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Tez Damismani: Dog. Dr. Sevgi UNAL KARAKUS
Bartin-2023, sayfa: 63

Siirtiniicii horoz ibigi (Amaranthus blitoides), Amaranthaceae familyasina ait tek yillik bir
bitkidir. Ulkemizde Marmara, Bat1 ve Orta Karadeniz, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Ege
Bolgeleri’nde kumlu-tinl ve killi topraklarda yetisebilen istilaci bir tiirdiir. Diinyada ise Orta
ve Dogu Amerika Birlesik Devletleri’nin yerli bir tiirii olduguna inanilmaktadir ancak

neredeyse tiim 1liman bolgelerde dogallagsmustir.

Ulkemizde ve diinyada bircok kisinin oliimiine neden olan kanser, tedavisi tam olarak
gelistirilememis ve mevcut tedavi yontemleri ise olumsuz yan etkilerle sonuglanan bir
hastaliktir. Kanser tedavisinde ve olumsuz yan etkilerinin ortadan kaldirilmasinda
tamamlayict ve alternatif tipta birgok bitkisel yontem kullanilmakta ve arastirmacilar bu
alanda caligmalarim1 siirdiirmektedir. Bitki kokenli tedavilerin dogal ve etkili oldugu
diisiincesiyle bir¢ok diinya iilkesinde fitoterapi kaynakl tedaviler arastirilmakta ve olumlu

etkilerinden dolay1 tercih edilmektedir.

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik rastlanan kanser ¢esididir, kanser sebepli
Oliimler arasinda da ikinci siradadir. Meme kanseri hastaligy, tilkelerin genelinde en sik tanm

konan kanser tiiriidiir ve 110 iilkede kanser dliimlerinde ilk sirada yer almaktadir. Ulkemize
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baktigimizda ise tipki diinya ¢apinda oldugu gibi en sik rastlanan kanser ¢esidi meme
kanseridir. Bu kanser ¢esidi, ¢ok az da olsa erkeklerde de goriilmektedir, kadinlarda her 100

ila 200 yeni meme kanseri vakasina karsilik erkeklerde bu say1 sadece birdir.

Bu c¢alismada, siirlinlicii horoz ibiginden elde edilen bitki ekstraktinin antioksidan ve
antikolinerjik ozellikleri ayrica MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik etkileri
incelenmistir. Bitkinin antioksidan Ozelliklerini arastirmak amaciyla Kuprak testi
uygulanmustir, antikolinerjik etkilerini arastirmak amaciyla kolinesterazlar (AChE ve BChE)
kullanilip standart inhibitér Takrin ile karsilastirilmistir. Bitkinin sitotoksik etkilerini
incelemek amaciyla WST-1 testi, genotoksik etkilerini incelemek amaciyla ise Komet testi

uygulanmistir.

Bitkinin antioksidan Ozelliklerini arastirmak amaciyla yapilan Kuprak testinde Olgiilen
absorbans degerleri incelendiginde Amaranthus blitoides bitki 6ziitliniin bakir iyonlarimni
indirgeme kapasitesinin konsantrasyona bagli olarak dogru orantili bir sekilde yiikseldigi
saptanmigtir. Elde edilen sonuglara gore ekstraktin ve standart antioksidanlardan bazilarinin
kuprik iyonlarin1 (Cu®") indirgeme aktivitelerinin siralanis1 Butillendirilmis hidroksianisol
(BHA) > Butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) > a-Tokoferol > Troloks > Amaranthus
blitoides seklindedir.

Bitkinin antikolinerjik etkilerini arastirmak amaciyla yapilan kolinesterazlarin Takrin ile
karsilastirilmasinda Amaranthus blitoides’'in AChE ve BChE enzimlerinin klasik inhibit6rii
Takrin ile kars1 inhibisyon etkisi karsilastiritlmis ve her iki enzime gore de daha yiiksek

etkinlik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Sitotoksik etkilerini aragtirmak i¢in yapilan WST-1 testinden elde edilen sonuglara gore 1
ve 5 ppm’lik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin ¢ok az da olsa arttig1 (1 ppm: %104,4;
Sppm: %102,64), daha sonraki konsantrasyonlarda ise konsantrasyonun artmasina bagl
olarak yilizde canliligmin giderek azaldigi goriilmiistir. Amaranthus blitoides’e ait ICso

degeri ise 63,73 pg/mL olarak hesaplanmustir.

Genotoksik etkilerini aragtirmak i¢in yapilan Komet testindeki goriintiilerde ekstrakt
konsantrasyonunun arttikca MCF-7 hiicrelerindeki DNA hasarinin da dogru orantili sekilde
arttig1 gozlemlenmistir ve bitkinin yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik bir etki gosterdigi

sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTIOXIDANT, ANTICHOLINERGIC, ANTI-
CANCER AND GENOTOXIC EFFECTS OF THE CREEPING COCK'S COMB
(Amaranthus blitoides) PLANT FRUIT EXTRACT

Cihan KARAMAZAK

Bartin University
Graduate School

Department of Biology

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevgi UNAL KARAKUS
Bartin-2023, pp: 63

Creeper amaranth (Amaranthus blitoides) is an annual plant belonging to the Amaranthaceae
family. It is an invasive species that can grow in sandy-loam and clay soils in Marmara,
Western and Central Black Sea, Central Anatolia, Eastern Anatolia and Aegean Regions in
our country. Around the world, it is believed to be a native species of the Central and Eastern

United States but has naturalized in nearly all temperate regions.

Cancer, which causes the death of many people in our country and in the world, is a disease
whose treatment has not been fully developed and current treatment methods result in
negative side effects. Many herbal methods are used in complementary and alternative
medicine in cancer treatment and elimination of its negative side effects, and researchers
continue their studies in this field. With the thought that plant-based treatments are natural
and effective, phytotherapy-based treatments are being researched in many world countries

and are preferred because of their positive effects.
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Breast cancer is the most common type of cancer in women worldwide and is the second
leading cause of cancer-related death. Breast cancer is the most frequently diagnosed type
of cancer in all countries and ranks first in cancer deaths in 110 countries. When we look at
our country, the most common type of cancer is breast cancer, just as it is around the world.
This type of cancer is also seen in men, although very rarely, for every 100 to 200 new cases

of breast cancer in women, this number is only one in men.

In this study, the antioxidant and anticholinergic properties of the plant extract obtained from
the creeping rooster ibik, as well as the cytotoxic and genotoxic effects of the MCF-7 cell
line were investigated. In order to investigate the antioxidant properties of the plant, the
Cuprac test was applied, cholinesterases (AChE and BChE) were used to investigate their
anticholinergic effects and compared with the standard inhibitor Tacrin. In order to study the
cytotoxic effects of the plant, the WST-1 test was applied, and the Comet test was applied
to study the genotoxic effects of the plant.

Those who can contain the right ones with the ability of reducing copper ions of the
Amaranthus blitoides extract, which uses the absorbance values that measure in the Kuprak
test, which is carried out to investigate the antioxidant properties of the plant. According to
the results obtained, the order of the cupric ions (Cu?*) reduction services of the extract and
some of the standard antioxidants is Butylated hydroxyanisole (BHA) > Butylated

hydroxytoluene (BHT) > a-Tocopherol > Trolox > Amaranthus blitoides.

When the inhibition effect of Amaranthus blitoides against Tacrin, which is the standard
inhibitor of AChE and BChE enzyme, was examined in comparison of cholinesterases made
to investigate the anticholinergic effects of the plant, it was observed that Amaranthus

blitoides has higher activity than the two enzymes.

According to the results obtained from the WST-1 test conducted to investigate its cytotoxic
effects, cell viability increases slightly at 1 and 5 ppm concentrations (1 ppm: 104,45 %,
5ppm: 102,65%) and at later concentrations, depending on the increase in concentration. It
was observed that the percent vitality gradually decreased. The 1Cso value of Amaranthus

blitoides was calculated as 63,73 pg/mL.



In the Comet test performed to investigate its genotoxic effects, it was observed that as the
extract concentration increased, DNA damage in MCF-7 cells increased in direct proportion,

and it was observed that the plant showed genotoxic effects at high concentrations.

Keywords: Amaranthus blitoides, Anticholinergic, Antioxidant, Cytotoxicity,
Genotoxicity, MCF-7, Phytotherapy.

Science Field Code: 20325
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1. GIRIS

Bitkiler bir¢ok fitokimyasal madde igermektedir ve bazilar1 da modern ilaglarin ham
maddesini olusturmaktadir. Dogada on binlerce bitki vardir ve bu bitkilerin her biri onlarca
bilesik icermektedir. Bu baglamda filozof ve ayn1 zamanda doktor olarak bilinen ibn-i Sina:
“Sifasiz hastalik yoktur irade eksikliginden bagska, degersiz bitki yoktur taninmamasindan

baska” diyerek bitkilerdeki bu potansiyele dikkat ¢ekmistir.

Gilinlimiizde hastaliklarin 6nlenmesi ve terapotik amaglarla dogal iiriinler ve tibbi bitkilerin
kullanilmas: gittikge artmaktadir. Bitkisel tirtinler kolaylikla erisilebilmekte ve maddi olarak
ucuz olmaktadir bunlara ek olarak dogadan gelen zararsizdir diye diisiiniilmesi bu dogal
tirtinlerin ve bitkilerin kullanim miktarlarindaki artigin en 6nemli nedenlerindendir. Yapilan
arastirmalara gore bitkisel ¢ay ve ekstraktlar tibbi amacl olarak siklikla kullanilmaktadir.
“Tamamlayict ve Alternatif Tip” (TAT) terimi tedavide daha farkli uygulamalari ve
dogal/bitkisel iirlinleri kullanmay1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. TAT uygulamalar
diinyada bir¢ok iilkede artig gostermektedir ve iilkemizde de 6zellikle kanser gibi belirli
hastaliklarda ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bazi bitkisel tirtinlerin deney hayvanlarindaki
tiimdrlii hiicreler tizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve kansere kars1 kullanilabilecegi iddia
edilmistir. Polifenollerin tiimorlii hiicrelerle muamele edildiklerinde kanserli hiicreler
tizerinde sitotoksik etkilerinin goriildiigii dolayisiyla da bu bilesiklerin kanser tedavisinde

kullanilabilecegi dne siiriilmiistiir (Ozkan vd., 2018).

Siirtiniicii horoz ibigi, Amaranthaceae familyasina ait tek yillik bir bitkidir. Boyu genellikle
20-80 cm kadardir ancak 1 metreye kadar da biiyiiyebilir. Govdesi yatik olan bu bitki
genellikle kirmizi renkli olup ¢ok dallanir, yapraklar tiiysiizdiir. Ulkemizde Marmara, Bati
ve Orta Karadeniz, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Ege Bolgeleri’nde kumlu-tinli ve killi
topraklarda yetigebilen istilaci bir tiirdiir (URL-1, 2020). Diinyada ise Orta ve Dogu Amerika
Birlesik Devletleri’nin yerli bir tiirli olduguna inanilmaktadir ancak neredeyse tiim 1liman

bolgelerde dogallagsmustir (Everitt vd., 2007).

Amaranthus blitoides tohumlar1 bazi yerli Amerikan halki tarafindan bir besin kaynagi
olarak kullanilmistir (URL-2, 2020). Zuni halki baslangicta tohumlarini ¢ig olarak yemistir

ancak daha sonra tohumlarini &giiterek un haline getirip yemislerdir (Coxe, 1915).



Ulkemizde ise dzellikle Bati Karadeniz Bélgesi’nde ydresel olarak “Dari Mancar1” olarak

bilinen Amaranthus blitoides yemek olarak tiiketilmektedir.

Oksidasyonun engellenmesine veyahut gecikmesine neden olan bilesen grubuna ¢ogunlukla
antioksidan adi verilmektedir (Berger, 2005). Oksidatif stres, oksidanin iiretiminin ve
yikimmin dengesizligi sonucu meydana gelmektedir. Antioksidan adi verilen maddeler,
viicutta yapisal ve fonksiyonel olarak bulunan molekiillerin (protein, lipit, karbonhidrat ve
DNA vs.) zarar gérmesini engelleyen, diisiik konsantrasyonlarda dahi oksidan adi verilen
substratlara kars1 etkisini gosteren maddelerdir (Vinson, 2006). Antioksidanlar, radikallerle
¢ok hizli olarak reaksiyona girerler ve otooksidasyonun ilerlemesine engel olurlar (Diindar
vd., 1999). Antioksidanlarin gérev ve islevlerine ornek olarak SR’lerin fazla miktarin
etkisizlestirmesi, SR’lerin verdigi toksik etkilere karsi hiicreleri korumasi ve hastaliklari

onlemeye yardimci olmasi sayilabilir (Pham-Huy vd., 2008).

Toksikoloji; zehir bilimi anlamina gelmektedir, zehir ise canli organizmaya zarar veren
herhangi bir maddedir. Uygun sekilde ve yeterli miktarda alinmayan her madde organizmada
zehirli bir etki yaratir. Bu etki, herhangi bir yap1 degisikligine yol agabilmekte veyahut
biyokimyasal nedenli bir doku bozukluguna da yol agabilmektedir (Saygi, 2003).
Sitotoksisite ise, bir maddenin hiicreler i¢in ne kadar toksik oldugunu veyahut olabilecegini
tanimlar. Bagka bir ifadeyle canli hiicreler lizerindeki toksik etki oranidir. Sitotoksik
maddelere maruz kalma sonucunda kalic1 hiicre hasar1 ve hatta hiicre 6liimii meydana
gelebilir. Sitotoksik olarak ifade edilebilecek maddeler bazi kimyasallar1 ve hatta bazen de

diger hiicre tiplerini i¢erebilmektedir (URL-3, 2023).

Genotoksisite; bir hiicrenin ¢ekirdeginde, kromozom ve DNA’nin yapisinda olusan
hasarlardir. Bu hasarlara; DNA kiriklari, DNA eklentileri, gen mutasyonlari, Klastojenite,
kromozom anormallikleri ve andploidi vb. 6rnek olarak gosterilebilir. Genotoksik etki ise;
DNA ve/veya genomun bir kopyasinin olusturulmasina yardimci olan enzimlerle etkilesim
haline girerek mutasyona sebebiyet veren genotoksik maddelerin DNA’da bir hasar
meydana getirmesi veyahut bazi degisimlere sebep olmasi olarak tanimlanabilir
(Mortelmans, 2004; Zeiger, 2004; Sekeroglu vd., 2011).

Bu ¢alismada Amaranthus blitoides (Siiriiniicii Horoz ibigi)’in ekstraktinin Kuprak yontemi

ile antioksidan, kolinesterazlar Takrin ile karsilastirilarak antikolinerjik etkileri ayriyeten



MCF-7 kanserli hiicre hattinda, WST-1 testi ile sitotoksik, Komet testi ile genotoksik

etkilerinin incelenmesi ve bulgularin degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Amaranthus blitoides Bitkisinin Genel Ozellikleri
2.1.1. Amaranthaceae Familyasi

Tiirkge karsiligi olarak 1spanakgiller olarak bilinen Amaranthaceae familyasi, 160 cinse ve
2400 tiire sahiptir. Bu tiirlerin ¢ogu ot ve calidan ibaret olmakla birlikte ¢ok az1 aga¢ ya da
sarmagiktir. Diinyanin hemen hemen her bolgesinde bulunan bu familyaya, baslica subtropik
ve tropik bolgelerde rastlanilir ama genelde pek cok tiiriine daha serin ya da iliman
bolgelerde de rastlanilmaktadir. Amatanthaceae familyasti APG II sisteminde
Caryophyllales takimina yerlestirilmistir, daha 6nceden Chenopodiaceae i¢inde yer alan
bitkileri de kapsamaktadir (URL-4, 2022).

Amaranthaceae familyasinda yapraklar basittir, genellikle karsilikli olmakla birlikte bazen
de birbirine zittir. Stipiile sahip degillerdir, sekilleri; diiz ya da yuvarlaktir, disli kenar
bosluklar1 olanlar da mevcuttur bu nedenle son derece degiskenlik gosterir. Yapraklar bazi
tiirlerde ise ¢ok kiiciik pullar seklindedir. Genel olarak bazal veya terminal kiimelenmeler

goriilmez (URL-5, 2022).

Cicekler tek basina bulunabildigi gibi salkim, bagak veyahut bilesik salkim gibi toplu halde
de bulunabilir. Genellikle ¢ift eseyli ve aktinomorfiktirler, birkag tiire ait ¢igekler ise tek
evciklidir. Brahtede 4 ila 5 tane petal bulunur ve genelde kaynasmis haldedir. 1 ila 5 arasi
stamene sahiptirler, alt durumlu ovaryumun 3 ila 5 birlesik halde bulunan c¢anak yapragi
vardir. Bu familyanin meyveleri aken, nus veya kapsiil seklinde olmakla birlikte az da olsa

agregat meyve seklinde olabilir (URL-4, 2022).

2.1.2. Amaranthus blitoides (Siiriiniicii Horoz Ibigi)

Siiriiniicii Horoz Ibigi, Amaranthaceae familyasina ait tek yillik bir bitkidir. Boyu genellikle
20-80 cm kadardir ancak 1 metreye kadar da biiyiiyebilir. Govdesi yatik olan bu bitki
genellikle kirmiz1 renkli olup ¢ok dallanir, yapraklar titysiizdiir (Sekil 2.1). Ulkemizde
Marmara, Bat1 ve Orta Karadeniz, I¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve Ege Bolgeleri'nde kumlu-

tinli ve killi topraklarda yetisebilen istilact bir tiirdiir (URL-1, 2020). Diinyada ise Orta ve



Dogu Amerika Birlesik Devletleri’nin yerli bir tiirii olduguna inanilmaktadir ancak

neredeyse tiim 1liman bolgelerde dogallasmistir (Everitt vd., 2007).

Sekil 2.1: Amaranthus blitoides

Amaranthus blitoides tohumlar1 bazi yerli Amerikan halki tarafindan bir besin kaynagi
olarak kullanilmigtir (URL-2, 2020). Zuni halki baslangigta tohumlarini ¢ig olarak yemistir
ancak daha sonra tohumlarini &giiterek un haline getirip yemislerdir (Coxe, 1915).
Amaranthus blitoides, Amaranthaceae familyasinin yenilebilir bir bitkisidir. Yiizyillardir
hem insanlar hem de hayvanlar tarafindan 6nemli yan etkileri olmadan besin olarak
kullanilmistir. Avrupa’dan Almanya, Italya, Fransa, Hirvatistan, Sirbistan, Karadag gibi
bir¢ok iilkede popiiler bir besindir ayrica Amerika’da da saglikli ve organik gida
magazalarinda ¢esitli sekillerde yaygin olarak bulunur. Genellikle tohumlari un haline
getirilir ve bu unlar ekmek, makarna ve diger unlu mamuller yapmak i¢in kullanilir.
Siiriiniicii horoz ibiginde gluten bulunmaz (Audino ve Ridge, 2016). Ulkemizde ise 6zellikle
Bati Karadeniz Bolgesi’nde yoresel olarak “Dari Mancar1” olarak bilinen Amaranthus
blitoides yemek olarak tiiketilmektedir.

Amaranthus blitoides, tek evciklidir ve ayr1 ayr1 erkek ve disi ¢igeklere sahiptir (Sekil 2.2).
Erkek ¢igeklerde 4 ila 5 tane sepal, 3 tane stamen bulunur ve tag yapraklar bulunmaz. Disi

cigeklerde ise 4 ila 5 tane sepal, 3 stilde bir yumurtalik bulunur ve bunlarda da tag yaprak



bulunmaz. Hem erkek hem de disi ¢igeklerin canak yapraklar1 dikdortgen mizrak
seklindedir. Genellikle giinesli bolgelerde ve nemli topraklarda yetisirler. Yazlik bitkilerdir
ve riizgar yardimiyla tozlasirlar. Cicekler {i¢ tane stigmaya sahiptir, her ¢icek bir kapsiil
olusturur ve olusan her kapsiil bir tohum birakir. Tohumlar, yuvarlak, yass1 diskler seklinde,
parlak koyu kahverengiden siyaha doniik, yaklasik 1,1 ila 1,7 mm g¢apindadir (Sekil 2.3)
(Audino ve Ridge, 2016).

Sekil 2.2: Amaranthus blitoides 'in disi ve erkek c¢icekleri, F: disi; M: erkek (Mahklouf vd.,
2016)

Sekil 2.3: Amaranthus blitoides 'in tohum goériinimii (Mahklouf vd., 2016)

Stiriiniicii horoz ibiginin; yapilan ¢alismalarda yiizde agirlik bazina gore siitten daha fazla
protein igerdigi, bugdaydan ii¢ kat daha yiiksek lif ve bes kat daha yiiksek demir icerdigi,
yiiksek seviyelerde A ve C vitaminleri, potasyum, kalsiyum ve fosfor icerdigi elde edilmistir.

Ayrica tohumlarinin diger tahillarda bulunmayan oldukga yiiksek seviyede lizin icerdigi de



elde edilen sonuglar arasindadir. Ek olarak bu bitki karoten, nisasta, proteinler, yaglar, seker,
seliiloz, flavonoidler, tanenler, betanin, saponinler, glikoproteinler, 3-sitosterol, TRF, demir,
mangan, bakir, kobalt, sodyum, potasyum, ¢inko, kamesterol, stigmasterol gibi bir¢ok makro
ve mikro besin icermektedir. Bu makro ve mikro besinler sayesinde analjezik,
antiphologistik ve spazmolitik zellikleri ile uzun zamandir bilinen bir bitkidir. Ornek
olarak; flanoidler serbest radikalleri baglar ve anti-inflamatuvar, antimikrobiyal ve antiviral
etki gostermektedir. Saponinler, anti-inflamatuvar 6zellik gostermektedir. Bitkide bulunan
proteinler ve glikoproteinler ise antimikrobiyal ve 6dem onleyici etkilerinin oldugu yapilan
calismalar neticesinde bulunmustur. § -sitosterol, prostaglandin metabolizmasina etki ederek
anti-inflamatuvar 6zellik gosteren bir fitosteroldiir ve anti-benign prostat hiperplazisi
aktivitesine sahip oldugu da yapilan ¢aligmalarin sonuglari arasindadir. Son olarak ise
iceriginde bulunan kamesterol ve stigmasteroliin kandaki kolesterol seviyelerini diisiirdiigii
ve periferik arter ve koroner arter gibi kalp rahatsizliklarindan muzdarip olanlara az da olsa

iyi geldigi yapilan ¢aligmalar sonucu bildirilmistir (Audino ve Ridge, 2016).

2.1.2.1. Amarathus blitoides’in Bilimsel Siniflandirmasi
Amarathus blitoides’in bilimsel siniflandirmasi asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Amaranthus blitoides bitkisinin bilimsel siniflandirmasi (URL-6, 2023)

Bilimsel Simiflandirma
Alem Plantae / Bitkiler
Sube Tracheophyta / Damarli Bitkiler
Sinif Magnoliopsida / Cift Cenekliler
Takim Caryophyllales / Cigekli Bitkiler
Aile Amaranthaceae / Ispanakgiller
Cins Amaranthus L.
Tiir Amaranthus blitoides

2.2. Kanser ve Tarihi

Viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz olarak cogalip viicudun diger kisimlaria yayildig

hastaliga kanser ad1 verilmektedir. Kanser, bir¢ok hiicreden meydana gelen insan viicudunda



rastgele bir bolgede baslayabilmektedir. Normal kosullarda insan hiicreleri, viicudun
ihtiyacina gore yeni hiicreleri olusturmak (hiicre bdliinmesi adi verilen siireg) amaciyla
olusur ve ¢ogalir. Hiicreler yaslandiklarinda ya da hasara ugradiklarinda Oliirler ve 6len
hiicrelerin yerine yenileri gelmektedir. Bu yenilenme siirecinde bazen anormal veyahut
hasara maruz kalmis hiicreler olusur ve ¢ogalirlar; bu hiicreler de bir araya gelerek timorleri
olusturabilmektedir (Sekil 2.4). Olusan bu tiimorler, kanserli (malign: koti huylu) ya da
kanserli degildir (benign: iyi huylu) (URL-7, 2019).

Kanserli tiimorler yakin dokulara yayilirlar ayrica viicudun diger uzak bolgelerine yayilip
metastaz adi verilen bir siirecle olusturabilirler. Iyi huylu tiimérler yakin dokulara
yayilmazlar ve cerrahi islem tiimorler ile alindiklarinda tekrar olusmazlar fakat kotii huylu
tiimdrler bazen tekrar olusabilmektedir. Ancak iyi huylu tiimdrler bazen oldukca biiytirler
ve bu asir1 bilyiime sonucu yasami tehdit eden semptomlara neden olabilirler. Ornegin iyi
huylu beyin tiimoérleri asir biiyiidiiklerinde insan yasamini ciddi bir sekilde tehdit ederler
(URL-7, 2019).
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Sekil 2.4: Tiimorli bir hiicre (URL-7)

Kanser, insanlar ve hayvanlar i¢in tarih boyunca kayit altina alinmistir. Bu nedenle tarihin
baslangicindan itibaren insanlarin kanser hakkinda yazmis olmalarina sasirmamak gerekir.
En eski kanser kanitlarina bakildiginda ise eski Misir’daki mumyalara, fosillesmis haldeki

kemik tlimorlerine ve eski el yazmalarina rastlanilmaktadir. Mumyalarda osteosarkom



adinda bir kemik kanserini akla getiren bir biiylimenin oldugu goriilmiistiir. Bas ve boyun
kanserlerinde goriilen bir kemik kafatas1 yikimi da bulunmustur. En eski kanser tarifi, MO
3000’1 yillarda Misir’da kesfedilmistir ancak bu tarifte kanser kelimesi kullanilmamastir.
Bu tarife Edwin Smith Papirus denilen travma cerrahisi tizerine yazilmis eski bir Misir ders
kitabinin bir kopyasinda rastlanilmigtir. Kitapta memeden koterizasyon yolu ile ¢ikarilan
sekiz adet tiimor vakasi anlatilmaktadir ve hastalik hakkinda “tedavisi yok” denilmektedir
(URL-7, 2022).

Kanser kelimesinin temeli, “7Tibbin Babasi olarak adlandirilan ve kabul goriilen Yunan
hekim Hipokrat’a dayandirilmaktadir. Hipokrat’in, {ilser olusturmayan ya da iilser olusturan
timdrleri adlandirmak i¢in karsinoz ve karsimo terimlerini kullandigi goriilmektedir.
Yunanca’da bu kelimelerin anlam1 yenge¢ demektir. Biiyiik olasilikla kanserden dolay1
parmak benzeri yayilmalar yengece benzetildigi icin hastalik adi olarak kullanilmistir.
Romalr hekim Celsus (MO 25- MO 50) daha sonra Yunanca anlam1 yengeg olan bu terimi,
Latince olarak cancer (kanser) kelimesine ¢evirmistir. Daha sonra ise Yunan hekim Galen
tiimorleri tanimlamak i¢in Yunanca oncos (sislik) terimini kullanmistir. Giiniimiizde bu
terimlere baktigimizda Hipokrat ve Celsus’un yenge¢ benzetmelerinin kotii huylu tiimorlerin
tanimlanmasinda hala kullanildigini, Galen’in teriminin ise kanser uzmanlari: onkologlar

tarafindan kullanildigint gérmekteyiz (URL-8, 2022).

Kanser, popiilasyonlarda 6liim sebeplerinden en tehlikeli saglik problemlerinden biridir
(URL-8, 2022). Belirlenmis risk faktorleri 1k, yas, cinsiyet, genetik, viicut kitle indeksi,
ailede kanser Oykiisii, tiitiin kullanim oykiisii, fiziksel aktivite eksikligidir. Ancak yine de
bunlarin birgogunun nedensel etkisi belirsizligini korumaktadir. Risk faktorlerinin
tanmimlanmasi, ¢ogunlukla bireysel risk faktorlerinin etkisi, doktorlara diisiik risk, orta risk
ve yiiksek risk kategorilerine ayirma konusunda rehberlik edecek ve Onleyici stratejiler
ortaya ¢ikaracaktir. Hastalar genel olarak onerilere uymakta giicliik cekerler ve bir¢ok kisi,
ozellikle kentlesmeden dolay1 obezdir, sigara i¢cmektedir ve fiziksel aktivite eksikligi
yasamaktadir. Onleyici stratejiler biiyiik 6lciide yasam tarzina odaklanmaktadir ve ilaglar,
vitaminler veya diger gida bilesenleriyle yapilan takviye calismalar1 yeni baslayan kanseri

azaltma konusunda sonugsuz kalmaktadir (Wouter vd., 2019).

Timorlerin - siniflandirilmasi, konumlandiklar1 ya da orijin aldiklar1 dokuya gore

yapilmaktadir. Kokeni meme, deri, iirogenital dokular gibi epitel hiicreler olan tiimorler



karsinom; kemik, kikirdak ve kas gibi mezoderm hiicreler sarkom; salgi dokular1 olanlar ise
adenokarsinom olarak adlandirilmaktadir. Lokosit ve lenfositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasi

sonucunda ise 16semi ve lenfoma olusmaktadir (Dilsiz, 2009).

Kanser tiirlerinin ¢ogu, hiicredeki diizenleyici yollar1 ve DNA uygunlugunu etkilemektedir.
Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda, kanser hiicrelerinin ve tiimor kiitlesinin neden oldugu
molekiiler bozukluklarin diizeltilmesine odaklanilmistir. 2020’de diinya genelinde 19,3
milyona yakin yeni kanser teshisi konulmustur, kanser teshisi konan hastalarda yaklasik
olarak 10 milyon vaka dliimle sonuglanmistir. Yine ayni yilda yaklasik olarak tahmin edilen
2,3 milyona yakin yeni vaka (tiim yeni teshislerin %11,7’sini olusturmaktadir) ile kadinlarda
goriilen meme kanseri, 6nceki yillarda yeni teshis konulan kanser tiirlerinde ilk sirada yer
alan akciger kanserinin (%11,4), Oniine ge¢mistir. Daha sonraki siralama ise %10 ile
kolorektal, %7,3 ile prostat ve %5,6’lik oranla mide kanserleri seklindedir (Sekil 2.5).
Akciger kanseri, kanser 6liimlerinin baslica nedenidir ve toplam kanser 6liimlerinin %181
bu kanser tiirlinden kaynaklidir, daha sonra akciger kanserini %9.,4 ile kolorektal, %8,3 ile
karaciger, %7,7 ile mide ve %6,9’luk bir oranla kadin meme kanserleri izlemektedir (Sekil
2.6). Erkek bireylerde en fazla goriilen kanser tiirii akciger kanseri olup kansere bagl
oliimlerde ilk siradadir. insidans siralamasinda akciger kanserinden sonra ise prostat ve
kolorektal kanseri gelmekte olup, mortalite siralamasinda ise akciger kanserini karaciger ve
kolorektal kanseri takip etmektedir. Kadin bireylerde ise en fazla goriilen kanser ¢esidi
meme kanseridir ve kansere baglh 6liimlerde ilk sirada yer almaktadir. Kadin bireylerdeki
kanser insidans siralamast meme kanseri, kolorektal ve akciger kanseridir, mortalite
siralamasi ise meme, akciger ve kolorektal kanseri seklindedir. Rahim agzi kanserinin ise
insidans ve mortalite olarak dordiincii sirada oldugu goriilmektedir. En fazla teshis konan
kanser vakalar1 ve bu vakalara bagli oliimlerin en temel nedenleri arasinda ekonomik
gelisme dereceleri ve sosyal yasam tarzlarina bagli olarak iilkeler arasina biiytik farkliliklar

gozlenmektedir (Sung vd., 2021).
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Meme
2261 419 (11.7%)

Akciger
2206 771 (11.4%)
Diger Kanserler

B 275 743 (42.9%) Kolorektum
_ 1931 580 (10%)
Prostat
1414 259 (7.3%)
Yutak Mide
604 100 (3.1%) 1 089 103 (5.6%)
Serviks Uteri Karaciger
BO4 127 (3.1%) 805 677 (4.7%)

Toplam: 19 292789 vaka

Sekil 2.5: Diinya genelinde 2020 yilinda kadin ve erkek bireylerde yeni kanser vakalarinin
yiizdeleri. Kaynak: GLOBOCAN 2020 (Sung vd., 2021)

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 557 464 (35.7%)
Kolorektum
935 173 (9.4%)
Prostat Karaciger
375304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pankreas Mide
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Yutak Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Toplam: 9 958 133 6lum

Sekil 2.6: Diinya genelinde 2020 yilinda kadin ve erkek bireylerde yeni kanser 6liimlerinin
yiizdeleri. Kaynak: GLOBOCAN 2020 (Sung vd., 2021)
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Kanser hastaligi, diinyada ve iilkemizde goriilen 6liim sebepleri arasinda ikinci sirada
bulunmaktadir. Diinya capinda yaklasik olarak goriilen her alti 6liim vakasindan biri,
iilkemizde ise her bes 6liim vakasindan biri kanser hastalig1 sebebiyledir (URL-9; URL-10,
2022). Kansere bagl oliimlerin yaklasik olarak tigte biri tiitiin ve alkol kullanimi, yetersiz
fiziksel aktivite, yliksek beden-kiitle endeksi (obezite), meyve ve sebzeyi az tiiketme gibi
risk faktorlerinden kaynaklanmakta olup bu risk faktorlerinden kanser i¢in en 6nemlisi ve
kanser oltimlerinin yaklasik olarak %22’sinden sorumlu olan tiitiin kullanimidir (URL-9,

2022).

Kanserin insidans hizlarina ve profillerine deginecek olursak, gelismis iilkeler ile az gelismis
iilkeleri kiyasladigimizda degisiklik gosterebilir. Ornegin, Orta ve Dogu Avrupa’da erkek
bireylerde en ¢ok akciger kanseri ve prostat kanseri goriiliirken, kadin bireylerde ise meme
kanseri ve kolorektal kanseri goriilmektedir; ABD’de erkek bireylerde en fazla prostat ve
akciger kanseri, kadinlarda ise en ¢cok meme kanseri ve akciger kanseri goriilmektedir. Bati
Asya iilkelerinde ise erkek bireylerde siralama akciger, prostat ve kolorektal kanseri iken,
kadin bireylerde meme kanseri ve kolorektal kanseri en ¢ok goriilmektedir. Ulkemize
bakacak olursak erkeklerde en fazla akciger, prostat ve kolorektal kanseri goriiliirken (Sekil
2.7), kadinlarda ise daha ¢gok meme kanseri, tiroit ve kolorektal kanseri goriilmektedir (Jemal

vd., 2006; URL-10, 2022) (Sekil 2.8).

ERKEK

frakea BrongAkcifer I 1.7
Prostat aaaaaassssssssssssss 134
Kolorektal mea———— 0.3
Mesane I 77
Mide e S
Bibrek mesm 29 m%
Non-Hodgkin lenfoma s 2 8
Tiroid o 37
Pankreas s 73
Larinks meam 77

0 5 10 15 20 25

Sekil 2.7: Ulkemizde erkek bireylerde en ¢ok gériilen bazi kanserlerin yiizde dagilimlari
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2017)
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KADIN

Meme I 7 5.5
Tiroid I 11.9
Kolorektal - s 1
Trakea,Brons Akciger M .0
Uterus Korpusy I 5 6
Mide e 36 m%
Over 33
MNon-Hodgkin lenfoma 2.5
Uterus Serviksi B 7 3
Pankreas Wl 7.1

Sekil 2.8: Ulkemizde kadin bireylerde en ¢ok goriilen bazi kanserlerin yiizde dagilimlari

(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2017)
2.3. Kanser Hastaliginda Fitoterapi

Gliniimiizde hastaliklarin 6nlenmesi ve terapotik amaglarla dogal iiriinler ve tibbi bitkilerin
kullanilmas: gittikge artmaktadir. Bitkisel tirtinler kolaylikla erisilebilmekte ve maddi olarak
ucuz olmaktadir bunlara ek olarak dogadan gelen zararsizdir diye diisiiniilmesi bu dogal
tirtinlerin ve bitkilerin kullanim miktarlarindaki artisin en 6nemli nedenlerindendir. Yapilan
arastirmalara gore bitkisel cay ve ekstraktlar tibbi amagh olarak siklikla kullanilmaktadir.
“Tamamlayict ve Alternatif Tip” (TAT) terimi tedavide daha farkli uygulamalar ve
dogal/bitkisel iiriinleri kullanmay1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. TAT uygulamalar
diinyada bir¢ok iilkede artis gdstermektedir ve iilkemizde de ozellikle kanser gibi belirli
hastaliklarda ¢esitli ¢calismalar yapilmaktadir. Bazi bitkisel {irtinlerin deney hayvanlarindaki
timorli hiicreler tizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve kansere karsi kullanilabilecegi iddia
edilmistir. Polifenollerin tiimorlii hiicrelerle muamele edildiklerinde kanserli hiicreler
tizerinde sitotoksik etkilerinin goriildiigii dolayisiyla da bu bilesiklerin kanser tedavisinde

kullanilabilecegi dne siiriilmiistiir (Ozkan vd., 2018).
Fitoterapi, tiimoriin semptomatik tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir bu nedenle
arastirmacilarin, arastirmalarini  bitki kdkenli antikanserojenik alanda yapmaya sevk

etmistir (Pandey vd., 2017).
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Fitoterapide kullanilan bitkilerin, kanserde maligniteye karst savunmada etkili olan
detoksifikasyonun arttiritlmasinda, bazi hormonlarin, enzimlerin olumsuz etkilerinin,
kemoterapinin ve/veya radyoterapinin olumsuz etkilerinin ve komplikasyonlarin
azaltilmasinda, ayrica viicudun bagisiklik fonksiyonunu iyilestiren hiicrelerin biyolojik

etkilerinde etkili oldugu goriilmektedir (Lopes, Dourado ve Oliveira 2017).

Fitoterapotik iirlinlerin kullanim nedenleri arasinda, hastaligin semptomlarin1 ortadan

kaldirmak ve hastaligi 6nlemek gibi yaklasimlar s6z konusudur.
2.4. Meme Kanseri

Meme kanseri hastaligi, genellikle lobiil ile terminal duktusun (siit aktaran kanal sistemi)
birlesme yerinde bulunan epitelden koken alarak olusan bir adenokanser tiiriidiir. Meme
kanserinin bir gesidi olan invaziv duktal kanser olusana kadar ilk olarak duktus epiteli, daha
sonra atipik duktal hiperplazi ve son olarak duktal karsinoma insitu gibi evrelerden gecer.
Bu déniisiim onlarca yilda gergeklesir. Ik zamanlarda duktus igerisinde sinirli halde bulunan
kanser hiicreleri, daha sonra kendi bazal membranlarindan ilerleyerek bag dokunun igerisine
girmektedirler. Bu siiregte kanserli hiicreler, lenfoidlerle ve kan damarlari ile karsilagarak
metastaz yapabilecek yetenege sahip olurlar (baska doku ve organlara yayilirlar). Bir gram
meme kanserli dokunun olugabilmesi i¢in gereken siirenin sekiz y1l oldugu yapilan tahminler
arasindadir, fakat bu durum her tiimoér i¢in gecerli degildir. Tiimdrden bazilar1 ¢ok daha
kiiclikken metastaz yapabilme 6zelliginde iken bazilarinin ise metastaz yapabilmesi i¢in 3-4
cm capa ulasmalar1 gerekmektedir. Bu durum meme kanserinin tek bir hastaligin yani sira
bir hastalik toplulugu olmasina neden olmaktadir. Eger meme kanseri tedavi edilmezse,
biyolojik 6zelligine gére uzak organlara dogru metastaz yaparak oliimle sonuc¢lanmaktadir.
Klinik tan1 konulduktan sonra ortalama yasam siiresi bes yildir ve dliimler genelde organ
metastazlarindan kaynaklanir. Kemik metastazlarinda yasam siiresi daha uzun oldugu halde
akciger, karaciger, beyin gibi organlara dogru metastaz goriildiigline yasam siiresi ¢cok daha
kisadir hatta aylar1 gegmez. Ayrica uzak organlara dogru metastaz goriildiigiinde giintimiizde

kesin bir tedavisi yapilamamaktadir (Aydintug, 2004).

Meme kanseri, yiiksek mortalite ve morbidite orani nedeniyle kadinlar arasinda 6nde gelen
bir saglik sorunudur. Metastatik meme kanserinde bes yillik sagkalim orani, adjuvan

kemoterapiyle bile %30'un altindadir (Riggio vd., 2021).
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2020 yilinda diinya c¢apinda yeni tan1 konulan meme kanseri vakalar1 yaklasik olarak 2,3
milyon ve kadinlar arasinda goriilen yaklasik olarak kanser vakalarinin dortte birini
olusturmaktadir. Meme kanseri hastaligi, iilkelerin genelinde en sik tani konan kanser
tiurtidiir ve 110 tilkede kanser Oliimlerinde ilk sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021).
Ulkemize baktigimizda ise tipki diinya capinda oldugu gibi en sik rastlanan kanser cesidi
meme kanseridir (Tablo 2.2) (URL-10, 2022). Meme kanseri, ¢cok az da olsa erkekler
bireylerde de goriilmekte olup, kadin bireylerdeki yeni vakalara gore kiyaslandiginda bu

oran %0,5 ila %1°dir (Aydintug, 2004).

Tablo 2.2: Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan, kadinlarda
en ¢ok goriilen bes kanser ¢esidinin dagilimi (GLOBOCAN, 2018)

Tiirkiye Diinya Bat1 Asya Orta ve ABD
Dogu
Avrupa
Meme Meme Meme Meme Meme
kanseri kanseri kanseri kanseri kanseri
Tiroit Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger
Kolorektal Akciger Tiroit Uterus Kolorektal
korpusu
Uterus Uterus Uterus Uterus Tiroit
korpusu serviksi korpusu serviksi
Akciger Tiroit Akciger Akciger Uterus
korpusu

Meme kanserinin goriilme riskinin, BRCA1 ile BRCA2 genlerini tasiyan kadinlarda arttig:
goriilmiistiir. Bu genlerin anormal olanlarini tasimakta olan meme kanserli kadinlarin aile
Oykiilerine bakildiginda meme kanseri veyahut yumurtalik kanserinin oldugu hatta bazen her
ikisinin birden oldugu goriilmektedir. Meme kanserindeki diger risk faktorleri ise soyle

siralanmaktadir (Sekil 2.10) (Karabekir, 2017):
¢ Ailede meme kanseri 0ykiisiiniin olmasi,
% Genetik yatkinlik,

% Alkol,
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¢ Viicuda diisiik dozda radyasyon alinmast,
¢ Viicudun pestisitlere maruz kalmasi,

¢ Erken yasta adet goriilmesi,

< Menopoza geg girilmesi,

¢ Seker hastaligi,

% Yasin ilerlemesi (Sekil 2.9),

% Obezite,

« Dogum kontrol ilaglari,

¢ Geg yasta yapilan ilk dogum,

% Cocuk dogurmamis olmak.

101

Sekil 2.9: Kadin bireylerde meme kanserinin yasa bagli hizlar1 (Tiirkiye Birlesik Veri
Tabani, 2017)
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Sekil 2.10: Meme kanseri gelisimini etkileyen risk faktorleri (Mavi renkli kutular artan risk
faktorlerini, yesil renkli kutular azalan risk faktorlerini gostermektedir) (Chiuh,
2013).

2.4.1. Meme Kanserinin Tipleri

Meme kanseri, tek bir hastalik tiirii olmayip tedavileri ile birbirinden ayrilan ve farklilik
gosteren alt tiirlere ayrilmaktadir (Sekil 2.11). Hangi tedavinin dogru oldugunu

anlayabilmek i¢in, meme kanserinin hangi tlir oldugunun tespit edilmesi gerekmektedir
(URL-11, 2023).

MEME KANSERI TIPLERI

¢ N

Invaziv Meme Kanseri Noninvaziv Meme Kanseri

1.Invaziv Duktal Karsinom, %90 (Karsinoma in situ)

2.Invaziv Lobiiler Karsinom, %10 1. Duktal karsinoma in situ (DCIS)
3.Meme Basimin Paget Hastalig1, %1 2. Lobiiler karsinoma in situ (LCIS)
4 Inflamatuvar Meme Kanseri, %1-3
5.Filloides Tiimor (sistosarkoma Invaziv Duktal Karsinom
filloides NST( no special type), %80

. ’ i Mediiller karsinom, %4
6.Nadir meme kanserleri (skuamoz Miisingz karsinom, %2
hiicreli, adenoid kistik, apokrin Papiller karsinom, %2
karsinom; sarkomlar, lenfomalar Tubiiler karsinom, %2

Kribiriform karsinom

Sekil 2.11: Meme kanserinin tipleri
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Meme kanseri hem karsinom hem de adenokarsinom o6zellik gostermektedir. Epitel
hiicrelerden kaynaklananlara karsinom adi verilirken, salgi bezlerinden kaynaklananlara ise
adenokarsinom ad1 verilmektedir. Nadiren de olsa meme kanserinin memedeki kas, yag ve
bag dokusundan da kaynaklandigina rastlanilmaktadir. Bu olusumlara ise sarkom adi

verilmektedir (URL-12, 2023).

2.4.2. Meme Kanseri Hastahiginda Kullanilan Tedavi Yontemleri

Meme kanseri tedavisinin basarisi ve hastanin iyilesme olasilig1 hastaligin ne kadar ilerlemis
olduguna, bagka bir deyisle hastaligin hangi evrede olduguna baglidir. Giiniimiizde meme
kanseri tedavileri hem bolgesel hem de sistemsel kontrolii saglamak amaciyla kullanilir.
Bolgesel olan kontrolii saglamak amaciyla cerrahi miidahale ile memenin alinmasi ve
postoperatif radyoterapi kombinasyonu kullanilir; sistemsel kontrolii saglamak amaciyla ise
kemoterapi, hormonal terapi, hedef molekiiler tedaviler kullanilabilmektedir. Sistemik
kontrolii saglamak amaciyla yapilan tedaviler ayri ayr1 ya da kombine olarak
uygulanabilmekte olup meme kanserinde en etkili tedavi yontemi ise cerrahi yontemdir.
Hastaligin hangi evrede oldugu, hastanin premenopozal dénemde mi yoksa postmenopozal
donemde mi oldugu, lenf nodunun metastaz yapip yapmamasi ve hormon reseptdrlerinin
durumuna bakilarak uygulanacak sistemsel tedavi segenekleri de degiskenlik gdsterir

(Goldhirsch vd., 2003; Saurel vd., 2010).

2.4.2.1. Lokal (Bolgesel) Tedavi

Cerrahi tedavi ve radyoterapi olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.

Cerrahi tedavi

Giliniimiizde bilinen en etkili meme kanseri tedavisi tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve
tiimorden ayrilarak kopan hiicrelerin yayilmis oldugu lenf nodlarmin cerrahi islem ile
miidahale edilerek ¢ikarilmasidir. Tiimoriin cerrahi olarak cikarilmasi; total mastektomi
(memenin tamamen ¢ikarilmasi), meme koruyucu cerrahi ve onkoplastik cerrahi olmak

tizere li¢ sekilde yapilmaktadir.
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Radyoterapi

Kanserli hiicreleri 6ldiirmek ya da ¢ogalmalarina engel olmak amaciyla yapilan yiiksek
enerjili X-1sinlarinin veyahut farkli tiirdeki radyasyonlarin kullanildig: bir tedavi g¢esididir.
Bu tedavinin amaci hastalikli dokularin yapisin1 bozarak saglikli dokularin diisiik seviyede
zarar gérmesidir (Rubin, 1992). Eksternal (dis) radyoterapi ve internal (i¢) radyoterapi olmak
lizere iki tiirii vardir. Ilki olan eksternal radyoterapi tedavisinde, viicut disindan makine ile
kanserli bolgeye 1simn gonderilirken ikinci yontem olan internal radyoterapi tedavisinde,
kanserli dokuya dogrudan veyahut biraz yanina i¢inde radyoaktif bir maddenin bulundugu
kateter veyahut igne yerlestirilmektedir. Bunlardan hangisinin uygulanacagi kanserin tiiriine

ve hangi evrede olduguna gore belirlenmektedir.

2.4.2.2. Sistemik Tedavi

Kemoterapi ve endokrin tedavi olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.

Kemoterapi

Kanserin ilagla tedavi edilmesine kemoterapi adi1 verilmektedir. Bu ilaglar, hizla boliintip
bliyliyerek  ¢ogalan kanser hiicrelerinin  biliylimesini  durdurmaktadir  veyahut
yavaslatmaktadir. Kullanilma nedenleri arasinda kanseri tedavi etmek, tekrar etme riskini
azaltmak ve agr1 veya bagka sikayetlerin giderilmesi amaciyla tlimor hiicreleri kiigliltmek
vardir. Kemoterapi, kanserin birgok c¢esidinde kullanilabilmektedir ancak genellikle

kemoterapiden 6nce ya da sonra cerrahi tedavi ve radyoterapi tedavisi kullanilmaktadir.

Kemoterapi hastaya bir¢ok yolla verilebilmektedir:
% Oral (agizdan): Hap, kapsiil ya da s1v1 olarak verilebilir.
< Damar yoluyla: Ilag toplardamar igerisinden verilmektedir, en sik kullanilan
yontemdir.

% Enjeksiyon: ila¢ kol, kalca icerisindeki kasa ya da cilt altma enjekte edilerek
verilmektedir.

% Intraperitoneal: Ila¢ karin boslugu icerisine direkt verilmektedir.

% Intratekal yontem: Ilacin beyin ile omurilik arasindaki bosluga verilmesidir.

% Intraarteryel yontem: ilag atardamar icerisinden verilmesidir (URL-13, 2023).
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Kemoterapi prensiplerini ve etkilerini anlayabilmek i¢in hiicre siklusunun bilinmesi

gerekmektedir. Hiicre siklusunun bes fazi vardir:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

GO0 fazi: Mitoz boliinme sonrasinda hiicrelerin dinlenme durumuna gegtikleri ve
hiicre boliinmesine aktif bir sekilde katilmadiklar1 fazdir. Burada kemoterapotik
ajanlarin etkisi oldukca azdir. Normal yapidaki hiicreler zamanlarinin biiyiik
cogunlugunu bu fazda gegirmektedirler ancak herhangi bir uyariciyla etkilesime
gecerek boliinme sonucu ¢ogalan hiicre haline dontistirler.

G1 fazi: Hiicreler bu faza bir uyarilma sonucunda baslamaktadirlar. Hiicrenin
¢ogalmasi icin gerek duydugu RNA, enzimler ve diger proteinler sentezlenir.
G1 fazinda hiicreler kemoterapiye hassas yapidadirlar.

S fazi: Bu fazda hiicrede yeni DNA sentezlenir ve hiicre boliinmek amaciyla
hazirlanir ve hiicre bu fazi etkileme 6zellikli kemoterapi ilaglarina hassastir.
G2 fazi: Bu fazda mitoz boliinmenin gergeklesmesi igin gerekli olan RNA ve
protein sentezi hizlanmaktadir.

M fazi: Mitoz boéliinmenin oldugu fazdir. Bu fazda dort asamada iki yeni hiicre
olugsmaktadir. Olusan bu yeni iki hiicre, hiicre dongiisiine baslar (G1 faz1) veya

GO fazinda dinlenerek kemoterapiye direngli halde olurlar.

Kemoterapi ilaglarinin bazi yan etkileri bulunmaktadir. En sik goriilen yan etkiler arasinda

mide bulantisi, kusma, sa¢ kayb1 ve yorgunluk yer almaktadir. Bunlardan baska su yan

etkiler de goriilebilmektedir. Bunlar;

X/

Enfeksiyon riskinin artmasi,

Agizda yaralar olugmasi,

Tat alma duyusunda degismeler meydana gelmesi,

Istahta azalma,

Diskilamada anormallik (ishal ya da kabizlik),

Karincalanma ya da yanma hissi,

Ellerde, ayaklarda uyusukluk,

Deride degisimler (kizariklik, dokiintii, akne vb.)

Tirnaklarda koyululuk goriilmesi, kirilmasi veyahut catlamasi,
Bobrek ve mesane enfeksiyonlari,

Kemoterapiden sonra goriilen nezle gibi belirtilerdir (URL-14, 2023).
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Endokrin tedavi

Bazi kanser tiirlerinin gelismesinde hormonlarin olduk¢a énemli bir rolii bulunmaktadir ve
meme kanseri de bunlarin baslicalarindan biridir. Meme kanserinin tedavisinde en yeni olan
tedavi tiirii endokrin yani hormonsal tedavidir, ¢linkii, meme kanserinin gelismesinde

Ostrojen ve progesteron hormonlari etkilidir (Piccart vd., 2002).

Endokrin tedavinin amaci; lokal tedaviler ve kemoterapi ile gergeklestirilen tedaviden
sonraki siirecte viicudun diger bolgelerinde kalabilme riskine karsi timorlii hiicrelerin

ortadan kaldirilmasidir (Buzdar vd., 1998).

2.5. Serbest Radikaller Hakkinda Baz1 Genel Bilgiler

Kisaca SR olarak adlandirilan serbest radikaller, en dis orbitalinde kararsiz yapida bulunan
cok sayida esi olmayan elektron iceren ve kendi kendine meydana gelebilen kimyasal
tirlerdir (Giilgin vd., 2006b). Diger bir ifadeyle; atom veya molekiillerde bulunan
elektronlar, ¢ekirdegin etrafinda yer alan ve orbital denilen bolgelerde hareket halindedirler.
Her yoriingede ve birbirine zit yonlii olarak hareket eden iki elektron bulunmaktadir. Bir
atomun ya da molekiilin dis orbitallerinde bulunan bir veyahut birden fazla
ortaklanmamigs/eslenmemis elektron bulunuyorsa bu durum SR olarak adlandirilir. Bu tipte
olan molekiiller, eslenmemis elektronlarindan &tiirii oldukga reaktif durumdadirlar

(Halliwell vd., 1990).

SR hakkinda yapilan ilk calismalar 1900’li yillarda Gomberg adli bilim insaninin
trifenilmetil (Ph3C-) radikalini kesfetmesi ile baglamistir (Gomberg, 1900). 1950’11 yillarda
ise reaktif oksijen ¢esitlerinin hiicre icerisinde sentezlendigi kesfedilmistir. Commoner ve
caligma arkadaslar1 (Commoner vd., 1954), elektron spin rezonans yontemi ile hiicrenin
icinde SR olusumunu ilk kez kesfetmislerdir. Uretilen serbest radikallerin yaslanmaya ve
hatta hiicre Gliimlerine sebebiyet verdigi ise 1953 yilinda Denham Harman tarafindan

bildirilmistir (Beckman vd., 1998).

SR, endojen ve eksojen maddeler tarafindan iiretilebilmektedir. En bilinen endojen
kaynaklar arasinda mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi, peroksizomlar ve iltihaplh
hiicreler yer almaktadir (Valko vd., 2007). Alinan besinler, havanin kirli olmasi, tiitiin ve
tirevleri, asirt sekilde yapilan fiziksel aktiviteler, iyonize radyasyon, giines ve kizilotesi

1sinlar eksojen kaynaklara 6rnek olarak verilebilmektedir (Vinson, 2006). Bunlara ek olarak
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da oksidatif stres, cesitli enfeksiyonlar, alkol tiiketmek, soguga maruz kalmak, ilag tedavisi
goriilmesi, travma gecirmek, toksinlere maruz kalmak ve yetersiz beslenmek gibi bazi
faktorler de eksojen kaynaklara maruz kalmaya ornek olarak verilebilir (Singh, 2004).
Ayniyeten etil alkol, demir vb. gibi baz1 kimyasal maddelere maruz kalmanin da insanda
serbest radikal miktarinin artisginda etkili oldugu da yapilan ¢aligmalar sonucunda

bildirilmistir (De Zwart vd., 1999).

En basit halde bulunan serbest radikal 1 elektrondan ve 1 protondan meydana gelen hidrojen
(H) atomudur. SR’lerde eslenmemis durumdaki elektron, atom veya molekiiliin sag st

tarafina bir nokta konularak gosterilir (Onat vd., 2002). SR’ler ii¢ temel yolla olusur:

+ Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Bu olusumda kovalent bagin kopmasi
esnasinda bag yapisindaki iki elektron iki ayr1 atomlar tizerinde kalmaktadir.

¢ Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Bu olusumda radikal o&zellik
gostermeyen bir molekiilden elektron kaybi esnasinda dis orbitalinde eslenmemis
elektron kaldiysa radikal formu olusmaktadir.

¢ Normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile: Bu olusumda radikal 6zellik
gostermeyen bir molekiile, bir tane elektronun transferi sonucunda dis orbital

kisminda eslenmemis elektron meydana gelmesi ile radikal forma ge¢gmektedir.

Oksijen radikalleri, var olduklar1 ortamda baz fiziksel ve kimyasal etkenlere maruz kalarak
ve bunun sonucunda zorunlu olarak metabolik reaksiyonlara girmeleri sonucu olusan en
onemli serbest radikaller tiirleridir. Bunlara 6rnek olarak siiperoksit radikali (O2-¢), hidroksil
radikali (OHe) ve radikal 6zellik gostermeyen hidrojen peroksit (H202) verilebilir. Bu SR’ler
reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak bilinmektedirler ve biyolojik sistemlerde bulunan

oksijenden olugmaktadirlar (Eren, 2011).
2.6. Antioksidanlar Hakkinda Baz1 Genel Bilgiler

Oksidasyonun engellenmesine veyahut gecikmesine neden olan bilesen grubuna genel
anlamda antioksidan denilmektedir (Berger, 2005). Oksidatif stres, oksidan tiretimi ile
yikiminin dengesizligi sonucunda meydana gelmektedir. Antioksidanlar, viicutta genellikle
protein, karbonhidrat, lipit ve DNA gibi yapisal ve fonksiyonel molekiillerin hasara
ugramasini Oonleyen, ¢ok kiiciik konsantrasyonlarda dahi oksidan adi verilen substratlara
kars1 etkisini gosteren maddelerdir (Vinson, 2006). Antioksidanlar, radikallerle ¢cok hizli
olarak reaksiyona girerler ve otooksidasyonun ilerlemesine engel olurlar (Diindar vd., 1999).

Antioksidanlarin gorev ve islevleri arasinda SR’lerin fazla miktarin1 etkisizlestirmek,
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SR’lerin verdigi toksik etkilere karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemeye yardimci

olmak da vardir (Pham-Huy vd., 2008).

2.6.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak fizere ikiye
ayrilmaktadir (Tablo 2.3; Tablo 2.4, Aydemir vd., 2009; Sen vd., 2011).

Tablo 2.3: Endojen antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD) | Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) | Urik asit o-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin
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Tablo 2.4: Eksojen antioksidanlar

Vitamin Eksojen Antioksidanlar Tla¢ Olarak Kullanilan Eksojen

Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitérleri (alloptirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,

lokal anestezikler, kal- siyum kanal

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar

ilaclar)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve

asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar

(mannitol, albimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri

(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbituratlar

Demir selatorleri

2.6.2. Antioksidanlarin Etkisi

Antioksidan 6zellik gosteren biitiin maddeler dort sekilde etki gosterirler (Giilgin, 2012).

X/

% Serbest oksijen radikallerini etkilerler, tutarlar ve onlardan daha da zayif olan
yeni bir molekiile doniistiiriirler. Antioksidanlar boyle bir etkiye sahiptir.

¢ Serbest radikallerden dolay1 olusan zarar1 gidererek onarici etkiye sahiptirler.

¢ Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girip bir hidrojen verirler. Boylelikle

aktiviteleri azalir veyahut in aktif sekle donerek bastiric1 etki gosterirler.

Vitaminler ve flavonoidler de boyle bir etkiye sahiptir.
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% Serbest oksijen radikallerini baglayarak olusan radikal zincirinin kirarlar.
Boylelikle de engelleyici veyahut zincir kiricr etki gosterirler. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller de bdyle bir etkiye sahiptir.

Antioksidan olarak adlandirilan maddelerin antioksidan seviyelerinde yalnizca yapisal
ozellikleri ile girdigi reaksiyonlarin etkisi yoktur ayriyeten konsantrasyon, sicaklik, 1s1k
seviyesi, fiziksel durum, sistemin yiizeysel 6zellikleri, oksidan 6zellik gosteren fazla sayida

kiiglik pargalar ve sinerjist etkiler gibi birgok faktor de etkilidir (Giilgin vd., 2010).
2.6.3. Antioksidan Aktivitesi Belirlemede Kullanilan Baz1 Yéntemler

Antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan deney caligsmalarinda siklikla
kullanilan antioksidan tayin yontemleri arasinda; Fe®'-Fe?* indirgeme kapasitesi, FRAP
metoduna gore indirgeme kapasitesi, kuprak metodu ile kuprik iyonlar1 (Cu®*) indirgeme
kapasitesi, siiperoksit anyon radikali (O2 -- ) giderme, 1,1- difenil-2-pikril-hidrazil serbest
radikal (DPPH') giderme, 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal
(ABTS + ) giderme, N,N-dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD-+ ) giderme etkinlikleri,
ferrozin ve bipiridil reaktifleri ile ferréz iyonlar1 (Fe?") selatlama etkinlikleri ve ferrik
tiyosiyanat yontemine gore toplam antioksidan etkinligi tayini gibi yontemler vardir
(Taslimi, 2017).

2.6.3.1. Kuprak Metodu

Kuprak metodu ilk kez Apak ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda gelistirilmis ve
kullanilmistir. Bu metot ilerleyen donemlerde hem yagda hem de suda c¢o6ziinen

antioksidanlar i¢eren ¢esitli materyallerde de kullanilmistir.

Kuprak metodu, tiim antioksidanlarin birlestirildigi etki ile veya su, etil alkol ve pH’in 7
oldugu nétr bir ortamda neokuproin (2,9-dimetil-1,10- fenantrolin) varliginda polifenollerle
indirgeme yolu ile Cu?* iyonlarmin Cu™ya indirgenmesi olayma dayanmaktadir. Cu*
kompleksleri 450 nm'de en yiiksek absorpsiyona sahiplerdir (Giilgin, 2008). Bu metot,
kromojenik (pigment veyahut renk verici madde olusturan) radikal reaktif olarak Cu?*-
neokuproin ile bitki ekstrakti ya da besin bileseninin antioksidan kapasitesini belirlemek
amactyla kullanilir. Cu®'nin neokuproin igeriginde bir indirgeme ajani sayesinde
indirgenerek, 450 nm dalga boyunda en yiiksek absorpsiyona sahip olan bir Cu™ kompleksi
verir (Tutem vd., 1991).
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Kuprak metodunda kullanilan reaktif, kromojenik radikal reaktiflerinden ¢ok daha kararli ve
rahatlikla erisilebilen bir reaktiftir ayriyeten ¢ok iyi lineer absorbans-konsantrasyon egrileri
ortaya ¢ikarirlar. Bu metotta, serbest halde bulunan protonlar daha yiiksek konsantreye sahip
asetat tamponu ile de tamponlanabilmektedir. Kuprak metodu; maliyeti uygundur, hizhidir,
kararlidir, segicidir ve kimyasal tiirii veya hidrofobikligi farketmeksizin bir¢ok antioksidan
tayini igin uygun bir yéntemdir. Ayrryeten, in vitro kuprik iyon (Cu®*) indirgeme &lgiimleri
neticesinde ortaya ¢ikan sonuglarin, antioksidanlarin olasi in vivo reaksiyonlarinda daha
etkili sonu¢ ortaya ¢ikaracagi diisiiniilmektedir (Gtlil¢in ve Dastan, 2007; Karaman vd.,
2009). Kuprak metodu igin olmasi gereken en elverisli pH 7'dir ve fizyolojik pH olan 7.4°¢
en benzerdir bu nedenle normal sartlar altindaymiscasina antioksidan sonucunu gosterir
(Apak vd., 2008).

2.7. Antikolinerjik Aktivite

Antikolinerjikler, merkezi ve periferik sinir sistemi sinapslarinda nérotransmiter madde olan
asetilkolinin (ACh) aktivitesini durdururlar ya da inhibe ederler. Bu islemi yaparken ACh'nin
reseptorlerine baglanmasint secici olarak durdurarak parasempatik sinir sisteminin
islevlerini inhibe ederler. Bu islevler; gastrointestinal sistem, akcigerler, idrar yolu ve
viicudun diger bolgelerinde bulunan diiz kaslarin istemsiz hareketlerini icermektedir (Liver,

2017).

Antikolinerjiklerin dolasim, solunum, uyaniklik ve gérme tizerindeki etkiler de dahil olmak
tizere ¢ok c¢esitli fizyolojik etkileri vardir (Abrams vd., 2006; Gosens vd., 2018).
Antikolinerjik aktiviteye sahip ilaglar, solunum bozukluklari (astim, KOAH), parkinson
hastalig1, kardiyovaskiiler hastalik, acil idrar kacirma, psikiyatrik bozukluklar, depresyon,
midriyazis ve alerjilerin tedavisinde faydalidir (De Wilde vd., 2007; Chew vd., 2008).
600'den fazla ilag belirli bir diizeyde antikolinerjik aktiviteye sahiptir ve birkag ilag haricinde
uzmanlar genellikle antikolinerjik Ozelliklerin tedavi edici etkilerden ziyade olumsuz

etkilerin nedeni oldugunu diistinmektedir (Chew vd., 2008).

Antikolinerjik ilaglarin olumsuz etkileri merkezi ve periferik etkiler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Merkezi etkiler, merkezi sinir sistemi i¢indeki kolinerjik reseptorlerin asirt
blokajindan kaynaklanir ve periferik olumsuz etkiler, ekzokrin glandiiler sekresyonun, kas
kasilmasimin ve periferik parasempatik sinir sisteminin u¢ organ hedeflerinin bloke

edilmesinden kaynaklanir. Yaygin goriilen merkezi antikolinerjik yan etkiler arasinda diisiik
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dozlarda bas agrisi, hafiza bozuklugu, bilissel islevlerde azalma, davranis bozukluklari,

anksiyete ve uykusuzluk yer almaktadir (Gerretsen vd., 2011).

Asetilkolin (ACh), néronlarin yap1 veya fonksiyon kayiplari sonucunda meydana gelen
durumlarda hafiza islevinin kiplemesine yardim eden iyi bir norotransmiter maddedir.
Kolinesteraz enzimleri (ChE'ler), asetilkolin ve kolinerjik sinyal iletiminin hazirlanmasinda
kilit rol dstlenirler. Asetilkolin'in asetat ve koline ayrilmasi, sinaptik bir boslukta
asetilkolinesteraz (AChE) katalizorii ile yapilir. BChE ve AChE enzimleri, asetilkolin
diizeyinin ayarlanmasinda, sinaptik boslukta ikiye ayrilmasinda ve norotransmiter etkisinin
sona erdirilmesinde ¢ok onemlidir. Norotransmiter maddelerin tekrar olusturulmasi, ChE
enzimlerine baski uygulayarak gorevli kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak yapilir.
Boylelikle ndrotransmiterlerin seviyesi ylikselir ayriyeten norotransmiter etkisinin siiresi
uzar (Gililgin vd., 2019). Rivastigmin, donepezil ve galantamin gibi AChE inhibitdrleri,
ChEI'ler seklinde kullanilirilar fakat ¢ok uzun vadede kullanilmasi durumunda bazi yan
etkiler goriilebilmektedir. Bu yiizden, bitki ekstraktlarindan alinan dogal bilesikler, ChE
inhibe etme Ozelligi gostermesi amaciyla incelenmis ve glinimiizde bazi bitkilerin,
Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢cin 6nemli etkiye sahip ChE inhibisyonunu sagladigi

goriilmiistiir (Tan vd., 2014).

Kronik hastaliklarin 6nlenmesi veyahut etkisinin azaltilmasi amaciyla dogal kaynaklarin
tipta kullanilmasinda fenolik bilesiklerin tistlendigi gorev ¢okcadir. Bu fitokimyasal
maddeler; serbest radikalleri temizlerler, ¢esitli enzimlerin kataliz edilmesini engellerler ve
sinyal iletimini ayarlayarak hiicrelerdeki bazi islevlere miidahil olabilirler. Bu yiizden,
bitkinin ya da dogal bir maddenin tedavi etme potansiyeli bulundugunda, fenolik bilesikler

bulunduran fitokimyasal icerikleri de incelenmelidir (Giilgin, 2012).
2.8. Antikanser Aktivite

2.8.1. Sitotoksik Aktivite

Toksikoloji; zehir bilimi anlamina gelmektedir, zehir ise canli organizmaya zarar veren
herhangi bir maddedir. Uygun sekilde ve yeterli miktarda alinmayan her madde organizmada
zehirli bir etki yaratir. Bu etki, herhangi bir yap1 degisikligine yol agabilmekte veyahut
biyokimyasal nedenli bir doku bozukluguna da yol agabilmektedir (Saygi, 2003). Sitotoksik
terimi, hiicrenin 6liimiine neden olan anlamina gelir; sitotoksisite arastirmalar1 bir maddenin
sitotoksik 0zellik tasiyip tasimadigini belirlemek i¢in yapilmaktadir. Hiicrelerde yapilan bu

sitotoksik ¢aligmalar hem uygulama kolayligi hem de in vivo galismalarla elde edilen
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sonuglarla uyumlu olmasi nedeniyle hayvan deneylerine alternatif olarak ortaya ¢ikarilmis
ve toksikoloji laboratuvarlarinda sik¢a kullanilir hale gelmistir. Sitotoksisite ise, incelenen
maddenin miktarina ve maruz kaldig1 siireye gore hiicrelere farkli derecelerde zarar veren
bir olaydir. Hiicreler sitotoksik bir maddeye maruz kaldiklarinda apoptozis, nekroz, otofaji
gibi olaylar neticesinde 6lebilirler ya da proliferasyon 6zelliklerini yitirebilirler (Tokur vd.,

2017).
2.8.1.1. Sitotoksisite Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Sitotoksisitenin veyahut hiicre canliliginin belirlenmesi amaci ile in vitro olarak
kullanilmakta olan bir¢ok ydntem vardir. Bu yontemler bilimsel ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir. Yontemlerden bazilari; metabolik aktivitenin dlgiilmesine dayali
yontemler (WST-1, MTT, MTS, XTT vb.), membran gecirgenlik yontemi testleri (Tripan
mavisi, notral kirmizist), Alamar mavisi yontemi, Siilforodamin B (SRB) yontemi, Laktat

Dehidrogenaz (LDH) yontemi, Kristal Viyole yontemidir.
WST-1 Testi Yontemi

WST-1 (2- (4-iyodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-distilfofenil) -2 H tetrazolyum
monosodyum tuzu) hiicre proliferasyonu dl¢glim yontemi, bagil degeri 6lgmek amaciyla
tasarlanan kolorimetrik/renk degisimine dayali basit bir testtir. Wst-1 reaktifi, 96 kuyucuklu
bir plaka kullanilarak hiicrenin proliferasyonunun, biiylimesinin, yasayabilirliginin ve
kemosensitivitesinin spektrofotometrik Ol¢lilmesi amaciyla tasarlanmigtir. Bu test,
tetrazolyum tuzlarmin hiicresel enzimler araciligiyla formazana doniigmesine
dayanmaktadir. Canli hiicre sayisindaki artis mitokondriyal dehidrogenazlar1 da artirir ve

sonug olarak formazan artisi da canli hiicrelerin sayisiyla da dogru orantilidir (Aragao,

2014).

WST-1 testinde herhangi bir uygulama yapilmayan hiicrelerin canlilig1 yiizde yiiz kabul
edilirken uygulama yapilan hiicrelerin canlili1 negatif kontrol hiicrelerine gore yiizde olarak
belirlenir. Bu testin avantajlari; hizli ve glivenilir olmasi, basit ve kolay uygulanabilir olmasi,
cok kez tekrarlanabilir olmasidir. Ayrica hiicrelerde bulunana mitokondriyal
dehidrogenazlarin metabolik aktivitesi sonucu meydana gelen formazanlar suda ¢oziiniir
oldugundan DMSO’da ¢ézlinme islemi yapilmaz. Bu nedenle testin giivenilirligi yiiksektir.
Medyumda bulunan fenol kirmizisi indikatorleri bu maddelerle reaksiyona girmez, diger
sitotoksisite testlerine gore hem hassasiyeti hem de dinamik araliklari yiiksektir. WST-1

testinin dezavantajlari ise; diger sitotoksisite testlerine gére daha pahali olmasi, inkiibasyon
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stiresinin uzun olmast nedeniyle hiicre canliligin1 etkileyebilmesinin tam olarak

bilinmemesidir (Erkekoglu vd., 2021).
2.9. Genotoksik Aktivite

Genotoksisite; bir hiicrenin ¢ekirdeginde, kromozomunda ve DNA’nin yapisinda olusan
hasarlardir. Bu hasarlara; gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, DNA eklentileri,
DNA kariklari, andploidi, klastojenite vb. 6rnek olarak gosterilebilir. Genotoksik etki ise;
DNA ve/veya genomun bir kopyasinin olusturulmasina yardimci olan enzimlerle etkilesim
haline girerek mutasyona sebebiyet veren genotoksik maddelerin DNA’nin yapisinda hasar
meydana getirmesi veyahut birtakim degisikliklere sebebiyet vermesi seklinde
tanimlanabilir (Mortelmans, 2004; Zeiger, 2004; Sekeroglu vd., 2011).

DNA’nin yapisinda bulunan, bazi mutasyonlara neden olan genotoksik ajanlar, ya direkt
olarak DNA’nin yapisina saldirirlar veyahut yakindan bagi olan enzimlere ve proteinlere
baglanip hasara neden olurlar (Kirsch-Volders vd., 2003). Boylelikle DNA’da olusan bu
hasar ¢ok az ise ya hiicre siklusu duraklatilir veyahut duraklatilmaya gerek kalmadan tamir
edilebilmektedir. Eger olusan hasar cok daha fazla ise apoptozis mekanizmasi uyarilmakta
ve programli bir hiicre 6limii gergeklesmektedir. DNA’nin bozulmasma neden olan bu
mutasyonlar ve mekanik bozukluklar insanda erken yaslanma, kanser, infertilite gibi bir¢ok

hastaliga sebebiyet vermektedir (Mateuca vd., 2006).

Kisacasi genotoksik aktivite calismalari ile mutajenleri tespit ederek insanlardaki maruz
kalabilecekleri riskleri belirleyerek onlar1 bu bilesiklere gereksiz maruziyetten korumak

amaclanmaktadir (Zeiger, 2004).
2.9.1. Genotoksisite Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Genotoksisite testleri; cesitli ajanlarin insanlarda olusturduklar etkileri arastirarak
olusabilecek risk faktorlerinin belirlenmesinde, bazi maddelerin zehir etkilerinin ve
giivenilir olup olmadiklarinin arastirilmasinda ayriyeten kanserden korunmada siklikla

tercih edilmektedir (Bedir vd., 2004; Sekeroglu, 2011).

Genotoksisitesi tayin edilmek istenen maddelerin kansere veyahut mutasyona yol agma
potansiyellerini belirlemeyi ve arastirmacilara bir fikir olusturulmasini saglayan, sik olarak
ve yaygin bir sekilde kullanilan in vitro ve in vivo genotoksisite testlerine; Komet testi,
Mikroniikleus (MN) testi, Ames testi, Kardes kromatit degisimi (KKD) testi, Kromozom
anormallikleri (KA) testi 6rnek olarak verilebilir (Sekeroglu vd., 2011).
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2.9.1.1. Komet Testi

Komet testi, ilk kez 1988’de Singh ve arkadaslariin gelistirdigi ve DNA’da hem tek hem
de ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesine yarayan bir genotoksisite testidir (Singh vd., 1988).
Komet yonteminin; basit, hizli, ucuz, giivenilir ve oldukga hassas bir yontem olmasi tercih
edilme sebepleridir. Ayrica radyoaktif isaretlemeye gerek duyulmadigi igin de DNA
hasarinin belirlenmesinde tercih sebeplerindendir (Andrazsek vd., 2014). Calisilma alani
olarak ¢ok fazla alana sahip bu yontem “’tek hiicre jel elektroforezi”, SCGE (single cell gel
electrophoresis) veya “mikrojel elektroforetik teknik’’ gibi farkli isimlerle de telaffuz
edilmektedir (Fidan, 2005; Durmaz vd., 2010). Komet yonteminin uygulama alanlar1 ana
basliklar halinde su sekilde siralanabilir (Bagbayraktar, 2009):

+» Genotoksisite belirlenmesi amaci ile,

¢ Kliniksel ¢alismalarda,

¢ DNA’nin onarimi amactyla yapilan ¢alismalar,
% Cevre biyogozlemi,

% Insan biyogdzlemi,

% Gidalara uygulanan ¢alismalar.

SCGE teknigini farkli uygulamak sonuglar1 da etkilemektedir. Farkli uygulamalara 6rnek
olarak; elektroforez sartlar1 (belirlenen siire, uygulanan voltaj), lizis soliisyonu sartlar1 (tuzun
konsantrasyonu, uygulama siiresi ve ortam pH’1) bu yontemin hassasligin1 da etkiler, bu
ylizden yapilan ¢aligmada kosullar farklilik gostermemelidir. Ayriyeten insanlara yonelik
yapilan ¢aligmalarda genotoksik etkiyi artirdigi diisiiniilen faktoérler SCGE yontemini de
etkileyebilmektedir (Karakiik¢ti, 2008).

Bu yontemde, calisilacak hiicreler lam {izerinde agaroz jelin igerisine gomiilerek lizis islemi
yapilir. Boylelikle hiicre zari parcalanmakta ve c¢ekirdekte yer alan DNA serbest
kalmaktadir. Bazik ortamda siipersarmal yap1 gevsedikten sonra agilir ve bu da olusmus
kiriklarin ortaya ¢ikmasini saglar. Sonrasinda elektroforez uygulanarak kirilan bu DNA
zincirleri arti1 uca dogru hareket ederek komet (kuyruklu y1ldiz) gériiniimii meydana getirirler

(Collins, 2004).

Komet yonteminde uygulanan prosediir ¢alisilan laboratuvara gore degiskenlik gosterse de

(Tice vd., 2000) bu yontemin ¢alisma prosediiriinii su sekilde bildirmislerdir (Sekil 2.12):
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¢ Calisilacak hiicrelerin izole edilmesi,
¢ Preparatlarin hazirlanmasi,

+* Lizis islemi,

+» DNA sarmalinin ¢6ziilmesi,

% Elektroforez,

¢ Notralizasyon,

« Boyama,

« Degerlendirme.

o= —_—
. . -'I ——
—— -
B ——
L B & e—
{Hoere, Dok, Dodos knlborn) (Hocrelenin LMA igerisinde silspanse edil mesi)
1. Hiicrelerin lzolasyonun 2, Slaytlarm Hazorlanmasy
+ - ‘
] — 7
P
N ]
3. Liris

4.DMNA Sarmalimin Cdeiilmesi
5. Elektrofores

1 Es

Hagsarh DMNA Hamarsiz DA

6 Mgtralizgyon B.Degerlendirme

7. Bovama

Sekil 2.12: Komet yontemi genel basamaklari (Fidan, 2005)

2.10. Calismanin Amaci

Yaptigimiz bu ¢alisma ile siiriiniicii horoz ibigi ekstraktinin antioksidan, antikolinerjik
ozellikleri ile MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.

Ozellikle kadimlarda siklikla gériilen meme kanserinin 6nlenmesinde ya da etkilerinin
azaltilmasinda iilkemizde ¢ok yetisen ve elde edilmesi kolay olan bir bitki olan Amaranthus

blitoides 'in kullanilmasinin olumlu sonuglarini literatiire kazandirabilmektir.
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Ayrica cevreye zararli ve pahali olan kimyasal yontemlerde kullanilan toksik indirgen
ajanlarin yerine hem daha cevreci hem de daha ucuz bir yontem olan fitoterapi olarak
adlandirilan bitki 6ziitlerinin kullanilmas1 yonteminin gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi

amagclanmustir.

Yapilan literatiir taramasinda Amaranthus blitoides bitkisinden elde edilen ekstraktin
antioksidan ve antikolinerjik 6zelliklerinin, MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik

etkilerinin incelenmedigi goriilmiistiir.

Amaranthus blitoides bitkisinin; Kuprak testi ile antioksidan 6zellikleri, asetilkolinesteraz
enzimi Uzerindeki etkisi Ellman metoduna gore incelenerek antikolinerjik ozellikleri
incelenmis ve degerlendirilmistir. WST-1 testi ile sitotoksisitesi ve son olarak Komet testi

ile genotoksisitesi incelenmistir ve ¢ikan sonuglar degerlendirilmistir.

Fitoterapi tedavi yontemi diger kanser tedavilerine gére daha ucuz ve yan etkileri cok daha
az olan bir yontemdir. Bu nedenle ¢calismamiz hem fitoterapi yonteminin gelistirilmesi ve

yayginlastirilmasi i¢in hem de bu bitkinin literatiire kazandirilmasi i¢in 6nem arz etmektedir.
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3. LITERATUR OZETLERI

Amaranthus gangeticus bitki 6ziitiiniin karaciger, meme ve kolon kanserine karsi antikanser
aktivite ozelligi gosterdigi bildirilmektedir. Amaranthaceae familyasina ait bitkilerin 43 adet
aminoasit bulunan bir peptit olan lunasin igerdigi ve cilt kanserli farelerin bir hiicre
kiiltiiriinde timor baskilayici 6zellik gosterdigi belirtirilip, Amaranthaceae familyasina ait
tim bitkilerin alternatif bir lunasin kaynagi olabilecegi ayriyeten Amaranthaceae
familyasina ait bitkilerin igerdigi proteinlerde biyolojik olarak aktif baska peptitlerin de
olabileceginden  bahsedilmektedir ~ (Silva-Sanchez  vd.,  2008).  Amaranthus
mantegazzianus’tan izole edilen proteinlerin dort farkli tiimor hiicresinde farkli oranlarda
antiproliferatif etki gosterdigi, bu nedenle Amaranthus mantegazzianus tanelerinin
antikanser aktivitesinin yiiksek oldugu ve kanser riskini azaltabilmek i¢in alternatif bir gida

olarak kullanilmasi gerektigine dikkat ¢ekilmektedir (Barrio ve Afién, 2010).

Akkafa vd. (2022) yaptiklari ¢aligmada Pikan cevizi (Carya illinoensis) dis yesil kabugunun
sitotoksisitesini MTT testiyle incelediler. Elde edilen sonuglara gore, Pikan cevizinin dis
yesil kabugunun Hekzan ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstraktinin prostat kanseri (PC-3)
tizerinde secici etki gostererek hiicre proliferasyonunu yavaslattigt bulundu. PC-3
hiicresinde 1Csp degeri 40.32 pg/mL olarak hesaplandi. Sonug olarak Pikan cevizi dis yesil
kabugunun zengin fenolik madde icerigi ve antioksidan bollugu sebebiyle kanser tedavisinde

kullanilmaya aday bir bitki olabilecegini onerdiler.

Gezici vd. (2022) yaptiklari ¢alismada Clinopodium serpyllifolium subsp. serpyllifolium
bitkisinin sitotoksisitesini A549 (akciger karsinoma), H1299 (kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri) ve C6 (beyin glioma) kanser hiicre hatlari ile kanserli olmayan HUVEC (insan
gobek ven endotel hiiceleri) kontrol hiicre hattinda MTT testi ile incelediler. C.
serpyllifolium subsp. serpyllifolium bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen bitki
ekstraktlarinin A549, H1299 ve C6 kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksisitesi doz ve zamana
bagli olarak analiz ettiler. Elde edilen sonuglara gore ICso degerlerini hesapladilar. Buna gore
5.28+0.10 pg/ml ile 37.92+1.18 pg/ml arasinda degisen ICso degerleriyle giiclii sitotoksik
etkiye sahip olduklari ve A549, H1299 ve C6 olmak {izere her {i¢ kanser hattinda, hiicre
canlilik aktivitelerini azalttiklar1 ve kanserli hiicrelerin 6liimiine katki sagladiklar
gozlenmistir (A549 hiicre hattinda 1Cs50=5.28+0.10-10.20+0.51 pg/ml, C6 hiicre hattinda
1C50=25.63+0.40—37.92+1.18 pg/ml, H1299 hiicre hattinda 1Cso= 14.05 + 0.76-20.98 + 0.24

ug/ml).
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Sreelatha vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada DPPH yontemi ile Amaranthus paniculatus’un
antioksidan Ozelliklerini incelediler. Ekstraktin 1 ml’sine 0,5 ml ve 0,15 mM olacak sekilde
DPPH ve metanol ilave ederek bir ¢ozelti hazirladilar. Hazirlanan ¢ozeltiyi iyice
karistirdiktan sonra 20 °C’de 30 dk beklettiler ve daha sonra 517 nm absorbansta okutup 1Cso
degerini hesapladilar. Elde edilen sonuclara gore 1Cso degerini 68.184 + 0.51png / ml olarak
buldular. Bu sonug bitkinin yaprak 6zlerinin DPPH radikallerini 6nemli 6l¢iide azalttigin

ve bu bitkinin dogal bir antioksidan kaynagi oldugunu gostermektedir.

Rjeibi vd. (2018) yaptiklari ¢aligmada Amaranthus spinosus yapraklarinin etil asetat
ekstraktindan polifenollerin HPLC-DAD tanimlanmasi ve bunlarin antioksidan etkilerini
arastirdilar. Bitkinin fenol, tanen ve yiiksek seviyede flavonoid igerdigi ve yapilan DPPH
testinin sonuglarina gore A.spinosus’un yeni bir antioksidan ajan oldugu sonucuna

varmiglardir.

Sani vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada Amaranthus gangeticus bitkisinin MTT testi ile
antikanser aktivitesini arastirmislar ve elde ettikleri sonuglara gore, A. gangeticus'un sulu
ekstraktinin, karaciger kanseri hiicre dizisinin (HepG2) ve meme kanseri hiicre dizisinin
(MCF-7) ¢ogalmasimi inhibe ettigini gosterdi. ICso degerlerini HepG2 ve MCF-7 igin
sirastyla 93,8 pg/ml ve 98,8 pg/ml olarak hesapladilar. inhibitdr etki kolon kanseri hiicre
dizisinde de (Caco-2) gozlendi, ancak HepG2 ve MCF-7 ile karsilastirildiginda daha diisiik
bir diizeydeydi. Sonu¢ olarak A. gangeticus in vitro ve in vivo ¢alismalarda antikanser

potansiyeli gdstermistir.

Prajhita vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada Amaranthus spinosus L. ekstraktinin sitotoksik
aktivitelerini incelemislerdir. A. spinosus'un sulu ekstraktinin apoptoz indiiksiyonu ve

sitotoksik aktiviteler sergiledigi sonucuna varmiglardir.

Sandoval-Sicairos vd. (2021) yaptiklar1 ¢alismada Amaranthus hypochondriacus bitkisinin
¢imlendirilmis ve bu bitkinin in vitro simiile edilmis gastrointestinal sindiriminin (SGD)
antioksidan ve antienflamatuvar peptitlerin salinimi tizerindeki etkisini aragtirmiglardir.
Calismada SGD sirasinda iiretilen ¢cimlenmis amaranth peptitleri, pankreatin ile 90 dakikalik
inkiibasyonun ardindan serbest birakilmistir ve F1 (>10 kDa), F2 (3-10 kDa) ve F3'e (<3
kDa) boliinmiistiir. Test edilen filizlenmis amaranth peptit fraksiyonlar1 arasinda F2 en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahipken, F1 ve F2, RAW 264.7 makrofajlarinda

lipopolisakkarit kaynakli yiiksek bir anti-inflamatuar 6zellik gosterdigini bulmuslardir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Amaranthus blitoides Orneklerinin Toplanmasi ve Bitki Materyalinin
Hazirlanmasi

Amaranthus blitoides érnekleri, Bartin ilinin Karamazak kdyiiniin Imamoglu mahallesindeki
bir tarladan (41° 34' 37,4" K, 32° 13' 07,1" D) tarafimca topland1 (15.06.2020). Toplanan
bitki ornekleri distile su ile yikanip oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan bitkiden 25 g

tartilarak 6giitiicii yardimiyla parcalanip toz haline getirildi.

4.2. Ekstrakt Hazirlanmasi ve Cozelti Elde Edilmesi

Siv1 ekstraktini elde edebilmek icin Soxhlet ekstraksiyon cihazi (Sekil 4.1) kullanilds,
ekstraksiyon islemine, geri akitilan ¢oziicii renksiz bir hal alana kadar devam edildi. Elde
edilen ekstrakt filtre kagidindan siiziilerek altta biriken 6ziit bir buharlastirict yardimiyla 30
°C’de buharlastirilarak kurutuldu. Bu islem sonrasi elde edilen kuru tortu ise vidal kapakli
Erlenmeyer sisesine konularak iizerine 250 mL su ilave edilip agz1 kapatildiktan sonra
karistirmak i¢in ¢alkalayiciya konuldu. Son olarak elde edilen bu ¢bzelti de 50 mL’lik bir

falkon tiiptine konularak +4 °C’de saklamak igin buzdolabina konuldu.

Sekil 4.1: Soxhlet ekstraksiyon cihazi
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4.3. Antioksidan Ozelliklerinin incelenmesi
4.3.1. Kuprak Metodu

Kuprak yontemi ile indirgeme kapasitesi tayini yapmak i¢in hazirlanip bu tayinde kullanilan
¢ozeltiler;
s 0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 47 mg CuCl> bilesigi 50 mL distile
su ile ¢ozildi,
% 7,5x107 M’lik etanolik neokuprin ¢dzeltisi: 156 mg Neokuprin, 100 mL etanol
ile ¢oziildii,
s 1 M’lik CH3COONHj4 tampon ¢6zelti (pH: 6,5): 15,4 g CH3COONH3 bilesigi
180 mL distile su ile ¢6ziildii ardindan pH metre yardimi ile pH’1 6l¢iildii ve

6,5’e ayarlanip distile su ile hacmi 200 mL’ye tamamlandi.

Amaranthus blitoides’in Cu?" indirgeme aktiviteleri bakir iyonlar1 indirgeme deney
protokoliiniin (Apak vd., 2006) hafif bir degistirilmesi sonucunda yapildi. Buna gore; farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan numunelerin (10-30 pg/mL) tiiplerine 0,01 M ve 0,25 mL
CuCly ¢ozeltisi, 7,5x10° M ve 0,25 mL etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 1 M, 0,25 mL
CH3COONHj4 tampon ¢ozeltisi teker teker ilave edildi. Otuz dakika sonra 450 nm’de kore
kars1 absorbans degerleri ol¢iildii (kor olarak distile su kullanildi). Amaranthus blitoides
ekstraktinin ve standart antioksidanlarm kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme grafigi
cizildikten sonra her bir standart antioksidan, olivetol i¢in 30 pg/mL’ye karsilik gelen

absorbans degerleri birbirleriyle karsilastirildi.

4.4. Antikolinerjik Aktivite
4.4.1. Asetilkolinesteraz Enzimine Kars1 Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Amaranthus blitoides bitki 6ziitiiniin asetilkolinesteraz enzimine kars1 etkisi Ellman yontemi
esas alinarak incelendi. Bu inceleme i¢in dncelikle ICso degerleri saptandi ve inhibisyon
tipleri belirlendi. Bu metodun temeli; kolinesterazlarin asetilkolinin tiyokolin ve asetata
ayrilmasi tepkimesini kataliz etmesidir. Uriin olarak ortaya cikan tiyokolin ve DTNB’nin
tepkimesi sonucunda meydana gelen sar1 renge sahip 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit meydana
gelir. Meydana gelen bu asit 412 nm’de absorbans verdi. Bitki ekstrakt1 ve kor kiivetlerinin

412 nm dalga boyunda ve 5 dakika siire ile absorbanslart 6l¢iildii (Sekil 4.2). Kontrol
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kiivetinde ve caligilan bitki ekstraktinin bulundugu kiivetteki kimyasal maddeler ve

miktarlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

H: H:
H.0—C—5—0C —C —N CHi
Asatittivodolin
AChE
HO
I H: H;
HC—C—o+ S0 —C —N(CH)
Azstat Tiydiootin

D'INE
"00C

AR

5-tivo-2-n itrobenzodlka st

(TNE)
Sekil 4.2: Asetilkolinesteraz aktivitesinin Ellman metoduyla tayini (Ellman, 1961)

Tablo 4.1: Kontrol kiivetinde ve bitki 6zitiinlin bulundugu kiivetteki kimyasal maddeler ve

miktarlart

Kullamilan Maddeler Kontrol Tiipii (nL) Numune Tiipii (nL)

Tris-HCI 100 100

Distile su 790 780

Bitki ekstrakti - 10

DTNB 50 50

Enzim ¢dzeltisi 10 10

Asetilkolintiyoiyodiir 50 50

4.4.2. Biitirilkolinesteraz Enzimine Kars1 inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Amaranthus blitoides bitki oziitinin BChE iizerindeki etkisi incelendi. Yontem
biitirilkolinin, tiyokolin ve asetata ayrilmasi tepkimesini Kataliz etmesidir. Uriin olarak
ortaya cikan tiyokolin ve DTNB’nin tepkimesi sonucunda meydana gelen sari renge sahip
5-tiyo-2-nitrobenzoik asit meydana gelir. Kontrol kiivetinin i¢erisinde 100 pL Tris-HCI, 790
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uL distile su, 50 uL DTNB, 10 pL enzim ¢ozeltisi ve 50 uL Biitilrilkolintiyoiyodiir
bulunmaktadir. Bitki ekstraktinin bulundugu kiivetin igerisinde de 100 puL Tris-HCI, 780 puL
distile su, 50 uL DTNB, 10 pL enzim ¢ozeltisi, 50 pL Biitilrilkolintiyoiyodiir ve 10 pL
ekstrakt bulunmaktadir. Ekstrakt icerisinde olusan renk ve kor kiivetlerinin 412 nm’de, 5

dakika stire ile absorbans degerleri 6l¢iildii.

4.5. Sitotoksik Etkilerin Incelenmesi
45.1. WST-1 Testi

Sitotoksisite testi Amaranthus blitoides bitki 6ziitiiniin MCF-7 hiicre hattina uygulama
yapilmasiyla analiz edildi. Amaranthus blitoides numunelerinden 1, 5, 10, 50, 100, 500,
1000, 5000, 10000 ve 50000 ppm olmak {izere on farkli konsantrasyon hazirlandi ve daha
sonra MCF-7 hiicreleri %10’luk FBS, %1’lik DMEM (penicilin/streptomisin) bulunan bir
ortamda kiiltiirlendi. Hiicreler yaklasik %80 ila %90 oraninda bir konfluense ulastiklarinda
caligmaya baslandi. Daha sonra hiicreler 96 kuyucuk bulunan bir mikroplakada kuyucuk
basma 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Daha sonra 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO;
bulunan bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde bu hiicreler test ajanlarina maruz
birakildi ve tekrar 24 saat boyunca 37°C’ve %5 CO2 bulunan bir ortamda inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra ise hiicrelerin ylizde canliligini degerlendirmek

tizere WST-1 hiicre canlilig1 test prosediirii uygulandi.

WST-1 testi, 96 kuyucuklu bir plaka formati kullanilarak hiicre popiilasyonunda; hiicre
proliferasyonu, hiicrenin biiyiimesi, canlilifi ve kemosensitivitesinin (kanserli hiicrelerin
kanser tedavilerine karsi duyarliigmin/direngliliginin degerlendirilmesi) radyoaktif
olmayan spektrofotometrik 6l¢limii amactyla kullanilir. Suda ¢ozdiiriilen tuz, hiicre kiiltiirii
ile muamele edildikten sonra inkiibe siiresinin igerisinde reaksiyon, hiicre kiiltiiriinde
bulunan mitokondriyal dehidrojenazin 6lgiisii ile dogru orantili olacak sekilde renk

degisikligine ugramaktadir.

Testi uygulamak ic¢in, calismaya hazir halde bulunan WST-1 reaktifi, daha 6nce 96
kuyucuklu mikroplakalarda kiiltiirii yapilan hiicrelerin bulundugu ortama direkt olarak
eklendi. Daha sonra reaktifi, boya formuna indirgemek amaciyla 90 dakika boyunca inkiibe
edildi. Daha sonra plaka, referans okumasi 630 nm dalga boyunda, 450 nm’de okundu. Elde

edilen veriler ELISA mikroplate okuma sonuglarina gore degerlendirilip ICso degerleri

38



GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Software, Inc., San Diego) yazilimi yardimi ile
hesaplanmustir.

4.6. Genotoksik Etkilerin incelenmesi
4.6.1. Komet Testi

Komet testi, DNA sarmal kiriklarini tespit etmek i¢in kullanilan hizli, ucuz ve oldukca
duyarl bir metottur. Komet testi, ¢ok az diizeyde olan DNA hasarlarini bile gosterebilmesi,
kiiciik sayilarda hiicre ile bile calismanin yapilabilmesi, ¢ok sayida ekipmana gerek
duyulmamasi, kolay uygulabilir olmasi, farkli hiicre ve doku gruplari ile c¢alisma
yapilabilmesi, sonuglara saatler iginde ulasilabilmesi sonrasinda degerlendirilebilmesi,
giivenirliliginin yiiksek olmasi, ekonomik olmas1 vb. gibi nedenlerden 6tiirii oldukga tercih

edilmektedir.

Yapilan hiicre kiiltiirli ¢alismasinda ICsg degerlerine bakilarak ICso degerinin alt1 ve istii olan
farkli konsantrasyonlar belirlendi. MCF-7 hiicreleri, Amarnthus blitoides i¢in 1 ppm, 10000
ppm ve 50000 ppm konsantrasyonlari ile 37 °C sicaklikta ve %5 CO2’li ortamda 24 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra hiicreler, yiizeyden alind1 ve
santrifiij edildikten sonra olusan siipernatant ortamdan alindi. Sonra tiipte kalan hiicrelere

PBS eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlandi.

Preparatlar1 hazirlamak i¢in PBS igerisinde olan %1°lik normal kaynama dereceli (NMP)
agaroz jelden 80 pL alindiktan sonra buzla sogutulan lamin {izerine damlatildi ve lamel ile
kapatilip 4°C’de 5 dk bekletildi, jel donduktan sonra lamel kaldirildi ve nemli kutularda
bekletildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 50 pL alinarak, 100 pL %0,7°1lik diisiik
kaynama dereceli (LMP) agaroz jel ile karistirild1 ve ilk hazirlanan agarozlu lamin {izerine
tabakalandirildi, iizerine lamel kapatilip donmasi i¢in buzdolabina konuldu. Bu da
donduktan sonra son olarak LMP agaroz jel, lizerinde ince bir tabaka olusturacak sekilde

konuldu ve caligilacak preparatlar hazir hale getirildi.

Hiicreyi ve cekirdek zarimi eritmek suretiyle DNA zincirlerinin agaroz igerisinde serbest
halde kalmasini saglamak amaciyla hazirlanan preparatlar bir saat boyunca yiiksek

konsantrasyonlu bir tuz ve deterjan (100 mM EDTA-Naz, 2,5 M NaCl, 10 mM Trisma base,
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%1’lik Triton X-100, %10’luk DMSO pH:10,0 olacak) bulunan soguk lizis soliisyonunda
bekletildi.

Preparatlar, DNA’daki zincirlerini ayirmak amaciyla alkali olan elektroforez tamponunda (1
mM EDTA-Naz, 300 mM NaOH, pH:13) 30 dk inkiibe edildi. Bu islemden sonra DNA’lar
bu tampon ¢6zeltinin iginde 300 mA ve 20 V elektriksel alanda 25 °C’de 30 dk yuritiildi.

Elektroforezde yiiriitme isleminden sonra, preparatlardan alkali ¢6zeltiyi uzaklastirmak i¢in
3’er dakikadan ii¢ kez her preparata 5 ml olacak sekilde nétralize tamponu olan 0,4 M Tris-
HCI (pH:7,5 olacak) ile yikama islemine tabi tutuldu. Bu islem de tamamlandiktan sonra
preparatlar SafeView ile boyandi. Floresans mikroskopa fotograflandirilarak sayim islemi
yapildi. Hasar bulunmayan DNAlara 0, hasar bulunanlara ise hasar derecesine gore 1 ila 4
arasinda puan verildi ve degerlendirme yapildi. Yapilan testin degerlendirmesi, TriTek
CometScore 2.0 SoftWare (TriTek Corporation, Sumerduck, VA, USA) yazilimi ile
yapilmistir.
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5.BULGULAR
5.1. Kuprak Metodu

Olgiilen absorbans degerleri incelendiginde Amaranthus blitoides 6ziitiiniin Cu?* iyonlarini
indirgeme kapasitesinin konsantrasyon ile ayni orantili bir sekilde arttigi saptanmustir.
Amaranthus blitoides ekstraktinin ve baz1 standart antioksidanlarin kuprik iyonlarin1 (Cu?*)

indirgeme grafigi ¢izilip asagidaki Sekil 5.1’de gosterilmistir.

]
I

Absorbans (450 nm)

0.5 A

0 ) 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.1: Amaranthus blitoides (AB) ekstraktinin farkli konsantrasyonlardaki (10-30
pg/mL) kuprik iyonlarmi (Cu?") indirgeme aktivitelerinin standart antioksidanlar
(o-tokoferol, troloks, Butillendirilmis hidroksianisol (BHA), Butillendirilmis
hidroksitoluen (BHT) ile karsilagtirilmasi

Elde edilen sonucglara gore olusturulan grafik incelendiginde ekstraktin ve standart
antioksidanlarin kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme aktivitelerinin siralamist BHASBHT >

o-Tokoferol > Troloks > Amaranthus blitoides seklinde oldugu saptanmustir.
5.2. Asetilkolinesteraz Enzimine Kars1 Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Doymus substrat derisiminde AChE enziminin Klasik inhibitorii olan Takrin ve bitki
ekstrakti ile inhibisyon etkisi incelendi ve aktivite (%)-konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Cizilen grafiklerden bitki ekstraktinin ve Takrin’in ICso degeri hesapland1 (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: AChE igin grafikler

Amaranthus blitoides’in 1Cso degeri 10,66 pg/mL olarak hesaplandi. Bu degeri Takrin ile
kiyasladigimizda bu bitkinin daha iyi bir inhibitoér oldugu sdylenebilir. Ciinkii yaptigimiz
caligmadaki AChE i¢in Takrin’in 1Cso degeri 38,50 pg/mL elde edilmistir. (ICso degerinin

diisiik olmast iyi bir inhibitér oldugunu gostermektedir).
5.3. Biitirilkolinesteraz Enzimine Kars1 inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

Doymus substrat derisiminde BChE enziminin klasik inhibitorii olan Takrin ve bitki
ekstrakti ile inhibisyon etkisi incelendi ve aktivite (%)-konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Cizilen grafiklerden bitki ekstraktinin ve Takrin’in ICsgo degeri hesaplandi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: BChE i¢in grafikler

BChE enzimi i¢in ise Amaranthus blitoides’in ICso degeri 53,31 pg/mL elde edildi. Bu
degeri Takrin ile kiyasladigimizda bu bitkinin biraz daha iyi bir inhibit6r oldugu sdylenebilir.
Ciinki yaptigimiz ¢calismadaki AChE i¢in Takrin’in ICso degeri 63,01 pg/mL elde edilmistir.

5.4. WST-1 Testi

ELISA mikroplate okuma sonuglari incelendiginde negatif kontrol olarak tanimlanan grup
yiizde yliz canli olarak kabul edilip farkli konsantrasyonlardaki yilizde canlilik hesaplamalari

yapildi. Elde edilen sonuglar asagida gosterilmektedir (Tablo 5.1; Sekil 5.4, Sekil 5.5)
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Tablo 5.1: Amaranthus blitoides e ait hiicre canlilik oranlari

J

Konsantrasyonlar (ppm) % Canlilik
Negatif kontrol 100
1 104,45
5 102.64
10 98,71
50 95,50
100 92,25
500 90,72
1000 87,95
5000 86,31
10000 80,20
50000 46,84
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Sekil 5.4: Amaranthus blitoides’e ait hiicre canlilig1 grafigi

Normallestirilmis Absorbans (%)

LoglC,;p= 4.804 pg/mL

150 ICg50= 63,73
-> — - o —
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Sekil 5.5: Amaranthus blitoides’e ait ICso degerlendirmesi
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5.5. Komet Testi

Goriintiiler incelendiginde 1 ppm ekstrakt ile muamele edilen hiicrelerde ¢ok sayida hiicrenin
DNA’sinin Tip 0 (hasarsiz) oldugu, az sayida da olsa Tip 1 (¢ok az hasarli) ve Tip 2 (az
hasarli) oldugu saptanmustir (Sekil 5.6).

Tip 0 (hasarsiz) Tip 1 (cok az hasarli) Tip 2 (az hasarli)

Sekil 5.6: 1 ppm konsantrasyonda farkli derecelerdeki DNA hasarmin floresan mikroskop

altindaki goriintiisii

10.000 ppm bitki ekstrakti ile calisilan hiicrelerin komet goriintiileri incelendiginde ise Tip
4 (¢ok hasarli) haric hemen hemen biitiin hasar dereceleri goriilmekte olup 1 ppm’lik
konsatrasyondan farkli olarak azimsanmayacak derecede Tip 3 (hasarli) dereceli DNA

hasarlar1 da goriilmiistiir (Sekil 5.7).
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Tip 0 (hasars1z) Tip 1 (cok az hasarli) Tip 2 (az hasarly)

Tip 3 (hasarly)

Sekil 5.7: 10000 ppm konsantrasyonda farkli derecelerdeki DNA hasarinin floresan

mikroskop altindaki goriintiisii.

Son olarak 50000 ppm ekstrakt ile muamele edilen hiicrelerde ise biitiin DNA hasar

derecelerinin goriildiigii saptanmustir (Sekil 5.8).
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Tip O (hasars1z)

Tip 1 (cok az hasarl)

Tip 2 (az hasarli)

Tip 3 (hasarli)

Tip 4 (cok hasarly)

Sekil 5.8: 50000 ppm konsantrasyonda farkli derecelerdeki DNA hasarinin floresan

mikroskop altindaki goriintiisii.

Tablo 5.2: Amaranthus blitoides’e ait genotoksisite (Komet Testi) degerlendirme sonuglari

Numune Ad1 Kuyruk DNA Kuyruk Kuyruklu
Uzunlugu  Kuyrugu Momenti  Cekirdek
(px) (%) Momenti

Negatif Kontrol 12.691.083  7.981.535  9.719.895  3.530.256

Amaranthus

bilitoides 1 ppm 28.514.706  11.689.779  27.336.902 8.456.455

(0,0001)

Amaranthus

bilitoides 10000 ppm  78.600.897 ~ 22.297.994  47.833.345 21.293.886

(%1)

Amaranthus

bilitoides 50000 ppm 131 511,111  31.730.993  85.966.432 43.545.308

(%05)
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Tablo 5.2’yi inceledigimizde, negatif kontroliin kuyruk uzunlugunun 12,69 px iken; 1
ppm’de 28,51 px, 10000 ppm’de 78,6 px, 50000 ppm’de ise 131,51 px oldugu
goriilmektedir. Kuyruk yogunluklarimi  (kuyruktaki DNA pargalarinin  yiizdesi)
inceledigimizde ise negatif kontrol grubunun yogunlugu %7,98 oldugu goériiliirken bu deger
1, 10000 ve 50000 ppm ekstraktlarda sirasiyla %11,68, %22,29 ve %31,73 olarak
goriilmiistiir. Kuyruk momentini inceleyecek olursak negatif kontroliin 9,71; 1, 10000 ve
50000 ppm’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla 27,33, 47,83 ve 85,96 olarak saptanmustir.
Son olarak kuyruk ¢ekirdek momenti degerlerinde negatif kontroliin 3,53; 1, 10000 ve 50000
ppm’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla 8,45, 21,29 ve 43,54 oldugu goriilmiistiir.

Biitiin sonuglar degerlendirildiginde Amaranthus blitoides ekstraktina tabi tutulan MCF-7
hiicrelerinin  komet goriintiilerinde ekstrakt konsantrasyonunun arttikca MCF-7

hiicrelerindeki DNA hasarinin da dogru orantili sekilde arttig1 gézlemlenmistir.
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6. TARTISMA

Meme kanseri, yiiksek mortalite ve morbidite oran1 nedeniyle kadinlar arasinda 6nde gelen
bir saglik sorunudur. Metastatik meme kanserinde bes yillik sagkalim orani, adjuvan
kemoterapiyle bile %30'un altindadir (Riggio vd., 2021). 2020 yilinda diinya ¢apinda yeni
tan1 konulan meme kanseri vakalar1 yaklasik olarak 2,3 milyon ve kadinlar arasinda goriilen
yaklasik olarak kanser vakalarinin dortte birini olusturmaktadir. Meme kanseri hastaligi,
tilkelerin genelinde en sik tan1 konan kanser tiiriidiir ve 110 tilkede kanser 6liimlerinde ilk
sirada yer almaktadir (Sung vd., 2021). Ulkemize baktigimizda ise tipki diinya capinda
oldugu gibi en sik goriilen kanser ¢esidi meme kanseridir (URL-12, 2022).

Gilinlimiizde hastaliklarin 6nlenmesi ve terapdtik amaclarla dogal iiriinlerin ve tibbi bitkilerin
kullanim1 giderek artmaktadir. Fitoterapi uygulamalar1 diinyada bircok iilkede artig
gostermektedir ve lilkemizde de 6zellikle kanser gibi belirli hastaliklarda ¢esitli ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bazi bitkisel {riinlerin deney hayvanlarindaki tiimorli hiicreler tizerinde

sitotoksik etki gosterdigi ve kansere karsi kullanilabilecegi iddia edilmistir.

Fitoterapi, tiimdriin semptomatik tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir bu nedenle

arastirmacilarin, aragtirmalarini bitki kokenli antikanserojenik alanda yapmaya sevk etmistir

(Pandey vd., 2017).

Fitoterapide kullanilan bitkilerin, kanserde maligniteye karsi savunmada etkili olan
detoksifikasyonun arttirilmasinda, bazi hormonlarin, enzimlerin olumsuz etkilerinin,
kemoterapinin ve/veya radyoterapinin olumsuz etkilerinin ve komplikasyonlarin
azaltilmasinda, ayrica viicudun bagisiklik fonksiyonunu iyilestiren hiicrelerin biyolojik

etkilerinde etkili oldugu goriilmektedir (Lopes vd., 2017).

Amornrit vd. (2015), Amaranthus lividus L. ve Amaranthus tricolor L. ekstraktlarini insan
noroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinde hiicre canliligini tespit etmek amactyla MTT testini
kullandilar. SH-SY5Y hiicreleri farkli konsantrasyonlardaki (0—1000 pg/mL) A. lividus L.
ve A. tricolor L. bitki ekstraktlar1 ile 24 saat boyunca inkiibe ettiler. Elde ettikleri verilere

gore bu bitki ekstraktlarinin hiicre canliligin1 %80 azalttigin1 buldular.

Baghani vd. (2019), Amaranthus cruentus-biyosentezlenmis giimiis nanopartikiillerinin
antioksidan aktivitesini ve MCF-7 meme kanseri hiicre hattina yonelik sitotoksik etkilerini
incelediler. Sitotoksik etkileri igin MTT testini, antioksidan aktivitesi i¢in DPPH ve ABTS

yontemlerini kullandilar. Elde ettikleri verilere gore ekstrakt ¢ozeltisinin MCF-7 hiicrelerine
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kars1 zamana ve doza bagl sitotoksisite gdsterdigini, 80 ng/mL konsantrasyonu ile 24 saat
maruz birakildiginda, kanserli hiicrelerin canlilig1 48 saat ve 72 saat sonra sirasiyla %19'dan
%2,03'e ve %1,9'a diistiigiinii buldular. Yaptiklar1 antioksidan aktivitesi caligsmalarina gore
ise ekstraktin ICso degerini 500 ug/mL (DPPH) ve 400 ng/mL (ABTS) olarak elde ettiler.
Bu veriler 1s13inda genel olarak bitki ekstraktini, metal nanopartikiillerin sentezi igin
tehlikeli yontemlere karsi kolay ve ¢evre dostu alternatifler olarak hizmet edebilecegini,
dolayisiyla A. cruentus'un biyosentezledigi giimiis nanopartikiillerinin diisiik toksisiteleri ve
uygun antioksidan aktiviteleri nedeniyle tipta ¢esitli amaglarla kullanilabilece§i sonucuna

vardilar.

Safii vd. (2023), Amaranthus caudatus L. ekstraktinin insan Hepatosit hiicre hatlari
tizerindeki sitotoksik etkilerini MTT testi notral kirmizist testi ile incelediler. MTT testini
gerceklestirmek i¢in; 24 saatlik inkiibasyonun ardindan, her bir kuyucuga 0,05 mg MTT
ilave ettiler ve inkiibatorde iki saat beklettiler. Daha sonra kuyucuklardaki sivinin tamamin
bosalttilar ve her kuyucuga 100 mikrolitre dimetil siilfoksit (DMSO) eklediler. Mor boyanin
iyi bir ortamda tamamen dagilmasi igin plakay1 birka¢ kez hafifce galkaladilar. Sonunda
kuyucuklarda olugan mor boyanin absorbansini 490 nm dalga boyunda bir ELISA
okuyucusu ile okudular. Tiim adimlari bes kez tekrarladilar ve ortalama absorbansi,
mitokondriyal aktivite olarak kabul ettiler. Elde ettikleri absorbans degerleri ile hiicre
canlilik yiizdesini hesapladilar. Bu hesaplamalara goére 10,50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin  6nemli Olc¢lide azalmadigini, 200 pg/mL
konsantrasyonunda ise hiicre canliligimmin %40’a diistiiglinii elde ettiler. Notral kirmizisi
yontemini uygulamak i¢in 24 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin igeriklerini
bosalttilar, her kuyucuga 200 pL desorbing soliisyonu ilave ettiler ve hiicrelerden notr
kirmizi boyay1 ¢ikartarak kuyucuklarda biriktirdiler. Daha sonra 96 oyuklu bir plakayi,
yaklagik on dakika boyunca bir calkalayiciya yerlestirdiler. Sonunda kuyucuklarin
absorbansint ELISA ile 540 nm'de okudular. Elde ettikleri absorbans degerleri ile hiicre
canlilik ytlizdesini hesapladilar. Bu hesaplamalara gore hiicrelerin canliliginin 10 ve 50
pg/mL konsantrasyonlarda 6nemli 6l¢iide azalmadigini, 100 pg/mL konsantrasyonda hiicre
canliliginin yar1 yariya (%50) distiigiinti, 200 pg/mL seyreltmede hiicre konsantrasyonda
hiicre canliliginin bundan daha diisiik (%30) oldugunu elde ettiler. Bu yontemle ayni

zamanda bu bitkinin doza bagli sitotoksisitesini de dogruladilar.
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Amaranthus spinosus yapraklarinin  metanolik ham ekstraktlarmin  2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikallerini temizledigi ve linoleik asit oksidasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Yazarlar ayrica toplam fenolik ve toplam flavonoid aktivitesini de bildirdiler
(Amabye, 2015). Organik amaranth ununun antioksidan aktivitesi, DPPH radikallerine kars1
serbest ve bagli formu kullanilarak degerlendirildi, bagli formun antioksidan aktivitesinin
serbest forma gore ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bagli ve serbest antioksidan
aktiviteleri sirasiyla %91,01 ile %98,70 ve %1,30 ile %8,90 arasinda degismektedir (Inglett,
2015). Amaranthus caudatus'un ¢i¢eklerinden, tohumlarindan ve yapraklarindan metanol ve
sicak su ile ekstrakte edilen taneninin ABTS, DPPH radikallerini temizledigi ve indirgeme
giicline sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak 1 mg/mL'de azaltilmis antioksidan gii¢ tahlili
degerleri 0,1 ile 1,14 arasinda degismektedir. 100 pg/mL'de tanen, insan promyelositik
16semi (HL-60) hiicre hattinda siiperoksit radikalinin %41'ini ve makrofaj (RAW 264.7)
hiicrelerindeki nitrik oksit (NO) seviyelerini %43,4 oraninda inhibe etti. Ayrica tanen
uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD) ekspresyonu artti. Bulgular,
Amaranth taneninin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve makul bir antitimor ajani
olabilecegini diistindiirmektedir (Jo, 2015). Amaranthus lividus ve Amaranthus hybridus'un
kok ve tohumlarinin metanolik ekstraktlarinin, standart olarak biitillenmis hidroksitoluen
kullanilarak DPPH radikallerini temizledigi gosterilmistir. A. lividus ve A. hybridus i¢in ICsp
degerleri sirasiyla 93 + 2,4 ve 28 + 1,8 ug/mL bulunmustur (Mamun vd., 2016).

Biz de yaptigimiz bu tez ¢alismamizda Tiirkiye’nin Bartin ilinden toplanan Amaranthus
blitoides bitkisinin antioksidan ve antikolinerjik aktivitelerini, MCF-7 hiicre hattinda

sitotoksik ve genotoksik etkilerini literatiire kazandirmay1 amagladik.

Yapilan bu ¢alismada Amaranthus blitoides (siiriiniicii horoz ibigi) bitkisinden elde edilen
ekstraktin antioksidan, antikolinerjik, antikanser ve genotoksik etkileri incelenmistir. Bitki
ornekleri toplandi, kurutuldu ve daha sonra 6giitiicii ile toz haline getirildi. Toz haline

getirilen numuneden 25 gr tartild1 ve Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile ekstrakt elde edildi.

Bitkinin antioksidan etkilerini incelemek amaciyla kuprak metodu kullanild: ve elde edilen
sonuglara gore 30 pg/mL Amaranthus blitoides ekstraktinin standart antioksidanlar ile
karsilagtirildiginda (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) bakir iyonlarini indirgeme

etkinliginin en diisiik oldugu saptanmustir.

Bitkinin antikolinerjik etkilerini incelemek amaciyla kolinesterazlar (AChE ve BChE) ile

calisilmistir. Amaranthus blitoides’in AChE ve BChE enziminin klasik inhibit6rii Takrin’e
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kars1 inhibisyon etkisi incelendi ve her iki enzime gore de daha iyi bir inhibitér oldugu

sonucuna varilmistir.

Bitkinin sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla yapilan WST-1 testinde hazirlanan ¢ok
sayida farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hattindaki etkileri
incelendi. Elde edilen sonuglara gore 1 ve 5 ppm’lik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
cok az da olsa arttig1 (1 ppm: %104,45, Sppm: %102,64), daha sonraki konsantrasyonlarda
ise konsantrasyonun artmasina bagli olarak yiizde canliliginin giderek azaldig1 goriilmiistiir.
Amaranthus blitoides’e ait ICsg degeri ise 63,73 pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu bitkinin
toksik dozlarda hiicre canliligini azaltarak toksik etkilere sahip oldugu bulunmustur; yani
50000 ppm konsantrasyonda hiicre canlilik oran1 yarinin altina iner bu da sarilik ve akut
yetmezlige neden olabilir. Dolayisiyla bu bitkinin yaygin kullanim1 nedeniyle yararlar1 ve
olumlu etkilerinin yan1 sira hepatotoksik etkileri de dikkate alinmali ve keyfi tiiketimi

smirlandirilmalidir.

Bitkinin genotoksik etkilerini incelemek amaciyla Komet testi kullanildi ve elde edilen
sonuglara gore; 1 ppm Amaranthus blitoides ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerde ¢ok
sayida hiicrenin DNA’sinin Tip 0 (hasarsiz) oldugu, az sayida da olsa Tip 1 (¢ok az hasarli)
ve Tip 2 (az hasarli) oldugu saptanmistir. 10000 ppm’lik ekstrakta maruz birakilan hiicrelerin
komet goriintiilerinde ise Tip 4 (¢ok hasarli) haric hemen hemen biitiin hasar dereceleri
goriilmekte olup 1 ppm’lik konsatrasyondan farkli olarak azzimsanmayacak derecede Tip 3
(hasarl1) dereceli DNA hasarlar1 da goriilmiistiir. Son olarak 50000 ppm ekstrakt ile muamele
edilen hiicrelerde ise genel olarak DNA hasar derecelerinin Tip 3 (hasarli) ve Tip 4 (¢ok
hasarli) olduklart saptanmigtir. Negatif kontroliin kuyruk uzunlugunun 12,69 px iken; 1
ppm’de 28,51 px, 10000 ppm’de 78,6 px, 50000 ppm’de ise 131,51 px oldugu
goriilmektedir. Kuyruk yogunluklarina bakildiginda negatif kontrol grubunun %7,981ik bir
yogunlugu varken 1, 10000 ve 50000 ppm’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %11, 68, %22,29
ve %31,73 yogunluga sahip oldugu gorilmiistiir. Kuyruk momentini inceleyecek olursak
negatif kontroliin 9,719; 1, 10000 ve 50000 ppm’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla 27,33,
47,83 ve 85,96 olarak saptanmistir. Son olarak kuyruk c¢ekirdek momenti degerlerinde
negatif kontroliin 3,53; 1, 10000 ve 50000 ppm’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla 8,45,
21,29 ve 43,54 oldugu goriilmiistiir.

Biitiin genotoksisite sonuglar1 degerlendirildiginde Amaranthus blitoides ekstraktina tabi

tutulan MCF-7 hiicrelerinin komet goriintiilerinde ekstrakt konsantrasyonunun arttik¢a
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MCEF-7 hiicrelerindeki DNA hasarinin da dogru orantili sekilde arttig1 gozlemlenmistir. Bu

nedenle bu bitkinin kullanim1 kontrol altinda tutulmal1 ve keyfi olarak ¢ok tiiketilmemelidir.
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7.SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismanin planlanmasi sirasinda  Siirliniici  horoz ibigi (Amaranthus
blitoides)’nden elde edilen ekstrakta ait antioksidan ve antikolinerjik aktivite ¢aligmalari ile
MCEF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik etkilerine dair bir ¢aligmaya yapilan literatiir
taramalarinda rastlanilmamistir. Bu ¢alismada Amaranthus blitoides bitkisinin; kuprak testi
ile antioksidan ozellikleri, kolinesterazlar (AChE ve BChE) kullanilip standart inhibitor
Takrin ile karsilastirilarak antikolinerjik aktivitesi, WST-1 testi sitotoksisitesi ve son olarak

komet testi ile genotoksisitesi incelenmistir ve ¢ikan sonuglar degerlendirilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada ¢evreye zararl ve pahali olan kimyasal yontemlerde kullanilan toksik
indirgen ajanlarin yerine hem daha ¢evreci hem de daha ucuz bir yontem olan fitoterapi
olarak adlandirilan bitki Oziitlerinin  kullanilmas1  yonteminin  gelistirilmesi  ve

yayginlastirilmasi amaglanmaistir.

Yaptigimiz ¢alismadaki Amaranthus blitoides bitkisi ile yapilan kuprak metodunun
sonuglart degerlendirildiginde bu bitkinin az da olsa antioksidan 6zellik gosterdigi; AChE
ve BChE enziminin klasik inhibitorii Takrin’e karsi inhibisyon etkisi incelendi ve her iki
enzime gore de daha iyi bir inhibitdr oldugu; WST-1 testinin sonuglart degerlendirildiginde
MCF-7 hiicre canliligiin diisiik konsantrasyonlarda arttii ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarla muamele edilince hiicre canliliginin azaldig1 goriilmistir. Komet
testinin sonuglar1 degerlendirildiginde ise Amaranthus blitoides ekstraktinin konsantrasyon
yiizdesinin arttikca MCF-7 hiicre hattinda DNA hasarmin da dogru orantili sekilde arttig:
gozlemlenmistir. Elde ettigimiz bu veriler Amaranthus blitoides ekstraktinin antioksidan ve
antikolinerjik 6zellikleri, sitotoksik ve genotoksik etkileri hakkinda yeni bilgiler vermistir.
Calisilan bu bitkinin amagladigimiz 6zellik ve etkilerini belirlemek i¢in ek arastirmalar
gerekli olsa da elde ettigimiz bu veriler 15181nda meme kanseri tedavisi i¢in fitoterapdtik bir
ajan olarak ayriyeten az da olsa antioksidan olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle Amaranthus blitoides ekstraktinin MCF-7 hiicrelerindeki bu etkileri in vivo

deneylerde de gosterilerek bu bulgularin desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bilindigi tizere yapilan her biyolojik calismada, kullanilan bitkilerinin biyolojik
aktivitelerini etkileyen bircok faktor bulunmaktadir. Ornegin, yapilan calismanin test

sentezinin hangi yontem ile yapildigi, ¢alisilan konsantrasyonlarin degeri, bitki ekstraktinin
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elde edilme sekilleri, saklama kosullar1 gibi farkli caligsmalarda degiskenlik gosterebilen bu
faktorlere bagli olarak 6nceden yapilan ya da sonradan yapilacak olan ¢aligmalarda farkli

sonuclar elde edilebilmektedir/edilebilecektir.

Kisaca, yapilan literatiir taramasinda Amaranthus blitoides bitkisinden elde edilen ekstraktin
antioksidan ve antikolinerjik 6zelliklerinin, MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin incelenmedigi gorilmiistiir. Yapilan bu caligmada bitkinin bu 6zellikleri
incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarda bu bitki ekstraktinin
saglik ve gida endiistrilerinde degerlendirilebilecegi goriilmiistiir. Farkli ¢aligmalarda bu
bitkiden daha iyi sonuglar elde edebilmek icin daha farkli ekstraksiyon yontemleri, daha
yiiksek konsantrasyonlar ya da bitkinin etken maddelerinin hangi kanser tiiriine olumlu etki
gosterdigi arastirilarak farkli kanser hiicre hatlarinda kullanilabilir. Boylelikle antioksidan,
sitotoksik ve genotoksik Ozelliklerinde daha verimli sonuglar elde edilebilecegi

Oongoriilmektedir.
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