immiin sistem proteinlerinin insan yapimi
versiyonlaridir. Antikorlar kanser tedavisinde ¢ok faydali olabilir ¢linkii kanser
hiicresinin ¢ok 6zel bir kismina saldiracak sekilde tasarlanabilirler.

> Immiin kontrol noktasi inhibitorleri: Bu ilaglar temel olarak bagisiklik
sistemindeki ‘kontrol noktalarini’ alir ve bu da kanser hiicrelerini tanimasma ve
saldirmasina yardimci olur.

» Kanser asilari: Asilar, bazi1 hastaliklara karsi bagisiklik tepkisi baslatmak i¢in
vicuda enjekte edilen maddelerdir. Bazi asilar kanseri 6nlemeye veya tedavi
etmeye yardimci olabilir. Diger spesifik olmayan imminoterapiler, bagisiklik
sistemini genel bir sekilde arttirir, ancak bu hala bagisiklik sisteminin kanser
hiicrelerine saldirmasina yardimci olabilir. Immiinoterapi ilaglar1 simdi bir¢ok

farkli kanser tiirtinii tedavi etmek igin kullanilmaktadir (75).

2.8.4. Fitoterapi

Fitoterapi; hastaliklar1 tedavi etmek igin veya sagligi tesvik edici ajanlar olarak
bitkilerin kullanildig1 farmakolojik bir alandir. Bitkilerin ¢esitli kisimlarmdan

faydalanilmasi sonucu ortaya ¢ikmis bir tedavi yontemidir (76).

Fitoterapilerin geleneksel kullanimi, genel olarak kaynak bitkinin orijinal
bilesimini ve biitlinliigiinii korur, bdylece ya biitiin bitkinin ya da asgari olarak
ayarlanmis bilesenlerinin istenen bir yiizdesi, tibbi amaglar i¢in kullanilir. Bazi tibbi
gelenekler, antropoetik tip, natropatik tip, geleneksel Cin tibb1 (TCM), ayurveda tibb1 ve
allopatik tibb1 dahil olmak iizere bitki bazli terapiler kullanir. Doktorlar, ya tek bitki
tedavisi, ya tamamlayict Ozelliklere sahip oldugu diisiiniilen birden fazla ot, ya da
mineraller ve vitaminler gibi bitkisel olmayan maddelerle karisimlar1 kullanabilir.
Fitoterapinin daha geleneksel kullanimi genellikle papatya otu inflizyonu (cay) gibi
bitkinin tamamini igerir; ancak bat1 bitkisel tibb1 daha cok ekstraktin bir bilesenine
standartlastirilmis tek sifali otlar kullanir. Buna karsilik, bitkilerden elde edilen tedavi
amach ilaclar tipik olarak, endiistriyel ayrilma ve terapdtik oOzelliklere sahip olarak

tanimlanan bilesenlerin ¢ikarilmasi yoluyla izole edilen tek bilesiklerdir (76).

Fitoterapi iretimi, kullanilacak olan bitki Orneklerinin diizgiin bir sekilde
islenmesini icerir bdylece son iirlin, dogrulanmis bir konsantrasyonda bir referans

isaretleyici igerir. Bitkiler birden fazla kimyasal bilesen igerdiginden, son iiriin marker
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bilesenine standartlastirilmis olarak etiketlenmistir (77). Bir marker bilesenini
tanimlamanin amaci, aktif bilesenin en verimli konsantrasyonunu iceren bir rin
uretmektir. Fototerapi yonteminin en 6nemli noktasi etken bilesenin terapotik olarak

uygun dozda iletilmesidir (78).

Caylardan tozlara kadar ¢esitli sekillerde popiiler olan ginseng'in biling, hafiza,
yasam kalitesi ve davranis lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (79).
Bitkinin istah ve uyku tizerindeki olumlu etkileri, 6zellikle kanser, multipleskleroz ve
diger kronik hastaliklar1 olan hastalarda yasam kalitesini ele almak i¢in umut verici bir
hedef haline getirmistir. Ginseng, kimyasal ginsenosidleri ile iltihap Onleyici etkiler

g0Ostermektedir (80).

Sarimsak (Alliumsativum), soguk alginlig1 tedavisinde kullanilmasina ek olarak,
sarimsagm hipertansiyon ve periferik arter hastaligi iizerindeki etkisine iliskin
incelemeler kan basmcini1 diisiirmede olumlu etkiler yaratirken, kardiyovaskiiler
hastaliklar iizerindeki etkisini goézlemlemek icin bir dizi calismaya ihtiyag
duyulmaktadir (81). Sarimsagin, allisin kokenli oldugu disiiniilen antibiyotik ve
antiviral 6zelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, hiicre ¢ogalmasi ve olimii
iizerindeki bir etki, onu kanser ve iyi huylu prostat hiperplazisi arastirmalarinda umut

verici bir hedef haline getirmistir (82).

2.9. Pikan Cevizi ve Ozellikleri (Carya illinoinensis)

Pikan cevizi anavatan1 Kuzey Amerika kitasi olan Brezilya’da 'Nogueira-pec'
olarak bilinen Carya cinsi, giiney ve giiney dogu bdlgelerinde (Joly,1993) yetistirilen
Juglandales takimimin Juglandaceae familyasmindan Carya cinsine bagli illinoinensis

tiru olan, sert kabuklu bir meyvedir (83).

Diinyada daha ¢ok Pikan olarak isimlendirilmesine ragmen iilkemizde meyvesi
ve tohumu cevize benzediginden dolay1 Pikan cevizi olarak adlandirilmistir. Cevize
(Juglansregia) gore i¢ randimaninin yiiksekligi, iliman iklim bdlgelerde daha az
masrafla yetistirilebilmesi Pikan cevizini istiin kilan 6zelliklerdendir (83). Dlnyada
kiiltiir tarihi Gliney Amerika yerlilerinin tarihi ile yakin iligki i¢indedir. 19. ylizyilin 2.
yarisindan itibaren ABD’ nin degisik eyaletlerinde pikan cevizi yetistiriciligi yayilmaya

baglamig bu tarihlerden sonra diinyanin degisik yerlerinde (Meksika, Arjantin,
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Avustralya, Israil, Giiney Afrika, Tiirkiye, vs.) yetistirilmeye baslanmis olsa da
Diinya’da ve Tiirkiye’de yetistirilme alaninin genisletilmeye ihtiyact vardir. Pikan
cevizine yonelik caligmalara literatiirde sik¢a rastlanilmasina karsilik yesil kabuguna
yonelik ¢aligmalarin daha az oldugu goriilmektedir. Pikan cevizi kabuguna iligskin
mevcut bazi ¢aligmalar dikkate alindiginda yiiksek lif igerigi ve antioksidan aktivitesi
gbze carpmaktadir (83). Antioksidan maddeler; vicuttaki tim hicreleri etkileyerek,
pulmoner sistem ve kardiyovaskiler hastaliklari, kanser, yaslanma, Katarakt (83) gibi
stre¢ ve hastaliklarda etkisi oldugu bilinen serbest radikallerin, saglikli hiicrelerin
tizerindeki zararli etkilerini azaltmada rol oynamaktadir. Bu etkilerini; serbest
radikallerin reaksiyonlarin1 durdurmak, oksijeni ve metalleri baglayarak oksidasyonun
sebep oldugu =zararlar1 engellemek (84), diisik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
lipoprotein oksidasyonunu 6nleme yoluyla (85) gdstermektedirler. Serbest radikaller,
dig yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunduran yiksek oranda
reaktif molekllerdir (86). Igerdigi Omega 3 yag asitleri (linolenik asit) agisindan zengin
olmas1 nedeniyle kalp, damar ve beyin saghigi ile kanser olusumunun engellenmesi
acisindan onem tasimaktadir. Ayrica yliksek antioksidan miktar1 ile de diger kabuklu

meyvelerden ustundr.

Fenolik bilesikler ve bazi tiirleri oto-oksidasyonun énlenmesinde ¢ok etkilidirler.
Yapilan arastirmalar fenolik bilesiklerin; antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 6zelliklerini ve kardiyovaskdler
hastaliklar, kanser, osteoporoz, diyabetesmellitus ve nodrodejeneratif hastaliklarda
koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmektedir (87,88). Son zamanlarda, polifenoller ve
onlarin antioksidan Ozellikleri ilizerinde yapilan arastirmalarla beraber, 6zellikle dogal
antioksidanlara olan ilgi artmustir (89,90). Pican cevizinin kabuklari, findiklardan daha
fazla miktarda polifenol ile karakterize edilir ve kabuklardan elde edilen 6zutler,

antioksidan kapasitesini yogunlastirir (91).

Yuksek lif icerikleri nedeniyle saglik yararlari, koroner kalp hastaligi, inme,
hipertansiyon, diyabet, obezite ve bazi gastrointestinal hastaliklarin gelisimi i¢in daha
diisiik risk igerir (92,94). Diyetin lif igerigini arttrma girisimi igin, gida bilesenleri
gelistiricileri, bazilar1 genetigi degistirilmis organizmalar tarafindan {iretilen yeni lif

bilesenleri olusturdu. Bununla birlikte, tiiketicilerin “dogal” igerikler igeren gidalara
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olan talebin artmasi nedeniyle, “dogal” kaynaklardan yeni lif igeriklerine olan ihtiyag

artmaktadir.

Carya illinoinensis ¢esidinin de dahil oldugu cevizler, Amerika Birlesik
Devletleri'nde tiim kuruyemisler i¢inden en c¢ok tercih edilenleri ve ekonomik agidan
onemli bir mahsuldir. 2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklagik 264
milyon pound ceviz findik (kabuklu) tiretildi(95). Cevizler genellikle kabuklar1 olmadan
satilir, bunlar islem sirasinda ¢ikarilir ve siklikla atilir. % 50 kabuk oranina (¢ekirdek
agirliginin kabuk i¢i agirhgma orani) (96) dayanarak, ABD ceviz endiistrisi tarafindan
yilda yaklasik 132 milyon ton ceviz kabugu tretilmektedir. Ceviz kabugu lifi (ayrica
ceviz kabugu unu veya 6giitiilmiis ceviz kabuklar1 olarak da bilinir), kabuklar1 ve ceviz
taneleri harig, cevizlerin dis kabugundan tiretilen bir besin maddesidir. Ceviz kabugu
lifleri ¢ogunlukla ¢6ziinmeyen liflerden (seliiloz, lignin ve hemiseliiloz) olusur ve az
miktarda yag (<% 4) ve protein (<% 3) icerir. Ayn1 zamanda antioksidan aktivite i¢in
taninan molekiiller olarak yaklasik% 4.5 polifenoller ve % 10 proantosiyanidinler icerir
(97). Bu nedenle, ceviz kabuk lifi, gida formiilasyonlarinda hem bir lif bileseni hem de

antioksidan olarak kullanma potansiyeline sahiptir.

Pikan cevizinin belirlenen antioksidan 6zelliginin ve fenolik igerik oranmnin
yiiksekliginden faydalanilarak antikanser 6zelligi arastirilarak kanseri 6nlemek igin yeni

bir yontem bulunmasi amag¢lanmaktadir.

2.10. Pikan Cevizi Kabugunun icerigi

Pikan cevizi kabugunun besinsel bilesimi Resmi Analitik Kimyacilar Dernegi
(AOAC,2005) resmi sonuglarina gore; nem (925,09); protein (920,87); toplam lipitler
(920,85); toplam, c¢ozunir ve c¢ozunmeyen diyet lifi (991,43) ve mineraller,
karbonhidratlar; (923,03) olarak belirlenmistir(97).

Pikan cevizi diisiik doymus yag asit igerigi ve yiiksek miktarda tekli doymamis
ve ¢oklu doymamig yag asitleri igerir. Ayrica bu gibi biyoaktifmolekiillerinsteroller ve
tokoferoller ve olas1 fenolik olan toplam fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite
varligin1 gosterir. Sebzelerde bulunan fenolik bilesiklerin dnemli bir grubu tanenler,

ikincil bitki metabolitleri yogunlagmis veya hidrolize edilmis formda bulunabilir. Bu
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molekiiller, giiclii antioksidan kapasiteleri nedeniyle, biiyiik bir beslenme ve tibbi ilgi

alanina sahiptir (97).

2.11. Pikan Cevizi Kabuguyla Daha Once Yapilan Cahsmalar

Pikan cevizi, Amerika’da ve Brezilya’da yogun olarak yetistirilmektedir.
Tiirkiye’de ise yetistiriciligi Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 blinyesinde faaliyet
gosteren Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiit Midirliigii (BATEM) tarafindan
yapilmaktadir. Bununla birlikte Antalya bolgesinde pikan cevizi yetistiren Ozel
isletmeler de bulunmaktadir. Prado ve ark. tarafindan ‘‘ Brezilya’nin giiney bolgesinde
pikan cevizi tretiminde %40-50 civarinda kabugun a¢iga ¢iktig1 ve pargalanmis olarak
satisa sunulan bu materyalin su igerisinde demlenmesi ile caymin tiiketildigi
bildirilmistir’’.Ratlarda yapilan in vivo calismalarda, pikan cevizi kabugundan
hazirlanan c¢aym kronik etanol alimini takiben olusan oksidatif stresin yol agtigi

karaciger hasarin1 minimize edebilecegi belirtilmistir (98,99).

Pikan cevizi kabugunun antioksidan 6zellikleri bilinen fenolik bilesikler (fenolik
asit, flavonoid asit ve proantosiyanidin) bakimindan zengin oldugu ve cesitli gida
patojenlerine karsi dogal bir antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir.
Bununla birlikte; Van Loo ve ark. ‘‘Piken kabugu ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarda
antimikrobiyallerin inhibisyon guctnin, antimikrobiyal bilesiklerin kaynagindan ziyade
ekstraksiyonu metoduna bagli oldugunu vurgulamuslardir’® (83). Bu nedenle Pikan
kabuguna yonelik olarak yapilmis ¢alismalarda 6zellikle ekstraksiyonu yontemleri ele
alimmistir. Pikan cevizi kabugu medikal alanda ¢alisan arastiricilarin da ilgisini
cekmektedir. Ozellikle agr1 kesici ve ddem azaltic etkileri fareler iizerinde denenmis ve
olumlu sonuclar alindig: ifade edilmistir.Diyetlerine pikan cevizi kabugu ilave edilen
(50 000, 100 000 ve 150 000 ppm) ratlarda Ozellikle 100 000 ve 150 000 ppm
grubundaki erkek hayvanlarin besin tiiketiminde istatistik olarak artis belirlendigi
bildirilmis; klinik kimya, hematoloji ve idrar parametrelerinde toksikolojik bir bulguya
rastlanmadigi ifade edilerek, Uriiniin non-mutajenik ve non-klastogenik 6zelliklere sahip
oldugu belirtilmistir. Bu arastrmanin sonu¢ kisminda, pikan ceviz kabugu liflerinin
insanlar tarafindan giivenli bir sekilde tiiketilebilecegi ve diyetlerde onemli bir lif

kaynagi olarak degerlendirilebilecegi onerilmistir (83).
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Pikan cevizi kabuguna yonelik bazi arastrmalarda kullanilan ekstraksiyon
teknikleri ve belirlenen antioksidan kapasitesi bitki caylarmin hazirlanmasinda
kurutulmus toprak iistii kisimlar (yaprak, cicek, kabuk, meyve, tohum) ya da toprak alt1
kisimlarinin (kok, rizom, yumru) sicak su igerisinde demlenmesi islemine infiizyon,
kaynatilmasi iglemine de dekoksiyon adi verilmektedir. Pikan kabugundan ekstrakt
eldesi i¢in birgok arastirmada inflizyon teknigi kullanildigi bildirilmektedir. 2006
yilinda hasat edilen baz1 piken cevizi tirlerine (Bardon, Shoshone, Shawnee, Choctaw
ve Cape Fear) ait kabuklari harmanlanarak olusturulan karigimlar incelenmis ve
inflizyon teknigi kullanilarak antioksidan seviyeleri 6l¢lilmiis. Arastirmacilar yaptiklari
deney sonucunda elde ettikleri degerler bakimindan; kuru ekstrakt miktarmi 2345 g/100
g, toplam fenolik diizeyini 138+26 mg GAE(Gallik asit cinsinden esdegeri)/g, kondanse
tanen miktarim1 43+7 mg CE (Katesin esdegeri)/g ve antioksidan kapasitesini (ABTS =
radikal katyon) 1404+330 umol TEAK (Troloks esdegeri antioksidan kapasite)/g olarak
degerlendirilmis (102) Ayni1 zamanda bu c¢alismada; tokoferollerin, pikan kabugu
ekstraktlarmin ve ekstrakt+tokeferol karigimmin oksidasyon inhibisyonu Uzerindeki
etkileri de kiyaslanmistir. Arastrmacilar, maksimum oksidasyon inhibisyonunun
infuzyona tabi tutulan ekstraktlarda karsilasildigini bildirmisler ve ekstrakt + tokeferol
karisimindaki bilesenlerin aralarinda herhangi bir etkilesim olusturmadiklar1 noktasina

vurgu yapmuslardir (100).

Pikan cevizi kabugunun antimikrobiyel o6zelligi; fenolik  bilesikler
mikroorganizmalara karsi antibakteriyel ajan olarak da gorev yapmaktadirlar. Kafeik,
gallik, p-kumarik, protokatesik ve ferulik asit gibi fenolik asitlerin gesitli bakterilerin
(Escherichiacolispp., Salmonellaspp.,Bacilluscereus,) gelismesini inhibe edici aktiviteye
sahip oldugu; katesin ve kuersetin gibi flavonoid bilesiklerin E.coli, Shigellaspp.,
Staphylococcusaureus,Salmonellaspp., Bacillus spp. ve Vibriospp. tiirlerine karsi

bakteriyostatik veya bakterisid etki gosterdigi bildirilmistir (101).

Babu ve ark.yeni bir ekstraksiyon yontemi (¢dzliciisiz) kullanarak organik pikan
cevizi kabugundan ekstrakte ettikleri dogal antimikrobiyellerin 7 farkli Listeria tiiriiniin
baskilanmasindaki etkisini incelemislerdir. Arastiricilar, s6z konusu antimikrobiyellerin
bakterileri inhibe edici minimum konsantrasyonlar1 (MIK) ile ilgilenilmistir. Calismada

bildirilen yonteme gore; ceviz kabuklarimi kirarak parcalanmig, bunlarin bir kismini
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direk olarak ekstraksiyona tabi tutulurken (Pikan Kabugu Ekstraktesi=PKE) diger kism1
kurutularak toz haline getirdikten sonra ekstrakte edilmistir (Pikan Kabugu Tozu=PKT).
Aragtirmacilar; taze tavuk bagetlerinden peeling yontemi ile elde ettikleri deri
orneklerinin bir kismimi bakteri kiiltiirleri (Listeriaspp.) ile inokiile ettiklerini ve daha
sonra da antimikrobiyellerle muamele ettiklerini belirtmisler, bir kisim deri 6rnegini ise
inokiile etmeden kendi lizerinde mevcut olan bakterilerle degerlendirdiklerini ifade
etmislerdir. Arastirma sonuglarina gére kullanilan Listeria tiirleri i¢erisinde ikisi harig

digerlerinin her iki ekstrakta karsi 6nemli diizeyde duyarli olduklari bildirilmistir (101).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi:

Calismada kullanilacak olan pecan cevizi bitkisinin yesil dis kabuk oOrtiisii
kisimlar1 40 °C etlivde kurutuldu. Kuruyan bitki 6rnekleri toz haline getirildikten sonra,
500 gr almarak (1:1) oranda hazirlanan methanol: su: hekzan, icerisinde 40 °C’de bir
gece boyunca inklbe edildikten sonra, kiguk porsiyonlar haline getirilip 15
dkultrasonikator ile iyice homojenize edildikten sonra, whatman filtre ile stiziilip, 40 °C
sicaklig1 gecmeyecek sekilde rotaryevaporator yardimiyla alkol solventleri ugurulup,
liyofilizatorde toz haline getirilip ham MESH ekstreleri elde edildi. Kuru ham MESH
ekstresi kiigiik porsiyonlar halinde hekzan ile yikanarak lipofilik kisimlar, ugucu yaglar
ve klorofilli kisimlar ekstreden uzaklastirildi. Birlestirilen hekzan porsiyonlar1 da ayni
sekilde rotary evaporator ve liyofilizator yardimiyla kurutulup hekzan ekstresi elde
edildi.

3.2. Antikanser Ozellik Ile ilgili Yontemler

3.2.1. Siv1 Azot Tankindan Alinan Hiicrelerin Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve
Tripsinizasyonu

Sivi azot tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37 °C’de ¢6ziilerek steril
ortamda Laminar kabin igerisinde 15 ml’ lik falkon tipe 5 mI%10 FBS iceren DMEM-
F12/RPMI medyumu konup ve tanktan ¢ikarilarak ¢oziilen hiicreler falkona aktarildi.
Falkon 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek, siipernatant atilarak, pellet el yardimi
ile hafifce vurularak stispanse edildi. Siispansiyondan alinan hiicreler thoma laminda
sayilarak 25 cm?’ lif faska 5 ml %10 FBS iceren DMEM-F12 medyum koyduktan sonra
tizerine 1x10° hiicre eklenerek flask 37 °C* de % 5 CO2’li inkiibatore kapag hafif agik
olacak sekilde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda flask inkiibatérden alinip
steril ortamda Laminar kabinde, flask igerisindeki medyum dokiilerek flaskin yiizeyine
yapismis halde bulunan hiicreler 1 ml PBS ile yikandi. PBS dokiildiikten sonra 0,5 ml
tripsin-EDTA ilave edilerek flask 5-10 dakika inkibatorde bekletilip mikroskobik
olarak hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklari kontrol edildi. Hiicrelerin
yizeyden kaldirildiklar1 mikroskobik olarak gozlendikten sonra, flaska medyum
eklenerek hicreler Falkon tiipe aktarilarak 1200 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek

slipernatant uzaklastirildi ve alt kisimda kalan hiicre pelleti stiispanse edildi.
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3.2.2. Hiicre sayimi

Hiicreler sitotoksisite, ¢aligmalarinda kullanilmadan 6nce hiicre sayimi thoma
lam1 ad1 verilen 6zel sayim lamlarinda yapildi. Steril santrifiij tlipine alinan hiicre
¢ozeltisi santrifiij isleminden sonra siipernatanti atilarak dibe ¢oken hiicre pelleti
besiyeri ile seyreltildi. VVortekslenen hicre siispansiyonundan 10 pl alinarak ve 90 pl
Tripan mavisi ile karistirildi. Bu karisimdan alinan 6rnek, hemositometre lamina
aktarildi ve 151k mikroskobu ile 10X biiyiitmede incelendi. Lamdaki boyanmamais (canli)

hiicreler sayilarak hiicre slispansiyonunun ml’sindeki canli hiicre sayis1 hesaplandi.
Toplam canl1 hiicre sayis1 = A x B x C x 10*

A = Hicre solisyonunun hacmi (ml)

B = Diliisyon faktori (Tripan mavisi ile)

C = Boyanmamis hiicrelerin ortalama sayis1 formiilii ile hesaplandu.

3.2.3. Hucre Ekimi

Hiicreler stoktan acilarak 75 cm®flasklara ekilip ve hiicreler %80-90 oraninda
¢ogalinca, tripsinizasyon ile kaldmilip 1x10 * hiicre/lkuyucuk olacak sekilde 96

kuyuluklu steril plaklara ekildi.

3.2.4. Bitki Ekstrelerinin Uygulanmasi

Hucreler stoktan acilarak 75 cm>flasklara ekilip ve hiicreler %80-90 oraninda
cogalinca, tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96kuyucuklu
steril plaklara ekildi. 24 saatlik Inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri uzaklastirildi,
yerine 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200pg/ml konsantrasyonlarinda ekstre iceren 200 pl

besileri hiicrelere eklenerek 24, 48, 72 saat inkiibe edildi.

3.3. MTT hdcre Proliferasyon Kiti ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak bitki ekstrelerinin sitotoksik etkileri
incelendi. MTT testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi araciligi ile MTT parcalayarak, ¢oziilebilir formazan tuzlari
olusturmasi prensibine dayanarak yapildi. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm?® flasklara

ekilip, %80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk
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olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri
uzaklagtirilip ve her bir ekstre i¢in 0,2.5,5,10,25,50,100 ve 200ug/ml olacak sekilde
uygulandi ve sitotoksik doz bulunmaya calisildi. Bitki ekstreleri her bir kuyucuga 200
ul olacak sekilde eklendi ve ardindan 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon siiresince %5 CO-
’li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan
kuyucuklardaki besi yerleri c¢ekilip 20 pl serumsuz besi yeri iizerine 90 ul MTT
soliisyonu eklendi ve ortalama 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
plaklardaki besileri uzaklastirildi ve formazon kristalleri 100 ul DMSO ile
cozdiiriildiikten sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda

Olculerek kaydedildi.

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriit Etken Dozunun Hesaplanmasi

Mikroplagin her bir kuyucugunda bulunan ekstrakt ile muamele edilmis
hiicrelerin morfolojileri mikroskobik olarak degerlendirildi ve her bir kuyucuktaki
hiicreler iizerine MTT ilave edildi ve formazan kristallerinin olusumu goézlemlendi.
Olusan kristaller DMSO ile ¢ozdirulerek mikroplak spektrofotometrede okutuldu.
Sonuglara gore, hiicreli ve hiicresiz her bir konsantrasyon igin kuyucuklardan okunan
degerlerin ortalamas1 alindi ve hiicreli kuyucuklarn ortalama degeri ile
hiicresizkuyucuklarin ortalama degerlerinin farki almip ve formiile uygulanarak %
canlilik hesaplandi. Okunan degerlere gore elde edilen grafigin egrisinden kiiltiiriin %

50’sini enfekte eden doz hesaplandi.

3.3.2. Akim (flow) Sitometride Apoptozis Seviyelerine Bakilmasi

Hicre apoptozu Annexin V ve 7AAD igeren kit kullanilarak iiretici firmanin
(Becton Dickinson, Pharmingen, UK) tavsiyeleri dogrultusunda galisildi. Apoptotik
hiicrelerle nekrotik hiicreleri ayirmak i¢in, hiicreler Annexin V (yesil floresan) ve

7AAD (kirmizi floresan) ile ayni1 anda boyandi.

1. Well platelere total hiicre 1.000.000 olacak sekilde ekildi.
2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ml tripsin ve 1ml fcs ile kaldirildi.
3. Kaldirillan hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, pellete

dokunulmadan stipernatant uzaklastirildi.
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4. Hicre siispansiyonlarinin tizerine 1ml PBS eklenip, 5 saniye vorteksle pellet
¢ozildu, 1500 rpm de 5 dakika sanriftj edilip, tst faz dokdldid. Bu islem 2 kez
tekrarlandiktan sonra, hiicre slispansiyonlarinin iizerine binding buffer eklendi. (
Imlbindingbuffer + 9 ml distile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifj
edilip, slipernatant uzaklastirildi.

5. Hucre siispansiyonlarin iizerine 500ulbindingbuffer eklendi. Kisaca vortekslendi
ve yeni tuplere 100ulolacak sekilde transfer edildi.

6. 100ul hicre suspansiyonun tzerine 5ul Annexin, 5ul 7AAD eklenip, hafif
karistirilarak 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.

7. Hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edilip, slipernatant uzaklastirildi.

8. Hucre siispansiyonlarmin {izerine 500ulbindingbuffer (1ml binding buffer + 9
ml distile su ile seyreltildi) eklendi.

9. Hiicre silispansiyonlar1 daha sonra Bectoncoulter NAVIOUS tipi akim
(flow)sitometre ile degerlendirildi. Kaluzaanalysis programi kullanilarak her

numune i¢in hiicreler sayilip analiz edildi.

3.3.3. Akim (flow) Sitometride Hiicre Dongusu Analizi

Hiicre dongiisii icin BD Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti ( biosciences,
Almanya) kullanildi.

Kitin ¢aligma prosediirii:

1. Hiicreler 1.000.000 olacak sekilde sayild:.

2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicreler 300 ul tripsin, 1ml fcs’li dmem ile
kaldirildi.

3. Kaldirilacak hiicreler 1500 rpm de 5 dakika santriflij edilerek, pellete
dokunmadan siipernatant uzaklastirildi.

4. Hiicre siispansiyonlarmin tizerine buffer solution eklendi. ( 1mlbuffersolution + 9
ml destile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edilip, supernatant
uzaklastirilacak, bu islem iki defa tekrarlandi.

5. Hicre suspansiyonunun tzerine 250ulsolution A eklendi. Tiplerin dibine hafifce
vurularak karismasi saglandi (vorteks kullanilmadi).10 dakika karanlik ortamda
inkibe edildi.
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6. Hucre stspansiyonun (zerine 200ulsolutionB eklendi. Yine tiiplerin dibine
hafifce vurularak karistirilmasi saglandi. 10 dakika karanlik ortamda inkiibe
edildi.

7. Hicre suspansiyonunun Gzerine 200ulsolution C eklenip ve yine tiiplerin dibine
hafifce vurularak karistirilmasi saglandi. 10 dakika karanlik ortamda inkiibe
edildi.

8. Hiicre siispansiyonlar1 daha sonra Bectoncoulter NAVIOUS tipi akim (flow)
sitometre ile degerlendirilip, kaluzaanalysis programi kullanilarak her numune

igin hiicreler sayilip analiz edildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Calismalar tamamlandiktan sonra; oncelikle veriler degerlendirildi. Daha sonra
verilerin normal dagilimh olup olmadiklarina bakilip, duruma gore tek yonlii varyans
analizi yapildi. Gruplarin karsilastirmalarinda; verilerin normal dagilima sahip olup
olmadigini tespit etmek i¢in Shapiro-Wilk tanitici testi kullanildi. Shapiro-Wilk testi
sonucunda gruplarda normal dagilim ¢iktiginda anlamh fark testi igin Student t- test,
normal dagilim ¢ikmadiginda ise anlamli fark testi icin Mann-Whitney U testi
kullamild1. Istatistiksel analizler icin SPSS 25(SPSS, Inc, Chicago,IL) ve Graph
Padprism 6 (GraphPad Software, Inc,SanDiego,USA) kullanild.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Hucre Proliferasyon Kiti ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Cesitli hiicre hatlar1 Gzerinde yapilan sitotoksik inceleme sonucunda en anlamli
sonuclar PC-3 ve PNT1-A hicre hatlarindan elde edilmistir. Caryaillinoensis bitkisinin
hekzan ile hazirlanan fraksiyonunun prostat kanser (PC-3) ve normal prostat epitel
hicreleri (PNT1-A) Uzerine etkisi MTT Assak (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide, sigma) yontemi kullanilarak tespit edildi.

~8- PC-31C4,=40.32

S\i 1508 % PNT1-AIC;,=83.60
()

(&S]

c

© 100 -

o)

o |

” |

o 504

<

©

()

N 0 T T T T i
© 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
S

o -50-

z Log(Pecan Nut)

Sekil 4.1. PC-3 ve PNT1-A hicrelerinin ICsydegerleri

24 saat sonunda prostat kanseri (zerinde sitotoksik etkisi (ICso) 40.32 pg/mL
olarak hesaplanirken, normal hicreler Uzerindeki etkisinin ise yaklasik iki kat daha
yiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.1). Ayrica hekzan fraksiyonunun neredeyse
kemoterapik ilaca esdeger bir etki gosterdigi ve normal hiicreyi kemoterapik ilagtan

daha az 6ldirdigi gozlendi.
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Sekil 4.2. DU-145 ve PNT1-A hiicrelerinin ICsodegerleri

Prostat kanser (DU-145) ve normal hiicreleri (PNT1-A) (zerine etkisi 24 saat
sonunda sitotoksik etkisi (1Cso) 37.86 pg/mL olarak hesaplanirken, normal hicreler
uzerindeki etkisi ise (ICso) 83.60 olarak kanser hicreleri tizerindeki etkinin iki katindan
bile daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3.HT-29 ve HUVEC hiicrelerinin I1Cso degerleri
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Kolon kanseri (HT-29) ve normal hucreleri (HUVEC) lzerine 24 saat sonundaki
etkisi kolon kanseri tizerinde sitotoksik etkisi (ICso) 39.54 pg/mL olarak hesaplanirken,
normal hiicreler tzerindeki etkisinin ise (ICso) 64.82 olarak hesaplandi (Sekil 3).
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Sekil 4.4. HCT-116 ve HUVEC hiicrelerinin 1Cso degerleri

Kolon kanseri (HCT-116) ve normal hiicreleri (HUVEC) Uzerine 24 saat
sonundaki etkisi kolon kanseri tzerinde sitotoksik etkisi (ICso) 74.07 pg/mL olarak

hesaplanirken, normal hiicreler iizerindeki etkisi (ICsp) 64.82 olarak hesaplandi(Sekil
4.4).

4.2. Flow Sitometrik Annexin-V- Pl Apoptoz/Nekroz Analizi

Hicre canlihig1 ve proliferasyon deneyleri ile tespit edilen ICso degerlerine gore
40ug/ml olacak sekilde PC-3 ve PNT1-A hicreleri 24 saat inkiibe edildikten sonra
hiicre 6limanun agirlikli olarak apoptotik hiicre 6lumi olup olmadigi Akis Sitometrik

Annexin-V-Pl boyamalar1 ile tespit edildi.
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Sekil 4.5. PC-3 hiicrelerinin Sitometrik Annexin-V-PI boyamasi sonucu ICsq degerleri

Sekil 4.5’de goriildigi gibi 40 ng/ml dozlarinda anlamh bir etki gosterdigini (%94,0)
ve doz artisina bagl olarak hiicre Sliimiiniin arttigim tespit ettik (p<<0.05*, p<0.001**,
p<0.0001***). Buna karsin artan dozlar (20 ve 40 pg/ml)’da normal hiicrede 6liim
oraninda anlamlilik tespit edilmemis, en yiik doz olan 40 pg/ml’de % 94,0 oraninda
apoptotik hiicre tespit edilmistir. Normal hiicre ayni dozda muamele edildiginde ise

%3,9 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.6. PNT1-A hicrelerinin Sitometrik Annexin-V-PI boyamasi sonucu ICso degerleri

4.3. Flow Sitometrik Hicre Dongusu Analizi

20 pg/ml 40 pg/ml
"3 - EE L-Apoptatic
; ErE i
e 5 1% 3
£ €%
2+ ; %
9 3 E-Apoptotic & 3 E-Apoptotic
* o ; %Ei_?_m.m.'_ % _IQIHI D%I TTTTIm TT I?I.IE%I TTTTIT
c}m& off 7.2 wiT 3 uff s
FLY Annexin W FITE-A FL1 Annexin W FITC-A
PNT1-A
— — == - = = =
Erken apoptoz Gec apoptoz Nekroz
0,5 2,6
0 16,6
03 6,2

Batik extract ile muamele edilen PC-3 hicrelerin bdliinmesi izerinde etkisi 20

pg/ml dozundan baglayarak goriildii ve etkin dozun hiicre bdliinmesini yavaslattigi

tespit edildi.
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Sekil 4.7. Bitki ekstrakti 1le muamele edilen PC-3 hiuicrelerinin hiicre dongusu asamasindaki yuzdeleri

40 pg/ml dozda, hiicre dongisl asamalar1 Sekil 4.7°de Sub-Gl'de %.16,8 ,
G0/G1 fazinda %59,2, S fazinda % 18,1 ve G2/M fazinda % 6,7 olarak belirlendi
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Sekil 4.8. Bitki ekstrakti ile muamele edilen PNT1-A hiicrelerinin hiicre dongiisii asamasindaki yiizdeleri

40 pg/ml dozda, hiicre dongiisii agamalar1 Sekil 4.8’de Sub-G1'de %.1,3, GO/G1
fazinda %59,2 , S fazinda % 11,8 ve G2/M fazinda % 26,7 olarak belirlendi.
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5. TARTISMA

Son yillarda kanser hastalarinin oranindaki hizli artis arastirmacilar1 yeni tedavi
yontemi bulmaya yonlendirmistir. Bu yontemlerde; mevcut kullanilan ilaglardaki
zararli kimyasal etkiyi distirebilmek admna dogal yollarla elde edilebilen iirlinlere
ilgiyi arttrmak amaglanmistir. Yapilan c¢alismalarda O6zellikle immun sistemi
guclendirecek yonde anti-mikrobiyal ve anti-oksidan igerigi yiiksek olan bitkilere
dikkat cekilmistir. Ancak bu bitkilerin etkin dozlarinin belirlenebilmesi ve dogru
sekilde tedavi amagl kullanilabilmesi i¢in detayli bir calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu yeni perspektif fitoterapi adiyla karsimiza ¢ikmaktadir.

Bitkilerin, insan saghiginda ve saglik sorunlarmin ¢6ziimiinde {istlendigi 6nemli rol
ve buna iligkin uygulamalar, ¢cok eski caglardan beri bilinir. Hipokrat’n, tedavi amaciyla
dortyiiz bitkiden yararlandid1 bilinmektedir. Onceleri, gozlem ve deneme-yanilma
yontemleriyle edinilmis ¢esitli alisgkanliklar seklinde gelisen geleneksel 6zellikteki bazi
uygulamalar, zaman i¢inde bilim alanna da uyarlannustir. Ornegin, sdgiit agaci (Salix L.)
kabugunun veya yapraklarmin, tedavide ila¢ olarak kullanildigi, Eski Misir, Stimer, Hitit
yazitlarinda kaydedilmistir. Yillar sonra bu veri, bilimsel olarak kanitlanmstir; bu bilgiden
hareketle, cagimizda diinyanin en c¢ok kullanilan ilaci olan “Aspirin” elde edilmistir.
Glinlimiizde, ilagla tedavinin ve ilaglarin kdkenini olusturan bitkilerin dogrudan ya da
dolayli bi¢gimlerde kullanimi, bilimsel bir ugras olarak “Farmakognozi” bilimi kapsaminda
ele almmaktadir. Bitkilerle de ilgili kimyasal maddelerin, viicuttaki tedavi edici 6zellikleri
ise “Farmakoloji” biliminin kapsamina girer (102).

Son yillarda ise farmakolojik alandaki biiyiik gelismelerle birlikte bu bitkisel

irlinler tip diinyasinin O6nemli bir kismmi olusturmaya baglamistir. Yapilan
arastirmalar sonucu anti-kanser etkisi oldugu tespit edilen bitkiler, kanser tedavisinde

kullanilmak tizere ilag tiretiminde rol almislardir (103).

Bitkisel {iriinlerin ve onlarin tiirevlerinin viicudun immiin sistemiyle uyumlu
olmas1 ve etkin deger bulundugunda saglikli hiicrelere zarar vermeden, viicudun
direncini arttirmasina yardimci olmasi, onlarin tedavilerde tercih edilmelerinin baglica
sebeplerindendir (104). Bitki populasyonunun Gyelerinin besin igerikleri birbirinden
farklidir. Bu nedenle calisilacak bitkinin besin igerigi hakkinda bilgi sahibi olmak

caligmanin yoniiniin belirlenmesinde ve sonucunun 6ngorilmesinde etkili olabilir.
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Ornegin, sarimsak anti-mikrobiyal &zellige sahipken, birgok farkli kiiltiirel kokenleri
olan cesitli bitkiler farkli uygulamalardan gecirilerek, hekimler tarafindan birgok

hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (105).

Pican cevizi kabuguyla daha 6nce Ana Cristina Pinheiro do Prado ve ark.
tarafindan yapilan c¢alismada;pikan cevizinin kabugundan elde edilen sulu ekstraktin
[Caryaillinoinensis (Wangenh) C. Koch] , Balb-C farelerinde meme kanseri hiicre hatti
MCF-7 ve Ehrlich asit timori tzerindeki aktivitesi Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
caligmada, DNA pargalanmasi, hiicre dongiisii durmasi ve pikan ceviz kabugu ekstrakti
ile induklenen apoptozis ile antitiimor aktivitesi arasindaki iliskisi degerlendirilmistir
(106).

Sitotoksisite, proliferasyon, hiucre 6limu ve hiicre dongusi, MCF-7 hicrelerinde
sirastyla MTT, koloni deneyi, diferansiyel renklendirme ve akis sitometri deneyleri ile
degerlendirilmistir. DNA hasar1 etkileri, CT-DNA ve plazmid DNA bolinmesi ile
birlestirilerek iliskilendirilen bu ¢alismada;Balb / C farelerinde Ehrlich asit tiimoriinde
timor biiylimesinin inhibisyonu, hayatta kalma siiresi artisi, apoptoz ve hiicre dongiisi

durmasi degerlendirilmistir (106).

Ceviz kabugu ekstraktlarinin sitotoksik etkisi, apoptoz ile hicre 6liminin
indiiklenmesi ve ayrica MCF-7 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasi gosterilmistir.

Ehrlich asit tiimorlii farelerde hayatta kalma siiresinin % 67 arttigi gzlemlenmistir.

(106).

Bu ¢aligmanin sonucunda pikan ceviz kabugu ekstraktlarinin antitiimor etkisine
dahil olan mekanizma apoptotik hicre 6liminde (Bcl-XL, Ba¢ ve p53) ve hicre
dongust dizenlemesinde (siklin A, siklin B ve CDK2) yer alan Kilit proteinlerin
aktivasyonu ile ilgili olabilecegi bulgusuna ulasilmigtir. Bu sonuclar, gallik, 4-
hidroksibenzoik, klorojenik, vanillik, kafeik ve ellagik asit ve katesin, epikatesin,
epigallocatechin ve epikatesin gallat gibi bilesikler sunan ekstraktin fenolik profiline
baglanmig. Elde edilen bulgularla, ceviz kabugu ekstraktlarmm timor hiicrelerinin
biiylimesine kars1 etkili oldugu ve kanser tedavisine bir alternatif olarak

degerlendirilebilecegi sonucuna ulasilmistir (107).
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Bir diger calisma Ana CristinaPinheiro do Prado ve ark. tarafindan yapilmistur.
Pikan cevizi kabugunun fenolik icerik diizeyini belirlemek i¢in yapilan deneyler
sonucunda pikan cevizi kabuklarinda fenolik bilesik igerigi ve ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi Ol¢lilmiis. DPPH metodu ilk olarak Brang-Williams ve ark.tarafindan 1995
yilinda gelistirilmis olup sonrasinda, Sanchez ve ark. tarafindan 1998 yilinda
degistirilerek kullanilmaya baslanmistir. DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) ticari
olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir. DPPH radikal supurme
kapasitesi analiz yontemleri dogal ekstraktlarin antioksidan igeriginin belirlenmesinde
siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemden elde edilen datalara gore r :0.9980
olarak bulunmustur. ABTS [2,2’-amino-bi¢-(3- ethylbenzotiazoline- 6-sulphonic acid),
spektrofotometrik olarak bircok maddenin toplam antioksidan

aktivitesininbelirlenmesinde kullanilir (107).

Deney sonucunda ABTS(1:0,9973) olarak bulunmus.Sonuclara gore pikan ceviz
kabuklarindaki fenolik bilesik icerigi ve ekstraktlarin antioksidan aktivitesi arasinda

anlamli (p 0.05) bir korelasyon oldugu sonucuna varildigi belirtilmistir (109)

Mevcut ¢alismamizda onceki ¢alismadan farkli hiicre hatlar1 iizerinde ¢alisilmis
ve sitotoksitite tayini yapilmustir. Ilk asamada hekzan ile ¢dzdiiriilen pikan cevizi yesil
kabugunun ekstraktlar1 elde edilmistir. Deneyin ikinci asamasinda, elde edilen
ekstraktin prostat kanseri (PC-3) ve normal prostat epitel hicreleri (PNT1-A)ve kolon
kanser htcreleri (HCT-116), (HT-29) ve normal hiicreleri (HUVEC) Uzerine etkisi MTT
yOntemi kullanilarak sitotoksite Ol¢timiiyle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara
gore;PC-3 prostat kanseri hiicre hatti tizerinde sitotoksik etkisi (ICso) 40.32 pug/mL iken
normal prostat epitel hiicreleri (PNT1-A) lzerinde sitotoksik etkisi (ICso) 83.60 pg/mL
olarak tespit edilmistir. Bulunan bu ICsp dozunun normal hucrelerde ¢ok daha yiiksek
oldugu goézlemlenmistir. En anlamli sonuglarin prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC-3
hucrelerinden elde edilmesinden sonra, bu hiicrelerdeki olasi sitotoksik etkileri
incelemek amaci ile bitki ekstresinin CsHi4 bilesiginin hiicrelerde apoptotik yolaga mi1
yoksa nekroz ise mi yoneldigini tespit etmek amaciyla Annexin VVApoptosiz tayini
yapilmustir.  Yapilan deneyler sonucunda hiicre stirkiilasyonun GI1, S, G2 ve M

evrelerindeki canlilik oranlar1 tespit edilmistir. Elde edilen datalar sonucunda, bitki
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ekstresinin CeH14 bilesiginin hucreleri apoptotik yolaga siiriikleyerek, hiicre 6lum

oraninda kayda deger bir artis sagladigi tespit edilmistir.(107)

Yapilan laboratuar ¢aligmalarindan sonra elde edilen bulgulardan Pican cevizi
kabugunun anti-kanser Ozellikte oldugu sonucuna varilmistir. Ayni zamanda Pican
cevizi kabugunun fenolik igeriginin yiiksek oldugu belirtilmistir (108). Fenolik
maddelerin biiyiik olasilikla hiicre metabolizmasinda rol alan regiilasyon faktorleri
oldugu belirtilmektedir ve yapilan g¢alismalar flavonoidlerin, anti-mutajen ve anti-

kanserojen oldugunu desteklemektedir (108).

Mevcut calismalardan pican cevizi kabugunun anti-mikrobiyal ve antioksidan
iceriginin yiiksek oldugu sonucuna varilmaktadir. TUm bu bilgiler tarafimizdan yapilmis
olan laboratuar ¢alismasi verileri ile karsilastirildiginda, hekzan ¢ozeltisiyle ekstrakte
edilen pican cevizi yesil kabugunun prostat kanseri hiicre hatt1 PC-3 Uzerinde kanser
hiicrelerini apoptozis yolagina siiriiklemesine, yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin
sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Pican cevizi yesil kabugunun yuksek antioksidan ve
anti-mikrobiyal aktiviteciye sahip olmasini saglayan fenolik bilesenlerin yogunlugu, bu
bitkinin kabuk kisminin, spesifik kanser turleri izerinde uygulanacak tedaviler igin

farmakolojik alanda destek saglayabilecegi sonucuna varilmistir.
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