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OZET

Berberis crataegina DC. meyve ekstrelerinin antioksidan kapasitelerinin ve sitotoksik
etkilerinin arastirilmasi

Berberis crataecgina DC. Tiirkiye'de dogal olarak yetigen tibbi bir bitkidir. Berberis cinsindeki bitkilerin
antikanser ve antioksidan aktiviteler de dahil olmak {izere birgok farmakolojik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Antioksidanlar, lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde 6nemli hasara
neden olabilen oksijen igeren oldukca reaktif molekiiller olan reaktif oksijen tiirlerini (ROS) nétralize
edebilen molekiillerdir. Bu ¢caligma, Berberis crataegina DC meyvelerinden elde edilen metanol, etanol,
diklorometan, etilasetat ve n-butanol ekstrelerinin antioksidan kapasitesini ve sitotoksik etkilerini test
etmeyi amaglamaktadir. Antioksidan aktivite DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), ABTS (2,2'-
azinobis(3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit)) ve toplam fenolik i¢erik (TPC) testleri kullanilarak kontrol
edilmistir. Bes farkli Berberis crataegina DC. ekstresine maruz kaldiktan sonra A549 akciger kanseri
hiicrelerinin canliligi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolyum bromide) MTT deneyi
kullanilarak gergeklestirilmistic. DPPH ve ABTS deneyleri, metanol ekstresinin en diigiik 1C50
degerlerine sahip oldugunu ortaya koyarak iistiin radikal siipiirme yetenegini gostermistir. Ayrica,
Berberis crataegina DC.'nin TPC'si de incelenmis ve yiiksek fenolik icerik sergilemistir. Genel olarak,
sonuglar metanol ekstrelerinin en yiiksek antioksidan aktiviteyi sergiledigini, bunu etanoliin izledigini
ve en diisiik aktivitenin n-biitanol ekstresinda gozlendigini gostermistir. Sitotoksisite agisindan,
500pg/ml metanol ve etil asetat ekstreleri, 72 saatlik inkiibasyondan sonra A549 kanser hiicrelerinin
canliliginda en etkin azalmayi saglayan ekstreler olmustur. Bu ekstreleri etanol ekstresi izlemistir.
Calisma, optimum antioksidan ve sitotoksik aktiviteler i¢in ¢6ziicli se¢iminin 6nemini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: A549, ABTS, Antioksidan, Berberis, Berberis crataegina, DPPH, TPC, Akciger
kanseri, radikal siipiirme



SUMMARY

Investigation of antioxidant capacities and cytotoxic effects of Berberis crataegina DC.
fruit extracts

Berberis crataecgina DC. is a medicinal plant that is native to Turkey. Plants in the Berberis genus have
been documented to have many pharmacological activities including anticancer and antioxidant
acitivities. Antioxidants are molecules capable of neutralizing reactive oxygen species (ROS), which
are highly reactive molecules containing oxygen that can cause significant damage to cellular
components such as lipids, proteins, and DNA. The study aims to test the antioxidant capacity and the
cytotoxic effects of the methanol, ethanol, dichloromethane, ethylacetate and n-butanol extracts of
Berberis crataegina DC fruits. The antioxidant activity was checked using DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonic acid)), and total phenolic content
(TPC) assays. The viabilty of A549 lung cancer cells after exposure to the five different Berberis
crataegina DC. extracts was performed using the (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) MTT assay. The DPPH and ABTS assays revealed that the methanol extract had the lowest
IC50 values, indicating its superior radical scavenging ability. Moreover, the TPC of the was also
examined, and Berberis crataecgina DC. exhibited high phenolic content. Overall, the results showed
that methanol extracts exhibited the highest antioxidant activity, followed by ethanol, with the lowest
activity observed in the n-butanol extract. Regarding cytotoxicity, the 500pg/ml methanol and ethyl
acetate extracts produced significant decrease in the viability of the A549 cancer cells after a 72-hour
incubation. Ethanol extract was found as the third potent extract in terms of cytotoxic activity. The study
has shown the importance of solvent selection for optimal antioxidant and cytotoxic activities.

Anahtar Kelimeler: A549, ABTS, Antioxidant, Berberis, Berberis cratacgina, DPPH, TPC, Lung
cancer, Radical Scavenging
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ONSOZ

Bu ¢aligma, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali'nda
gergeklestirilmistir. Bu calismada, Berberis crataegina DC. mevyesinin farkli ekstrelerin
antioksidan etkileri ve AS549 akciger kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri
arastirilmigtir. Bu ¢alisma ve elde edilen verilerin, Tiirkiye'ye dogal olarak yetisen bu bitkinin
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit)

ALL Akut lenfoblastik 16semi

AML Akut myeloid 16semi

APC Adenomat6z polipozis loli geni

BCR-ABL Breakpoint cluster region - Abelson 16semi viriisii flizyon geni

BHT Biitilhidroksitoluen

CAR-T Kimerik antijen reseptor T hiicresi

CAT Katalaz enzimi

CUPRAC Cupric reducing antioxidant capacity - Cupric antioksidan azaltma
kapasite

CTLA-4 Sitotoksik T lenfosit iligkili antijen-4

DMSO Dimetilsiilfoksit

DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

ER Ostrojen reseptorii

FBS Fetal bovine serum - Fetal sigir serumu

GAE Gallik asit esdegeri

GPx Glutatyon peroksidaz

GSH Glutatyon

HAT Hidrojen atom transferi

IC50 Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyonu

ICI Immiin kontrol noktas1 inhibitorii

KML Kronik myeloid 16semi

KLL Kronik lenfositik 16semi

MHC-I Major histouyumluluk kompleksi I

MTT 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

NMR Niikleer manyetik rezonans

NOX NADPH oksidaz

oG Onkogen

ORAC Oksijen radikal absorbans kapasitesi

PBS Phosphate buffered saline - fosfat tamponlu salin

PD-1 Programmed cell death receptor 1 - programlanmis hiicre 6liim

proteini 1 Cullin 3

POG Proto-onkogen
PUFA Coklu doymamis yag asitleri
ROS Reactive oxygen species - reaktif oksijen tiirleri
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SET
SOD
SS

TE
TEAC
TP53
TPC
TRAP

TSG
uv

Single electron transfer - tek elektron transferi

Siiperoksit dismutaz

Standart sapma

Trolox esdegeri

Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasitesi

Tiimdr Protein p53 geni

Total phenolic content - toplam fenolik igerik

Total radical-trapping antioxidant parameter - toplam radikal
yakalama antioksidan parametresi

Tumor suppressor gene - timor baskilayici gen

Ultra-viyole
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1. GIRIS

1.1. Antioksidanlar

Antioksidan terimi, biyomolekiillerin reaktif oksijen tiirleri nedeniyle maruz kaldigi
hasar1 koruyabilen, azaltabilen veya onarabilen herhangi bir maddeyi tanimlayan semsiye bir
terimdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen igeren herhangi bir reaktif tiirii ifade eden ilgili
bir terimdir (R. Li ve ark., 2016). ROS, serbest radikaller ya da serbest olmayan radikaller
olabilir. Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektron icerir. Buna 6rnek olarak
hidroksil radikali HO", singlet oksijen 'O,, siiperoksit radikali O,", alkoksil radikali LO" ve
peroksil radikali LOO" verilebilir. Ote yandan, hidrojen peroksit H»O», lipid hidroperoksit
LOOH, peroksinitrit ONOO™, ozon Os ve hipokloréz asit HOCI gibi serbest olmayan
radikaller (radikal olmayanlar olarak da bilinir) eslesmemis elektron i¢cermez (Halliwell,
1996). Ultra-viyole (UV) (de Jager vd., 2017) veya kirlilik (Poljsak ve Fink, 2014) gibi ROS
olusumunun dis kaynaklarina ek olarak, ROS normal biyolojik islevlerin bir parcasi olarak da
olusur, drnegin ikinci haberciler olarak hizmet eder (Martin vd., 2022). Ayrica, mitokondri
ATP sentezi sirasinda onemli miktarda ROS iiretir. Serbest radikallerin bir diger énemli
kaynag1 da fagositlerin enfeksiyona karsi savunma mekanizmasinin bir parcast olarak
kullandigt NADPH oksidazlardir (NOX'lar). Mitokondri ve NOX'lar oncelikle siiperoksit
iretir. ROS ayrica endoplazmik retikulum ve peroksizomlarda da sentezlenir (Aranda-Rivera

vd., 2022; Del Rio & Loépez-Huertas, 2016).

Hidroksil radikalleri (HO") biyolojik sistemlerdeki en reaktif tiirlerdir. Yiiksek reaktivite
nedeniyle, hidroksil radikallerinin yar1 dmrii son derece kisadir, yaklasik 1 nanosaniye. HO
olusumu, bir siiperoksit anyonunun ferrik iyonu (Fe*") ile reaksiyona girerek oksijen ve bir
demir iyonu (Fe?") Uirettigi Haber-Weiss reaksiyonu ile baglar. Bu reaksiyondan iiretilen demir
iyonu, bir hidroksil radikali, bir hidroksil iyonu ve oksijen iireten Fenton reaksiyonunu baslatir
(Kehrer vd., 2010). Bazi aragtirmacilar HO" radikallerinin oksidatif hasardaki roliine siipheyle
yaklasarak bu radikalin Fenton reaksiyonundan olusamayacagini ve olusan asil radikalin bir
karbonat radikali (COs™) ve dolayisiyla oksidatif hasardan sorumlu radikal olacagini iddia
etmiglerdir (Lipinski, 2011). Bununla birlikte, niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ve diger kaynaklardan elde edilen bulgular, ger¢cekten de Fenton

reaksiyonundan tretilen HO ’nin ¢esitli biyomolekiillerde oksidatif hasardan sorumlu radikal



oldugunu gostermektedir (Zhao, 2023). Asagidaki iki denklem sirasiyla Haber-Weiss

reaksiyonunu ve Fenton reaksiyonunu gdstermektedir.

Fe’™ + 0y — Fe?" + 0O,

Fe** +H,0, — OH" + OH + O, +Fe’*"

1.1.1. Oksidatif stres

Diisiik konsantrasyonlarda, reaktif oksijen tiirleri fizyolojik islevlerin normal bir pargasi
olarak kabul edilir. Ancak, bazen antioksidan sistemin bunlarla basa ¢ikma kapasitesini asacak
kadar artarlar ve bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir (R. Li vd., 2016). Bu durum, esas
olarak lipidleri, deoksiriboniikleik asidi (DNA) ve proteinleri hedef alan oksidatif hasarin

cesitli zararl etkileri nedeniyle bir organizma i¢in zararhidir.

ROS aracili DNA hasar1 birden fazla sekilde gergeklesebilir: ¢ift sarmal kirtlmasi, tek
sarmal kirilmasi veya 8-oksoguanin olusumu yoluyla niikleozit bazlarinda meydana
gelebilecek bir degisiklik. Cift iplikli kirilmalar kromozomlarda yeniden diizenlemeye ve
genetik bilgi kaybina yol acabilir ve niikleositlerdeki degisiklikler guaninden timin'e veya
guaninden adenozin'e doniisiimlere neden olabilir (Caldecott, 2023; Srinivas vd., 2019).

DNA'daki hasar DNA pargalanmasi, mutasyonlar, nekroz ve kanserle sonucglanabilir.

Lipid peroksitler, bircok hiicresel fonksiyona hizmet etmek iizere siklooksijenaz
enzimleri tarafindan dogal olarak sentezlenir. Bununla birlikte, ROS lipidlere saldirdiginda
patolojik olarak da olusurlar. Lipid peroksidasyonu tipik olarak ¢oklu doymamais yag asitlerini
(PUFA'lar) hedef alir, cilinkii ortaya ¢ikan radikal PUFA'daki cift baglarla rezonans yoluyla
stabilize edilir. Membran lipidlerinin peroksidasyonu lipid-lipid etkilesimlerini degistirerek
gecirgenlikte, iyon gradyanlarinda ve membran akigkanliginda degisikliklere yol acar. Bu
durum ateroskleroz, Alzheimer hastaligi, ferroptoz ve diger hastaliklarla sonuglanabilir

(Gaschler & Stockwell, 2017; Juan ve ark., 2021; Pefia-Bautista ve ark., 2019).

ROS tarafindan etkilenen bir diger 6nemli biyomolekiil sinifi proteinlerdir. Genellikle
ROS’lar, ROS saldirilar1 nedeniyle oksidasyona duyarli olan siilfhidril (-SH) gruplarinin
varligi nedeniyle sistein ve metiyonin kalintilarina saldirir. Amino asit oksidasyonuna ek

olarak, bu durum proteini kiimelenmesine veya agregasyonuna ya da peptit omurgasinin



kirilmasina yol acabilir. Bu durum, romatoid artrit ve digerleri gibi cesitli hastaliklarin

gorililme siklig ile iliskilendirilmistir (Ezraty vd., 2017; Juan vd., 2021).

1.1.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar suda ¢oziiniirliiklerine gore glutatyon (GSH), askorbik asit, lipoik asit
ve lirik asit gibi hidrofilik veya suda ¢oziliniir antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Bu tip
antioksidanlar sitozol ve plazmadaki oksidasyonla ilgilenir. Diger antioksidan tiirii hidrofobik
veya yagda ¢oziinen antioksidanlardir ve dncelikle hiicre zarimi oksidatif hasardan korurlar.

Bunlar ubikinon, B-karoten ve E vitamini i¢erir (Kumar vd., 2017).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak da
siiflandirilabilir. Ana enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutazlar (SOD'lar),
Glutatyon Peroksidaz (GPx), ve katalaz (CAT) yer alir. SOD siiperoksit radikali O," nin
hidrojen peroksite doniistimiinu katalize eder, CAT hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii
katalize eder ve GPx H,O ve ROH firetmek i¢in H,O, ve lipit peroksitler ROOH ile reaksiyona
girer (MatEs vd., 1999).

Enzimatik olmayan antioksidanlar genellikle radikal zincir reaksiyonlarini kirmak i¢in
serbest radikallerle reaksiyona girerek calisan diisiik molkiil agirlikli molkiillerdir. Bunlar
ayrica endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Endojen
antioksidanlar insan viicudunda dogal olarak {iretilir ve glutatyon, koenzim Q ve iirik asidi
icerir. A, E, C vitaminleri ve likopen, flavonoidler ve kumarinler gibi eksojen antioksidanlar

insan viicudunda sentezlenmez (Aranda-Rivera vd., 2022).

1.1.3. Antioksidan aktivite test yontemleri

Oksidatif stresin ¢esitli insan hastaliklarinda oynadigi rol, bu alana yonelik ¢ok sayida
arastirma yapilmasma neden olmustur. Bitki ekstrelerinin oksidatif strese karsi koyma
potansiyeli yiiksek oldugundan, bu ekstrelerin antioksidan kapasitesini tespit etmek i¢in bir¢ok
yontem gelistirilmistir. Bu yontemler iki ana kategoriye ayrilabilir: tek elektron transferi (SET)
yontemleri ve hidrojen atomu transferi (HAT) yontemleri. HAT ve SET bu ydntemlerin
¢ogunda es zamanli olarak gerceklesebilir ve bu da ayn1 yontemin farkli sekilde kategorize

edilmesine neden olabilir.



SET tabanli yontemler, bir molkiiliin bir radikal tiire bir elektron aktarma ve bdylece
onu azaltma kapasitesini 6l¢er. Bu, 1,10-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), toplam fenolik igerik
(TPC), cupric antioksidan azaltma kapasite (CUPRAC) testleri (Tan & Lim, 2015) gibi en

yaygin antioksidan testlerinden bazilarini icerir. Genel denklem asagidaki gibi yazilabilir:

AH+X —» AH"+ X

Bu yontemler, bir antioksidanin bir radikale hidrojen atomu bagislama ve dolayisiyla
onu nétralize etme yetenegini dlcer. oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve toplam
radikal yakalayici antioksidan parametresi (TRAP) HAT'a dayali yontemlere 6rnektir (Tan &
Lim, 2015).

AH+X — A"+ XH

1.2. Kanser

Kanser, anormal sagliksiz hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesiyle karakterize olan ve pek

cok Ozelligi barindiran bir hastaliktir (Torpy vd., 2010). Sekil 1.1.'de gorsellestirilen gesitli
Ozelliklerle karakterize edilir (Edwards, 2019).

Anjiyogenez yoluyla kendine Gevre dokulara invazyon yapma
besin saglama ve yayilim

Anormal metabolizma le

Kanser hiicresinin Sinirsiz sekilde gogalma ve
Bagisiklik sistemi tarafindan |, ozellikleri yaslanmama

taninmaktan kaginma

I Biytmeyi Il
Tumor gelisimini destekleyen " S ISP SR TREN
sinyallere yanit vermeme

inflamasyon

v

Genomik instabilite ve Kendilerine yetecek kadar
mutasyonlar buylyebilmeleri

Sekil 1.1. Kanser hiicresinin 6zellikleri.



2022 yilinda 9,7 milyondan fazla insanin kanserden 6ldiigli tahmin edilmektedir. Bunlar
arasinda akciger kanseri, meme kanseri ve kolorektal kanser en yaygin kanser tiirleri olarak
belirlenmistir. Bu ii¢ kanser tiirii 3.386.715 oliimden sorumludur ve bu da kanserden
kaynaklanan 6liimlerin neredeyse %35'ini temsil etmektedir. (Bray vd., 2024). Bu durum,

antikanser aktiviteye sahip ila¢ kaynaklarinin arastirilmasini gerektirmektedir.

1.2.1. Kanser tiirleri

Kanser siniflandirmanin birden fazla yolu vardir. Kanserin kaynaklandigi yere gore
kanseri siniflandirmak, kanser siniflandirmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Koken noktasina goére en yaygin on kanser tiirii ¢izelge 1.1.'de verilmistir (Ibrahim ve ark.,

2022).

Cizelge 1.1. 2022'de en yaygin 10 kanser turu ( Bray ve ark., 2019) ¢izelge 1'den alinmustir.

Kanser Tiirii Toplam Yeni Teshislerin Yiizdesi (%)
Akciger 12,4%
Kadin meme kanseri 11,6%
Kolorektal (kalin bagirsak) 9,6%
Prostat 7,3%
Mide 4,9%
Karaciger 4,3%
Tiroid 4,1%
Rahim agz1 (serviks) 3,3%
Mesane 3,1%
Hodgkin dis1 lenfoma 2,8%

Kanser, koken aldigi doku veya hiicreye gore karsinom, sarkom, miyelom, 16semi,
lenfoma ve karisik tipler olarak da siniflandirilabilir. Karsinom, viicudun ve organlarinin i¢ ve
dis ortiistinii olusturan epitel hiicrelerinin kanseridir. Karsinomlar, epitelin viicudun her
yerinde bulunmasi nedeniyle ¢ok yaygindir ve tiim kanser vakalarmin yaklasik %80-90'mi

olusturur (Ibrahim vd., 2022).

Sarkomlar bag dokusu kanserleridir. Bag dokusunun tiiriine goére liposarkomlar,
osteosarkomlar, kondrosarkomlar ve daha fazlasi olarak smiflandirilabilirler. Goriilme
oranlar1 karsinomlara kiyasla ¢ok diisiiktiir ve tiim kanser vakalarinin yaklasik %1'ini olusturur

(Belyaeva vd., 2023).



Hem miyelomlar hem de lenfomalar bagisiklik sistemi kanserleridir. Miyelom, antikor
salgilayan B-lenfosit beyaz kan hiicreleri olan plazma hiicrelerinin kanseridir. Multipl
miyelomda, kemik iligindeki B hiicrelerinin biiyiimesi ve cogalmasindaki anormallikler
anemi, yorgunluk ve kemik hasarina ve 6liime yol acar (Allen & Sharma, 2025; Silberstein ve
ark., 2022). Lenfomalar, lenf diigiimleri, karaciger ve dalak gibi lenfoid organlarda ortaya
cikan lenfoid hiicre kanserleridir. Tipik olarak Hodgkin lenfomalar ve Hodgkin dis1 lenfomalar
olarak ikiye ayrilirlar (Weber vd., 2003; Withrow & Vail, 2007). Hodgkin lenfomalar germinal
merkez B hiicrelerinin kanserleridir ve Reed-Sternberg hiicrelerinin varlig: ile karakterize
edilirler. Bu lenfoma tiirii genellikle geng hastalarda goriiliir ve lenfomalarin yaklasik %10'unu
olustururken diger %90'1 Hodgkin dis1 lenfomalardir (Shanbhag & Ambinder, 2018). Non-
Hodgkin lenfomalar Reed-Sternberg hiicrelerinin varligi ile karakterize edilmez ve birgok alt
tip icerir. Non-Hodgkin lenfomalardaki kanserli lenfoid doku, B hiicresi ve T hiicresi

onciilerinin yam sira olgun T hiicreleridir (Sapkota & Shaikh, 2025).

Losemi, kemik iliginde beyaz kan hiicrelerinin anormal iiretimi ile karakterize edilen
bir grup hematopoetik maligniteye verilen isimdir. Loseminin baz1 yaygin belirtileri arasinda
anemi, yorgunluk ve kilo kaybi yer alir. Losemi, klinik tempolarina gore akut ve kronik olarak,
hiicre soylarina gore de meyloid ve lenfoid olarak siniflandirilir. Dolayisiyla, dort ana 16semi
grubu vardir: akut lenfoid 16semi (ALL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik lenfoid 16semi
(KLL) ve kronik miyeloid 16semi (KML ) (Yazdian-Robati ve ark., 2017). ALL, lenfositlerin
hizli ilerleyen bir malignitesidir ve ¢cogunlukla 2-5 yas arasi cocuklarda goriilmekle birlikte 45
yas Ustll yetigkinlerde de goriilebilmektedir. KLL, Batili yetiskinlerde goriilen en yaygin
losemidir ve kemik iliginde anormal B hiicrelerinin kademeli olarak birikmesiyle iligkilidir,
bu da bagisikligin bozulmasina ve kan hiicresi sayisinin azalmasina yol agar. AML, kemik
iliginde graniilositlerin birikmesiyle iliskilidir ve normal kan hiicrelerinin uygunsuz iiretimine
neden olarak enfeksiyon ve kanama riskini artirir ve kadinlara kiyasla erkeklerde daha
yaygindir. KML, olgun graniilositlerin biiytimesi ve birikimindeki anormalliklerle iligkilidir

(Prashar ve ark., 2012).

Baz1 kanserler karigiktir, yani birden fazla histolojik bilesenden olusurlar. Ornegin,
adenoskuamoz karsinom hem adenosarkom hem de skuamoz hiicreli karsinomdan 6zellikler
igerir. Karigik tip kanserlere bir baska 6rnek de hem miyeloid hem de lenfoid soy 6zellikleri

igeren karigik fenotipli akut 16semidir (Bishop, 2014; Matutes ve ark., 2011).



1.2.2. Kanserin nedenleri

Kanser, birden fazla nedeni ve risk faktorii olan karmasik bir hastaliktir. Tipik olarak,
kisi yaslandikc¢a kanser riski biiyiik 6l¢iide artar. Aslinda, kanserlerin %90 50 yasindan biiytik
olanlarda teshis edilmektedir. Bir kisi yaslandikc¢a, kanseri tesvik eden mutasyonlar birikir ve
boylece kansere yakalanma riski artar (Laconi ve ark., 2020). Yaglanmanin yani sira, gesitli

cevresel ve yasam tarzi faktorleri de kansere yakalanma riskine katkida bulunur.

Kanserlerin 6nemli bir kismi degistirilebilir yasam tarzi faktorlerine baglanabilir. Tiitlin
kullanimi, DNA'ya zarar veren bir¢ok karsinojen igermesi nedeniyle en 6nde gelen faktordiir.
Aslinda, sigara kullanimi bazi iilkelerde erkeklerde kansere bagli yiikiin neredeyse %30'undan
sorumludur. Benzer sekilde, diyet riskleri, alkol tiiketimi ve hava kirliligi de kansere bagl
yiikiin yaklasik %15'ine katkida bulunmaktadir (Wu vd., 2024). Meyve ve sebze agisindan
zengin bir diyet daha diisiik kanser insidansi ile iliskilendirilmistir ve diyet ve beslenmenin
insanlardaki kanserlerin %30'u ile iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Baz1 diyet tercihlerinin
belirli kanserlerin riskini artirdig1 goriilmektedir. Buna 6rnek olarak kirmizi etin kolon kanseri
oraninin artmastyla iliskisi verilebilir. Ayrica, hem i¢ mekanlarda yemek pisirmekten hem de
dis mekanlarda araba egzozu ve fabrikalardan kaynaklanan hava kirliligi, basta akciger kanseri

olmak iizere kanser oraninin artmastyla iliskilendirilmektedir (Sloan & Gelband, 2007).

Kanser riskini artiran baska cevresel faktdrler de mevcuttur. Ornegin, insanlar
kanserojen maddeleri beslenme yoluyla alabilirler. Ornegin, yer fistiginda yasayan Aspergillus
mantarindan kaynaklanan mikotoksinler gidalarda birikerek karaciger kanserine yol agabilir.
Benzer sekilde, insan mesleklerinde de kanserojen maddelerle karsilasabilirler. Diinya ¢apinda
yaklagik 100.000 akciger kanseri vakasinin asbest iiretimi gibi mesleki risk faktorlerinden
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Hormonlari etkileyen ilaglar ve bazi bagisiklik sistemini
giiclendiren ilaglar gibi bazi1 farmasétiklerin de kansere neden oldugu bulunmustur. Kanser
i¢in bir diger risk faktorii de iyonlastiric1 ve UV radyasyondur. Iyonlastirici radyasyon, silahlar
ve niikleer reaktorler de dahil olmak iizere niikleer kaynaklardan gelir. Ayrica, diinya ¢capinda
iyonlastirici radyasyona maruz kalmanin beste ikisini temsil eden tanisal X-1sinlarindan da
gelir. Ote yandan UV radyasyonuna maruz kalma, dogal giines 1s181na maruz kalma yoluyla
gergeklesir. Amerika Birlesik Devletleri ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde tipik olarak agik tenli

insanlarda melanom neden olur (Sloan & Gelband, 2007).



Kanser risk faktorlerinin bir diger 6nemli kategorisi de belirli patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlardir. Diinya ¢apindaki kanserlerin yaklasik %15'inin bulasici patojenlere bagl
oldugu tahmin edilmektedir. Baz1 viriisler, bakteriler ve parazitler kronik enfeksiyonlara neden
olabilir ve kansere yol agmaya katkida bulunabilir. Ornegin, insan papilloma viriisii
enfeksiyonu rahim agzi kanserinin baslica nedeniyken, hepatit B ve C viriisleri hepatoseliiler
karsinomun (karaciger kanseri) baslica etkenleridir. Ayrica, Epstein-Barr viriisii lenfomalar ve
nazofarenks karsinomu ile iligkilendirilirken, gastroenterite neden olan Helicobacter pylori
bakterisinin gibi midedeki bakterilerin mide kanserini tesvik ettigi kaydedilmistir (Hu vd.,

2024).

Son olarak, bazi kanserler, kisiyi kansere karst olduk¢a duyarli hale getiren kalitsal
DNA mutasyonlarmin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki belirli mutasyonlar meme ve yumurtalik kanseri riskinde biiyiik bir artisa neden
olmaktadir (X. Wang vd., 2014). Sekil 1.2'de kanser i¢in en 6nemli 4 degistirilebilir risk

faktori bulunmaktadir.

an
® T~

1 2 3 4
Sigara Saglksiz Alkol Hava kirliligi
kullanimi beslenme kullanimi
aligkanlklan

Sekil 1.2 Kanser igin degistirilebilir en 6nemli 4 risk faktorii (Smart servier medical art ile gizilmistir
CC BY 4.0).

1.2.3. Kanser gelisim mekanizmalar

Kanser gelisimi temelde genetik ve hiicresel bir siiregtir. Normal bir hiicre, biiylime ve
hayatta kalma s6z konusu oldugunda tiimdre avantaj saglayan mutasyonlarin ve epigenetik
degisikliklerin birikmesini igeren bir siirecle kanser hiicresine doniisiir. Hiicresel diizeyde
kanser, belirli diizenleyici genler mutasyona ugradiginda ortaya ¢ikar. Kanser gelisimi
genellikle ii¢ tiir gen igerir: proto-onkogenler (POG'ler), onkogenler (OG'ler) ve timor

destekleyici genler (TSG'ler). POG'ler hiicre bdliinmesini, biiylimesini ve hiicre 6liimiinii



(apoptoz) diizenleyen bir gen sinifidir. Bir OG, bu genlerin iirliniiniin asir1 sayida kopyasini

iireten bir POG'nin mutasyona ugramis bir versiyonudur. Ote yandan, bir TSG hiicre

cogalmasini engelleme ve hiicre 6liimiinii tesvik etme islevi goriir ve hiicreyi kanserli bir

hiicreye doniistiirmekten koruma islevi goriir (Dakal vd., 2024; Kontomanolis vd., 2020).

Cizelge 1.2.'de yaygin olarak bilinen bazi OG'ler ve TSG'ler gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. Yaygin onkogenler (OGler) ve tiimor baskilayici genlerin (TSGler) karsilagtirilmasi

Gen Tiirii Gen Adi Gorevi Kanserdeki Rolii
Onkogen RAS Biiyiime faktorii reseptorlerinden | Mutasyona ugramis RAS,
gelen mitojenik sinyalleri ileten stirekli sinyal iletimi ile
GTPaz kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasina yol agar.
Onkogen MYC | Hiicre biiylimesi ve dongiisiinii Asir1 ekspresyon
diizenleyen transkripsiyon faktorii | proliferasyonu artirir,
farklilagmay1 baskilar ve
anjiyogenezi destekler.
Onkogen HER2 | EGFR ailesine ait bir reseptor Gen amplifikasyonu, meme
(ERB | tirozin kinaz1 kodlar ve mide kanserlerinde asir1
B2) biiylime sinyallerine neden
olur.
Onkogen BCR- | Siirekli aktif tirozin kinaz Kronik myeloid 16semi
ABL aktivitesine sahip fiizyon geni gelisimini siirdiiriir; hiicre
¢ogalmasini ve hayatta
kalmay1 tesvik eder.
Onkogen BCL-2 | Mitokondriyal apoptoz yolunu Asir1 ekspresyon apoptozu
diizenler onler, boylece kanser
hiicrelerinin hayatta
kalmasini saglar.
Timor TP53 | Hiicre dongiisiinii durduran ve Mutasyon, DNA hasar
Baskilayici apoptozu tesvik eden p53 proteini | yanitini etkisiz hale
Gen uretir getirerek genetik mutasyon
birikimine yol acar.
Timor RBI1 Hiicre dongiisiiniin G1'den S Fonksiyon kaybu, hiicre
Baskilayici fazina gegisini kontrol eder dongiisiiniin kontrolsiiz
Gen ilerlemesine neden olur.
Timor BRCA | Homolog rekombinasyonla DNA | Mutasyonlari, meme, over
Baskilayici 1/BRC | onariminda gorev alir ve diger bazi kanser
Gen A2 tiirlerine yatkinlig1 artirir.
Timor PTEN | PI3K/AKT sinyal yolunu negatif | PTEN kaybz, hiicre hayatta
Baskilayici yonde diizenler kalmas1 ve biiylimesinde
Gen artisa neden olur.
Timor APC Wnt sinyal yolunda B-katenin Kay1pi, B-katenin
Baskilayici yikimini diizenler birikimine ve kolorektal
Gen kanser gelisimine neden
olur.




Genetik degisiklikler, tipik olarak bir tiimdr baskilayici genin kaybimi veya bir
onkogende mutasyonu iceren hiicre dongiisii kontrol dengesini bozabilir ve bu da anormal
sekilde cogalmaya ve viicudun kontrol noktalarindan kagmaya yol agabilir. Ornegin, p53
tiimdr baskilayici proteini kodlayan TP53 genindeki mutasyonlar tiim kanserlerin yaklasik
yarisinda bulunur. Bu tiir mutasyonlarin birikmesi, hiicrelerin avantajli 6zellikler kazanmasini
saglar. Kanserin ayirt edici 6zellikleri olarak adlandirilan bu 6zelliklerden bazilart sinirsiz
cogalma yetenegi, kendi kendine biiyiime sinyalleri iiretme, biiylime baskilanmasindan
kaginma, apoptoza direng, anjiyogenez ve metastazin indiiklenmesini icerir. Son zamanlarda,
genomik stabilite kanserin bir bagka 6zelligi olarak eklenmistir ve genellikle bozulmus DNA

onariminin bir sonucu olarak artan DNA mutasyon oranini ifade eder.

DNA'nin metilasyonu veya histonlarin asetilasyonu gibi epigenetik degisiklikler
genellikle genetik mutasyonlarla es zamanli olarak bulunabilir. Bu epigenetik degisiklikler,
timor baskilayic1 genler gibi belirli genlerin susturulmasia veya diger genlerin aktive
edilmesine yol agar. Kanserli hiicreler, tiimor biiylimesini desteklemek i¢in fibroblastlar ve
endotelyal hiicreler gibi kendilerini ¢evreleyen normal hiicreleri de kullanabilir (Stewart,

2019).

Bazal membranin bozulmasi ve kirtlmasini takiben ¢evre dokularin lokal istilas1 kanser
gelisiminde 6nemli bir adimdir. Bu tipik olarak kanser hiicrelerinin kan veya lenfatik sistem
yoluyla yayilmasi ve ikincil tlimoérlerin olusmasina yol agmasi olan metastazdan once gelir.
Metastaz, kanserli hiicrenin hiicreden hiicreye ve hiicreden subtrata yapismay1 degistirerek
cevresindeki dokudan ayrilmasini, bagka bir yere goc etmesini ve bagisiklik sisteminden
ka¢masini gerektiren ¢ok adimli karmasik bir siirectir (Webb & Vande Woude, 2000). Kanser
hiicresi yagami boyunca hayatta kalabilmek icin bagisiklik sisteminden kagmak zorundadir.
Baslangicta bagisiklik sistemi bazi kanserli hiicreleri tanir ve ortadan kaldirir. Bununla
birlikte, bagisiklik tepkisinden kagmak veya onu bastirmak i¢in yollar gelistiren bazi hiicreler

hayatta kalir (Stewart, 2019).

1.2.4. Kanser tedavisi

Kanser tedavisi genellikle gesitli tedavi yontemlerinin bir kombinasyonunu igerir.
Hangisinin kullanilacaginin se¢imi tipik olarak kanserin tiirline ve hangi asamada olduguna

baglidir. Bir¢ok kanser tedavi stratejisinde ilk segenek kemoterapi ile birlikte veya kemoterapi

olmaksizin radyoterapi ile birlikte timdriin cerrahi olarak ¢ikarilmasidir. Cerrahi genellikle
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kanser erken evrelerdeyken etkilidir ve bu nedenle genellikle saglikli hiicrelere zarar veren
kemoterapi ve radyasyona tercih edilir. X-151n1 veya diger iyonlastirici radyasyon kaynaklari
yoluyla radyasyon tedavisi de kanserin yerel bir tedavisidir. DNA hasarina neden olarak
kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya tiimoérleri kiiciiltmek icin kullanilabilir. Radyoterapinin bir
avantaji, implante edilmis bir radyoaktif kaynak araciligryla harici veya dahili olarak

uygulanabilmesidir (Debela vd., 2021).

Kemoterapi, normal hiicrelere kiyasla hizla boliinen yapilar1i nedeniyle kanser
hiicrelerini hedef alan sitotoksik ilaglarin uygulanmasidir. Kemoterapi kullaniminda
karsilasilan en biiyiik zorluk, kemoterapiden kaynaklanan yan etkilerdir. Bu genellikle yiiksek
dozda kemoterapinin kanserli hiicrelerin yam sira kanserli olmayan hiicreleri de etkilemesinin
bir sonucu olarak ortaya g¢ikar. Ayrica, kanserli hiicreler uzun siire maruz kaldiktan sonra
kemoterapiye direngli hale gelebilir. Kemoterapoétik ajanlar bircok farkli hiicresel siireci hedef

alir ve bu nedenle bir¢ok farkli sinifa sahiptir ve bu smiflar ¢izelge 1.3.'te verilmistir.

Cizelge 1.3. Kemoterapi ilag sinflar1 (Amjad vd., 2025; Chandraprasad vd., 2022) 'dan alinmisti

Ilag smnifi Mekanizma Ornekler
Alkilleyici Ajanlar | Proteinler, RNA ve DNA {iizerindeki | Siklofosfamid, karmustin ve
niikleofilik merkezlere saldirir ve bir | dakarbazin.
alkil grubu ekleyerek DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonu
inhibe eder.
Antibiyotikler Cift ve tek DNA iplikgik Aktinomisin D ve bleomisin
kirilmalarina yol agan DNA'ya
interkalasyondur
Antimetabolitler Nikleotidleri taklit ederler ve DNA | Azacitidine, cladribine ve
replikasyonu sirasinda bunlarin fluorouracil
yerini alarak siireci inhibe ederler
Antimikrotiibiiler Mikrotiibiillerin birlesmesinin Paklitaksel gibi taksanlar,
ajanlar (bitki engellenmesi ve hiicre dongiisiiniin | ve Vinblastin gibi Vinca
kaynakl1) durmasina neden olmasidir alkaloidleri
Topoizomeraz Topoizomeraz I veya II'yi inhibe Doksorubisin, mitoksantron
inhibitorleri ederek RNA veya DNA sentezinin ve irinotekan
inhibisyonuna yol acarlar
Cesitli Cesitli mekanizmalar Tretinoin ve arsenik trioksit

Hedefe yonelik ilag tedavisi, kanseri tedavi etmek icin kullanilan bir baska stratejidir.

Hedefe yonelik ilag tedavisi, hastanin DNA'sindaki belirli mutasyonlarin tanimlanmasini ve
ardindan yalmzca ifade edilen anormal proteinin hedeflenmesini ve boylece kanserli olmayan

hiicrelerin etkilenmesinin 6nlenmesini igerir. Yiizey proteinleri, sinyal iletim yollar1, metastaz,
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biiylime faktorleri ve daha fazlasi dahil olmak {izere birgok molekiiler siire¢ ve protein spesifik

olarak hedeflenebilir.

Hedefe yonelik ilag¢ tedavisi, hormon tedavisi, immiinoterapi, gen diizenleme ve daha
fazlas1 dahil olmak iizere bircok kategoride siniflandirilabilir. Ancak genellikle kiigiik
molekiilli inhibitorler ve monoklonal antikorlar en ¢ok kullanilan hedefe yonelik kanser
tedavisi tiirleridir. Kiigiik molekiillii inhibitorler diisitk molekiiler agirliga sahiptir ve bu
nedenle hiicre i¢ine gegebilir ve hiicrelerin i¢indeki proteinleri hedefleyebilir. Bunun aksine,
monoklonal antikorlar biiyiik molekiiler agirliga sahiptir ve bu nedenle hiicre igine giremezler.
Monoklonal antikorlar genellikle hiicre ylizeyinde ya da tiimoriin ¢evresinde bulunan
proteinleri hedef alir. Ornegin, ilerlemis pankreas kanserinin tedavisinde kemoterapi rejimine
erlotinib eklenmesi, hayatta kalma oraninin %40'tan fazla artmasiyla sonuglanmistir. Benzer
sekilde, rutiximab gibi monoklonal antikorlar multipl miyelom gibi baz1 kanser tiirlerinin

tedavisinde kullanilmaktadir (Debela vd., 2021; Shuel, 2022).

Kanser tedavilerinin bir diger 6énemli kategorisi de hormon tedavisi olarak da bilinen
endokrin tedavisidir. Prostat kanseri ve meme kanseri gibi bazi kanserler hayatta kalmak ve
biiyiimek i¢in hormonlar1 ve bunlarin sinyal yollarini kullanmaktadir. Ornegin, dstrojenin
kanserojen oldugu dogrulanmistir. Kanserojen mekanizmasinin, sitokrom CYP450
aktivasyonu yoluyla ¢ogalmanin uyarilmasini ve mutasyonlarin artmasini igerdigi
disiiniilmektedir (Chaput & Sumar, 2022; Russo & Russo, 2006). Aslinda, meme
kanserlerinin 4'te 3'{iniin Ostrojen reseptoriinii (ER) ifade ettigi ve bu nedenle ER-pozitif olarak
adlandirildig1 goriilmektedir. ER-pozitif meme kanseri i¢in endokrin tedavisi tercih edilen
tedavidir. Meme kanserinin hormon tedavisinde kullanilan ila¢ siniflar1 arasinda tamoksifen
gibi segici Ostrojen reseptdr modiilatdrleri, fulvestrant gibi secici Ostrojen reseptdr bozuculari

ve letrozol gibi aromataz inhibitdrleri bulunmaktadir (Yuan ve ark., 2023).

Gen terapisi de gelismekte olan bir ileri hedefli kanser terapisidir. Gen terapisi, kusurlu
bir genin yerini almak veya istenmeyen bir genin ifadesini engellemek icin DNA veya RNA
seklinde genetik materyalin verilmesini igerir. Spesifik mutasyona ugramig genin
olusturulmasindan sonra, terapdtik DNA veya RNA viral veya viral olmayan bir vektor
araciligiyla iletilir. Genellikle, adenoviriisler gibi viral vektorler, potansiyel bagisiklik yan
etkileri ve kansere neden olma olasiligi nedeniyle tercih edilmez. Viral olmayan vektorler
arasinda pozitif yiiklii polimer polietilenimin vektorleri gibi polimer bazli vektorler ve

lipozomlar gibi lipid bazli vektorler yer almaktadir (Mohd Abas vd., 2024). Kanser igin gen
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terapisi cesitli sekillerde olabilir. Bir strateji, onkogenlerin ifadesini bastirmak i¢in genetik
materyalin verilmesini icerir. Diger bir strateji ise mutasyona ugramis genin yerine TP53
geninin iglevsel kopyalarmin eklenmesi yoluyla TP53 gibi TSG'nin onarilmasina
dayanmaktadir. Gen terapisi kanserli hiicrelerde intihari tesvik etmek icin de kullanilabilir.
Gene yonelik enzim 6n ilag tedavisi olarak adlandirilan bu yontem, inaktif bir sitotoksik ilacin
ve ilact aktive eden bir enzimi kodlayan bir gen kopyasinin verilmesini ve bdylece ilacin
sadece kanser hiicrelerini hedef alacak sekilde yonlendirilmesini igerir. Anti-anjiyojenik gen
terapisi de baska bir gen terapisi seklidir. Anjiyostatinler gibi pro-anjiyojenik ajanlar1 artiran
veya vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii gibi pro-anjiyojenik molekiillerin ekspresyonunu
inhibe eden genetik materyaller vererek anjiyogenez siirecini inhibe etmek i¢in kullanilir (T.

Li ve ark., 2018).

Kanser tedavisindeki bir diger onemli gelisme de immiinoterapidir. Immiinoterapi,
kanserli hiicreleri tanimak ve ortadan kaldirmak i¢in viicudun bagisiklik sistemini kullanir. Bir
tiir immiinoterapi, immiin kontrol noktalar1 inhibitorlerinin (ICI'ler) bloke edilmesini igerir.
Immiin kontrol noktalari, bagisiklik sistemini uyarmaya veya engellemeye yarayan yollardir.
Iyi calisilmis bazi inhibitér immiin kontrol noktalari, sitotoksik T lenfosit iliskili molekiil 4
(CTLA-4) ve Programlanmig hiicre 6liim reseptorii 1 (PD-1) gibi T hiicresi hiicre yiizey
reseptorleridir. CTLA-4 ve PD-1, bagisiklik tepkisini inhibe eden ve normal hiicrelere
saldirmasini engelleyen frenler olarak islev goriir (Nebhan & Johnson, 2020). ICI'ler, CTLA-
4'e baglanan nivolumab ve PD-1'e baglanan ipilimumab gibi antikorlardir, boylece T
hiicrelerinin kanser hiicresine saldirmasina ve ortadan kaldirmasina izin verir. Bir baska
immiinoterapi tiirii de, T-hiicrelerinin tiimorleri taniyan reseptorleri ifade edecek sekilde
genetik olarak tasarlandig1 veya tiimdr infiltre eden T hiicrelerini izole edip biiyiittiikten sonra
kansere karsi bagisiklik tepkisini arttirmak igin kanser bolgesine geri gonderildigi
benimsenmis hiicre tedavisidir. Kimerik antijen reseptorlii T hiicreleri, major histo-uyumluluk
komplekslerini kullanmadan tiimorlerde bulunan spesifik antijenleri baglamak iizere
tasarlanmig T hiicrelerine drnektir (Cesur-Ergiin & Demir-Dora, 2023; Sahu & Suryawanshi,

2021).

Cizelge 1.4. Antikanser terapilerin tiirlerinin 6zeti

flag smifi Mekanizma Kullanim baglam Onrekler
Ameliyat Tiimor dokusunun fiziksel Erken evre kanserler;
olarak ¢ikarilmasi kiiratif amacla
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Cizelge 1.4. Devam

Ilag smufi \ Mekanizma Kullanim baglami  Onrekler
Radyoterapi | Iyonize radyasyon Lokal tedavi; X-151n1,
kullanilarak kanser cerrahiden radyoaktif
hiicrelerinde DNA hasar1 | 6nce/sonra veya kaynaklar
olusturulmasi palyatif amagla
Kemoterapi | Hizla boliinen hiicreleri Bir¢ok kanser tiirii | Siklofosfamid,
Oldiirmek i¢in sitotoksik i¢in sistemik 5-FU,
ilaclarin kullanimi tedavi; siklikla paklitaksel,
diger tedavilerle doksorubisin
birlikte
Hedefe Kanser hiicrelerindeki Belirli molekiiler Erlotinib,
Yonelik belirli mutasyonlarin hedefleri olan rituksimab,
Tedavi hedeflenmesi kanserler i¢in (6rn.
EGFR
mutasyonlari,
HER?2 pozitifligi)
Endokrin Hormon duyarl Ozellikle ER Tamoksifen,
(Hormon) kanserlerde hormon sinyal | pozitif meme ve letrozol,
Tedavisi yollarmin engellenmesi hormon duyarli fulvestrant
prostat kanseri i¢in
Gen Tedavisi | Kanser hiicrelerinde gen Gen Lipozomlar,
ekspresyonunu mutasyonlarina polietileniminl
degistirmek i¢in genetik bagli olarak er,
materyal verilmesi deneysel veya adenoviriisler
hedefe yonelik
kullanim (6rn.
TP53 onarimu,
intihar genleri)
Immiinoterap | Tiimérlere karsi bagisiklik | Bagigiklik Nivolumab
i yanitin1 uyarmak veya sisteminin (PD-1),
yeniden etkinlestirmek uyarildigi ipilimumab
kanserlerde (6rn. (CTLA-4),
melanom, NSCLC, | CAR-T
hematolojik hiicreleri
kanserler)

1.3. MTT deneyi kullanilarak sitotoksisite taramasi

Kanser hiicrelerine kars1 sitotoksisiteyi test etmenin en yaygin yollarindan biri (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolyum bromide) (MTT) tahlilidir. Canli hiicrelerin
metabolik aktivitesine dayal1 olarak hiicre canliligim ve toksisitesini 6lgen kolorimetrik bir
testtir. Test, hiicrelerin sar1 tetrazolyum reaktifini indirgeyerek ¢oziinmeyen mor formazan

kristalleri iiretme kabiliyetine dayanir; bu kristaller dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak
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¢oziiniir hale getirilir ve absorbans yaklasik 570nm'de 6lgiiliir. Indirgeme tipik olarak
metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan gergeklestirilir. Bu
test canli hiicrelerin canliligin1 Slger ¢linkii yalnizca canli hiicreler saglam mitokondrilere
sahiptir ve reaksiyonu katalize edebilir. MTT tahlili basitligi, diisiik maliyeti ve tahlil
dikkatlice kontrol edilirse verdigi sonuglarin kolayca tekrarlanabilir olmasi nedeniyle yaygin

olarak kullanilmaktadir (Ghasemi vd., 2021; Rai vd., 2018)

1.3.1. A549 akciger kanseri hiicre hatti

Hiicre hatlari, uygun ortam ve yeterli alan saglandiginda siiresiz olarak ¢ogalmaya
devam edebilen hiicre kiiltiirleridir (Ulrich & Pour, 2001). Hiicre hatlar1 yasam bilimlerinde o
kadar onemli bir tekniktir ki 2012 yilinda biyoaktif bilesiklerin %65'inden fazlasinin
iretiminde kullanilmistir (Kremkow & Lee, 2015). MCF-7, Caco-2 ve A549 insanlarinda
meme, kolon ve akciger karsinomlarmin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan hiicre

hatlarina 6rnektir (Singh ve Goswami, 2012; Sundararajan vd., 2014).

1.4. Berberis cinsindeki bitkilerin antioksidan ve sitotoksik etkileri.

Tibbi bitkiler, "hastaliklar1 hafifletebilen veya iyilestirebilen" bitkiler olarak
tanimlanabilir (Silveira Rabelo & Caldeira Costa, 2018). Sifal bitkiler, tiim diinyada yiizlerce
yildir geleneksel ilaglarin temelini olusturmaktadir. Bitki 6zleri miikkemmel bir antioksidan
kaynagidir (Dinesh vd., 2014; Nigussie vd., 2023). Bitki ekstresini ¢ikarmak i¢in kullanilan

¢oziicii, ekstraksiyon verimini ve ekstrenin igerigini etkiler (Idris Ali vd., 2021).

Berberidaceae familyasina ait olan Berberis cinsi 500'den fazla tiir igerir. Cins,
Pakistan'dan ABD'ye kadar cografi olarak birbirinden uzak bolgelerde goriiliir. Berberis
bitkileri, olumsuz kosullarda {iremelerini saglayan bir 6zellik olan eseyli tireme evresinin yant
sira eseysiz lireme evresine de sahip, yaprak dokmeyen calilardir (Mokhber-Dezfuli vd.,
2014). Geleneksel olarak, Berberis bitkileri, géz romatizmasi, sarilik ve digerleri de dahil
olmak iizere bir¢ok hastaligin tedavisinde kullamilmistir. Berberis bitkileri esas olarak
flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler ve glikozitler gibi diger bilesikleri icerir. Bu cinsin
tiyelerinde bulunan baslica alkaloid berberin ve daha az oranda berbamindir. Protoberberin
alkaloid ailesine ait olan bu alkaloidler genellikle koklerde, kok kabugunda ve govdede
bulunurken, fenolik bilesikler genellikle meyvelerde, yapraklarda ve tohumlarda bulunur

(Khan ve ark., 2016).
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1.4.1. Berberis crataegina

Berberis crataegina DC., Tiirkiye, iran ve Tiirkmenistan'da dogal olarak yetisen bir
calidir. Bitkinin kokleri, yapraklar1 ve diger kisimlari, geleneksel tipta hipertansiyon,
hemoroid, sarilik ve bronsit gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. (Ayna &

Arslanoglu, 2019).

B. crataegina'nmin bircok biyoaktif bilesik icerdigi gosterilmistir. Bunlar arasinda
berberin, palmitin ve berbamin gibi alkaloidler bulunur. Bunun yam sira, B. crataeginamnimn
meyvesinin klorojenik asit, kinik asit, gallik asit ve digerleri dahil olmak iizere bir¢ok biyoaktif

fenolik bilesik igerdigi kanitlanmigtir. (Ayna & Arslanoglu, 2019; Ercan, 2024).

1.4.2. Berberis cinsindeki bitkilerin antioksidan etkileri

Berberis vulgaris koklerinin etanol ekstreleri, 120,7mg GAE/g olan yapraklara kiyasla
147,2mg GAE/g (gram basina Gallik asit esdegerleri) ile daha yiiksek fenolik icerik (TPC)
icermektedir. Bu degerler, 6nemli in vitro DPPH (kok ekstresi icin %44.,3) ve ABTS (kok
ekstresi icin %86,5) radikal temizleme aktiviteleri ile eslesmistir (El-Zahar vd., 2022). Bir
baska calismada, yaprak ekstrelerinin DPPH ve ABTS i¢in sirastyla 65,2mg TE/g (gram bagina
Trolox esdegerleri) ve 140,5mg TE/g radikal siipiirme yetenekleri gosterdigi bulunmustur.
Meyve ekstreleri 17,9mg TE/g antioksidan sonug¢ gostermistir (Och ve ark., 2023).

Benzer radikal siiptirme aktiviteleri, petrol eteri kok ekstresi %82 DPPH inhibisyonu
gosteren Berberis lycium'da kaydedilirken, metanolik ve sulu kok ekstreleri sirasiyla %67 ve

%49 DPPH inhibisyonu goéstermistir (Mughal vd., 2022; Sabir vd., 2013).

Bir baska calismada Berberis thunbergii yapragi incelenmis ve metanolik ekstrelerinin
sirastyla 450 ve 429mg TE/g ABTS ve DPPH degerlerine ve 216mg GAE/g toplam fenolik
icerige (TPC) sahip oldugu gosterilmistir. Ote yandan, B. thunbergii'min sulu ekstreleri hem
ABTS hem de DPPH i¢in 360mg TE/g ile daha diisiik degerlere sahipti ve TPC'si de 194mg
GAE / TPC ile daha dusiiktii (Fernandez-Poyatos ve ark., 2019).

Berberis microphylla ile ilgili olarak, yaprak metanol/su ekstrelerinin 1108umol TE/g

kuru agirlikta yiiksek ABTS degerleri ve 154mg GAE/g TPC sergiledigi bulunmustur. Meyve
ekstreleri ise 133mg TE/g'a kadar ABTS degerleri ve 37mg GAE/g'a kadar TPC gostermistir.

16



1.4.2. Berberis cinsindeki bitkilerin antikanser etKileri.

Etanol ve etil asetat B. vulgaris meyve ekstrelerinin etkisi MTT kullanilarak MCF-7
meme kanseri hiicreleri lizerinde test edilmistir. Etanolik ekstrenin (ICso = 3.54pg/mL) etil
asetat ekstresindan (ICso = 596.7ug/mL) cok daha giiclii oldugu bulunmustur. Ilging bir
sekilde, normal hiicreler tizerinde herhangi bir sitotoksik etki goriilmemistir (El khalki ve ark.,
2018). Bagka bir aragtirmada, B. vulgarisin kok kabugu ekstresi diger bitkilerle
karsilastirilmis ve %0.,4 ekstre konsantrasyonunda en iyi IC50'ye sahip oldugu goriilmistiir

(Ciorita ve ark., 2024).

Berberis aristata ile ilgili olarak, hidroetanolik ekstre A549 akciger adenokarsinom
hiicreleri {izerinde test edilmis ve yaklasik 47,8ug/mL (Pundge & Dhabe, 2025) IC50 degerine
sahip oldugu bulunmustur. Bitkinin ayrica A549 hiicrelerinin Oldiiriilmesi s6z konusu
oldugunda curcurmin ile birlestirildiginde sinerjik bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir

(Balakrishna & Kumar, 2015).

Baska bir ¢alismada, Berberis lycium'un su/etanol ekstresi iizerinde HepG2 karaciger
kanseri hiicrelerine karsi bir MTT testi yapilmis ve yaklasik 47pg/ml'lik bir IC50 sergiledigi

bulunmustur.

Berberis cinsindeki bir¢cok bitkinin A375 melanom hiicrelerine karsi sitotoksik
aktiviteleri bir grup arastirmaci tarafindan karsilastirildi. Cins. B. thunbergii, Berberis
aquifolium ve digerlerini iceren bitkilerin korteks ekstreleri i¢in IC50 degerinin 32,6 ila
73,4ug/ml arasinda degistigi bulunmustur (Tuzimski vd., 2024). Bununla birlikte, tim
Berberis tirlerinde sitotoksisite kaydedilmemistir. Berberis integerrima meyvelerinin

antosiyanin bakimindan zengin fraksiyonu yalnizca c¢ok yliksek konsantrasyonlarda

(800pg/ml) sitotoksik aktivite gdstermistir (Farmani & Sabahi, 2018).

1.4.3. Berberis cinsinde bulunan biyoaktif bilesiklerin antikanser etkileri.

Berberis tiirlerindeki gesitli alkaloidler arasinda berberin en yaygin olarak ¢aligilanidir.
Karaciger hiicrelerinde apoptozu indiiklemenin yani sira G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin
durmasina neden olabildigi bulunmustur. Ayrica osteosarkom ve mide hiicrelerinde pro-
apoptetik genler araciligiyla G1/GO durmasina neden oldugu bulunmustur (Almatroodi vd.,

2022). Berberinin benzer sekilde apoptozu tetikledigi bulunmustur. 26'dan fazla ¢aligmanin
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sistematik bir incelemesinde, berberinin tiimoér hacmini azaltti§1 ve tiimor anjiyogenezini
inhibe ettigi bulunmustur (Xu vd., 2019). Yumurtalik kanserinde, berberinin kanser
metastazinin onemli dl¢iide engellenmesine neden oldugu ve tiimdr infiltre eden hiicrelerin
sayisint artirdigl bulunmustur. Bunun, lipid alimini inhibe ederek ve yag dokularinin doku
yaslanmasini azaltmaya yardime1 olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir (Zhang ve ark., 2025).
Benzer sekilde, berberinin, tiimor nekroz faktérii alfa tarafindan indiiklenen hiicre
invazyonunu ve matriks metalloproteinaz-9'u inhibe ederek ve bdylece hiicre digi matris
bozulmasin 6nleyerek meme kanseri hiicrelerinde doza bagli bir sekilde metastaz1 baskiladigi
bulunmustur (S. Kim ve ark, 2008). insan papiller tiroid kanserinde, ROS olusumunda artis ve
apoptozla sonuglanan Fosfoinositid 3-kinaz/Protein Kinaz B (PI3/Akt) yolaginin inhibisyonu

berberin tarafindan saglanmistir (J. Li ve ark., 2025).

Bir baska Berberis alkaloidi olan berbamin de PI3/Akt yolu {izerindeki inhibitor
etkisiyle dikkat cekmistir. Ayrica, akciger adenokarsinom hiicrelerinde, berbamin A549
hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli bir azalmaya neden olmustur. Ek olarak, berbamin ile tedavi
edilen farelerde daha kiigiik tiimorlerin yani sira metastazin inhibisyonu da kaydedilmistir (Liu
ve ark., 2021). Zhang ve arkadaslari tarafindan berberin hakkinda fark edilene benzer sekilde,
farelerdeki melanom hiicrelerinde, berbamin hidrokloriiriin hiicre yiizeyindeki MHC-1
seviyelerini artirarak otopahjiyi inhibe ettigi ve CD8" T hiicrelerinin infiltrasyonunu artirdigt
fark edilmistir (Xian ve ark., 2024). Bagka bir calismada, berbaminin hem beyin kaynakli
norotrofik faktor hem de wvaskiiler endotelyal biiyiime faktorii tarafindan indiiklenen
anjiyogenezi baskilayarak insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde anjiyogenezi inhibe ettigi
goriilmistliir (Y. J. Kim ve ark., 2021). Berbaminin, Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu tesvik ederek ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu inhibe
ederek imatinibe direngli kanser hiicrelerinin biiylimesini baskilayabildigi gosterilmistir (Wei
vd., 2009). Berbaminin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler {izerindeki benzer etkisi,
berbaminin meme kanserinde metastazi baskilama yetenegini gosteren bagka bir ¢aligmada da

gosterilmistir (S. Wang ve ark., 2009).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan kimyasallar

Fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi, dimetilsiilfoksit, tripsin, MTT reaktifi, DPPH
reaktifi, ABTS reaktifi, Gallik asit, metanol, etanol, diklorometan, etilasetat, n-butanol, RPMI
1640 besiyeri (Sigma), 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Cegrogen), 2mM L-glutamin

(Cegrogen), 1mM penisilin (Cegrogen), 50U/ml streptomisin (Cegrogen).
2.2. Kullanilan cihazlar

Hassas terazi, doner buharlastirici, pipetler, ultrasonik banyo, santirifiij (Sigma), steril
kabin (Holten Lamin Air), spektrofotometre (Thermo scientific Multiscan GO), CO,
Inkiibatérii (Sanyo), su banyosu (Daihan), magnetik karistirici (Velp Scientifica), -20 °C ve -
80 °C derin dondurucular (Bosch, Sanyo) marka, buzdolab1 (Argelik), vorteks (Heidolph),
elektronik terazi (Mettler Toledo), ¢alkalayici (Labnet international), inverted mikroskop
(Olympus) kullanilmistir.

2.3. Ekstrelerin hazirlanmasi

Kimyasal ve biyolojik aktivite ¢aligmalari i¢in ekstreler hazirlamak amaciyla, ilk olarak
Berberis crataegina DC. meyvelerinden metanolik ve etanolik ekstreler hazirlanmistir. Bu
amagla: 50 g toz haline getirilmis bitki materyali 250ml metanol/etanol ile 50°C'de 8 saat
boyunca doner buharlastiricida dinamik maserasyon kullanilarak ekstre edilmistir. Karigim
daha sonra siiziilmiis ve vakum altinda kuruluga kadar buharlagtirilmistir. Bu islem ii¢ kez
tekrarlanmistir. Daha sonra, metanolik ekstre bir metanol:su (1:9) karisiminda dagitilmis ve
diklorometan, etil asetat ve n-biitanol kullanilarak ayirici bir hunide sirayla fraksiyonlanmustir.
Her fraksiyon kuruluga kadar buharlastirilmis ve tartilmistir. Cizelge 2.1 metanol, etanol,
diklorometan, etilasetat ve n-biitanol ekstrelerinin konsantrasyonlarini gosterirken, sekil 2.1

hazirlanan ¢ozeltilerin bir resmini gostermektedir.

Cizelge 2.1. Hazirlanmis Berberis crataegina DC. ekstrelerinin derigimi

No. Ekstre/fraksiyon Derisim
1 Berberis crataegina DC. metanol ekstresi: 1g/ml
Berberis crataegina DC. metanol ekstresi: 1g/ml
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Cizelge 2.1. Devam

No. Ekstre/fraksiyon Derisim
3 Berberis crataegina DC. diklorometan fraksiyonu: 1 g/ml
4 Berberis crataegina DC. etilasetat fraksiyonu: 1 g/ml
5 Berberis crataegina DC. n-butanol fraksiyonu: 1 g/ml

Sekil 2.1. Hazirlanmis Berberis crataegina DC. ekstreleri. Esktreler: 1. metanol, 2. etanol, 3.

diklorometan, 4. etilasetat, 5. n-butanol ekstresi.

2.4. DPPH deneyi.

Metanol iginde 100 pM DPPH soliisyonu hazirlanmisti. Hazirlanan soliisyonun
karanlikta kalmasia ve sahin tiiplintin aliiminyum folyoya sarilmasina 6zen gosterilmistir.
DPPH c¢ozeltileri, farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstreleri ile islenmistir. Nihai ekstre
konsantrasyonlar1 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000pg/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Kuluckadan sonra 517 nm'de
spektrofotometrik absorbans 6l¢iimleri yapilmistir. Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikal
stiptiriicii etkisi, serbest radikal azaltma orani olarak hesaplanmigtir. Her deney en az ii¢ kez
tekrarlanmistir. Butilhidroksi toliien (BHT), referans madde olarak kullanilmistir (pozitif
kontrol). Bitki o6zlerinin DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmigtir.

%inhibisyon = [(Absorbanlar konroi- Absorbanlar numune)/ Absorbanlar konirot X100
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Graphpad Prism 9.0 programinda her bir ekstre igin bitki ekstreninin ¢esitli
konsantrasyonlar1 i¢in % inhibisyon degerleri kullanilarak standart bir egri olusturulmustur ve

yart maksimum inhibitdr konsantrasyonu (IC50) hesaplanmamustir.

2.5. ABTS testi.

2,2'-azinobis(3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) deneyi antioksidan aktiviteyi
belirlemenin popiiler bir yoludur. Troksol esdegeri antioksidan (TREA) testinin gelistirilmis
halidir ve bir antioksidanin ABTS®") radikalinin rengini azaltma ve 414nm-417nm ve 730nm-
734nm'de 151k emilimini 6lgme yetenegini 6lgmeyi icerir (Ilyasov vd., 2020). Bu yontem
basittir ve bir¢ok hidrofilik ve hidrofobik antioksidan igin gecerlidir ve bu ydntemin

yapilabilecegi pH araligi genistir (Alzagameem vd., 2018).

7mM ABTS oOnce suda ¢ozilmiis ve 2.45mM potasyum persiilfat ile reaksiyona
sokulmustur. Elde edilen radikal soliisyon, yaklasik 12-16 saat boyunca oda sicakliginda
karanlikta tutulmustur. Ardindan, ¢ozeltiyi etanol ile seyrelterek ABTS calisma ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Calisma soliisyonu ¢ok ¢abuk bozulabilmektedir, bu nedenle her ¢alisma icin
taze olarak hazirlanmistir. Soliisyonu karanlikta tutmaya 6zen gosterilecek ve falkon tiipii
alliminyum folyoya sarilmisti. ABTS ¢ozeltileri, farkl1 konsantrasyonlarda bitki ekstreleri ile
islenmistir. Nihai ekstre konsantrasyonlar1 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000pg/ml'dir.
Hazirlanan soliisyon 6 dakika oda sicakliginda tutulduktan sonra 734 nm'de absorbans
spektrofotometrik Ol¢timleri almmistir. ABTS bitki ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi, serbest radikal indirgeme orani olarak hesaplanmistir. Amag, her deneyi en az ii¢
kez tekrarlamaktir. Trolox referans maddesi olarak kullanilmistir (pozitif kontrol). Bitki
ekstrelerinin  ABTS serbest radikal siipiiriicii aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmigtir

2.6. Toplam fenolik icerik (TPC) tahlili

Folin-Ciocalteu tahlili olarak da bilinen bu ydntem numunedeki fenolik bilesiklerin
miktarini dlger. TPC testi dogrudan antioksidan aktiviteyi dlgmez, ancak bu tiir bilesiklerin
miktarindaki artis antioksidan aktivitedeki artisla dogrusal olarak iligkili oldugundan toplam
antioksidan kapasiteyi degerlendirmek icin kullamlir. Piluzza ve Bullitta, ABTS ve TPC
arasindaki R korelasyon katsayisinin %94,3 ve DPPH ve TPC arasinda %95,6 oldugunu

bildirmistir (Piluzza & Bullitta, 2011). Yontem, antioksidanin Folin-Ciocalteu reaktifini
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indirgeme kabiliyetine dayanir. Hem basit hem de tekrarlanabilir olmasi onu antioksidan

tayininde kose tas1 bir yontem haline getirmistir.

Bitki ekstrelerinin ¢gozeltileri hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerden 100 pl alinmistir ve 400
ul (v/v) Folin Ciocalteu reaktifi ile islenmistir. Karigima 800 pL. %5 sodyum karbonat
soliisyonu ilave edilmis ve vortekslenmistir. Tiipler daha sonra oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra absorbans 765 nm'de Slciilmiistiir. Her deney en az 3
tekrar halinde gerceklestirilmistir. Her ekstrenin toplam fenolik igerigi, gallik asit ile
hazirlanan standart bir kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir. Orneklerdeki toplam fenol
miktari, bir gram kuru ekstre (mg GAE/g ekstre) basina mg gallik asit esdegeri olarak ifade

edilmistir.

2.7. Hiicre Kiiltiirii

A549 akciger kanseri hiicreleri 37 °C derecede %5 CO; igeren etiivde 75 cm?2 flasklarda
devam ettirilmistir. Hiicreler, hiicrelerin biiyiiyiip bilylimedigini goérmek ve hiicrelerin
kontamine olmadigindan emin olmak i¢in ters mikroskop kullanilarak giinliik olarak

incelenmistir.

Flasklar yogunluklarini gérmek icin invert mikroskop altinda tarandi. Yiiksek
yogunluga (%80) ulasan hiicrelerin bulundugu siselerde kiiltiir ortami uzaklastirilmistir.
Hiicrelerin ayrilmasina yardimci olmak i¢in yaklasik 2ml tripsin eklendi ve flask 3 dakika
boyunca inkiibatdre konuldu. Hiicrelerin ayrildigindan emin olduktan sonra, tripsini inaktif
hale getirmek ve hiicreleri proteolitik hasardan korumak i¢in Sml besiyeri eklenmistir. Daha
sonra, hiicreler bir tiipe aktarildi ve 5 dakika boyunca dakikada 1000 rpm santrifiijde santrifiij
edildiklten sonra siipernatant atilarak hiicre peleti sayim i¢in bir biiylime ortaminda yeniden
siispanse edilmistir. Hiicre sayimi mikroskop altinda bir hemositometre kullanilarak
gergeklestirilmistir. Sayilan hiicreler daha sonra 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir. Her bir
kuyucuga 10.000 hiicre eklenmis ve 24 ve 72 saat boyunca farkli solvanlarda hazirlanmis olan

meyve ekstreleri varliginda ve yoklugunda inkiibe edilmistir.

2.8. MTT sitotoksisite deneyi

Her bir B. crataegina DC. ekstreninin 15, 30, 60, 125, 250 ve 500pg/ml diliisyonlar
biiyiime ortami besiyeri kullanilarak yapilmistir. A549 hiicreleri 96 kuyulu plaklara ekildikten
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bir glin sonra, B. crataegina DC. ekstrelerinin ¢esitli konsantrasyonlar1 her bir kuyucuga
eklenmis ve kuyucuk 24 saat ve 72 saatte boyunca inkiibe edilmistir. Negatif kontrol kuyulari
sadece besiyeri icermistir. Inkiibasyonlarin ardindan, her bir kuyucuga 20uL MTT (5mg/ml)
eklenmis ve 1-4 saat inkiibasyonun ardindan olusan formazan kristalleri uygun ¢oziiciide

coziilerek 550nm'deki absorbans degeri spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
2.9. istatistiksel analiz
Sitotoksik aktivite deneyleri i¢in GraphPad 9.5.1 kullanilmigtir. Verilerin dagilimi

dikkate alinarak, ¢coklu grup karsilagtirmalari igin One Way Anova Testi ve uygun post-hoc

test uygulanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Berberis crataegina'nin antioksidan etkileri

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan Berberis crataegina (BC) meyve ekstrelerinin toplam
fenolik icerigi ve antioksidan aktiviteleri kapsamli bir sekilde degerlendirilmis ve BC'nin

DPPH, ABTS ve TPC test sonuglar1 asagidaki boliimlerde belgelenmistir.
3.1.1. DPPH testi

DPPH testinde, metanol ekstresi en diisiik IC50 degeri (0,239 + 0,005 pg/mL) ile en
giiclii antioksidan aktiviteyi gdstermis, bunu etanol (0,271 + 0,007pg/mL), etil asetat (0,291 +
0,008ug/mL), diklorometan (0,298 £+ 0,009ug/mL) ve n-biitanol (0,573 + 0,014pg/mL)
ekstreleri izlemistir. Cesitli BC ekstrelerinin IC50 degerleri ¢izelge 3.1.'de gdsterilmistir

Cizelge 3.1. BC ekstrelerinin DPPH radikal temizleyici aktivite degerleri

Ekstre/Standart IC50 (ug/mL) £ SS”

BC-Metanol 0,239 + 0,005
BC-Etanol 0,271 £ 0,007
BC-Diklorometan 0,298 + 0,009
BC-Etilasetat 0,291 £ 0,008
BC-n-butanol 0,573 +£0,014
Propil gallat 0,162 + 0,005

*SS= Standart sapma

3.1.2 ABTS testi

DPPH'ye benzer sekilde, metanol ekstresi en yiiksek aktiviteyi (0,163 £ 0,010pg/mL)
gostermis ve kontrol maddesi Trolox'a (0,068 = 0,005pg/mL) kiyasla kayda deger bir
performans sergilemistir. Etanol ekstresi 0,211pug/mL ile diisiikk IC50 géstermis olup, bu deger
etilasetatin IC50 degerinden biraz daha fazladir disiiktir. En diisik sonuglar, sirasiyla
0,289ug/mL ve 0,328ug/mL IC50 degerlerine sahip olan diklorometan ve n-biitanol ekstreleri
i¢in kaydedilmistir. Cesitli BC ekstrelerinin IC50 degerleri ¢izelge 3.2.'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. BC cekstrelerinin ABTS radikal temizleyici aktivite degerleri

Ekstre/Standart IC50 ug/mL) + SS™
BC-Metanol 0,163 £0,010
BC-Etanol 0,211 £ 0,008
BC- Diklorometan 0,289 £ 0,012
BC-Etilasetat 0,234+ 0,015
BC-n-butanol 0,328 £ 0,015
Trolox 0,068 + 0,005

*SS= Standart sapma

3.1.3. Toplam fenolik i¢erigin belirlenmesi

[k olarak, gallik asit igin standart kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Gallik asit igin
kalibrasyon egrisi sekil 3.1.'de gosterilmistir. Metanol ekstresi (191.500 + 1.900mg GAE/g)
en yliksek fenolik konsantrasyonunu sergilemis, bunu etanol (140.833 + 1.667mg GAE/g), etil
asetat (90.833 + 1.667mg GAE/g), diklorometan (60.167 + 2.528mg GAE/g) ve n-biitanol
(34.167 £ 1.667mg GAE/g) ekstreleri izlemistir.
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Sekil 3.1. Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.3. BC ckstrelerine ait toplam fenolik madde miktarlari

Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/ g kuru

Ekstre/Standart

ekstre + SS¥)
BC-Metanol 191,500 + 1,900
BC-Etanol 140,833 + 1,667
BC-Diklorometan 60,167 + 2,528
BC-Etilasetat 90,833 + 1,667
BC-n-butanol 34,167 + 1,667

*SS= Standart sapma

3.2. MTT testinin sonuclari

A549 hiicrelerinin BC meyvesinin farkli solvanlarda hazirlanan ekstreleri ile 24 saat
inkiibasyonu sonucunda, hiicre canliligt MTT testi ile analiz edildiginde, etanol (Sekil 3.2 B)
ekstresinin 250ug/ml disindaki biitiin dozlarinda hiicre canliligin1 anlamli olarak azalttig1 ve
biitanol ekstresinin ise hiicre canliligini 125ug/ml konsantrasyonda anlamli olarak azalttigi
(Sekil 3.2 E) belirlenmistir. Ancak canliliktaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunsa da

% 80’in altina gerilememistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Farkli Berberis crataegina ekstrelerinin A549 hiicreleriyle 24 saatlik inkubasyon
sonra MTT testinin sonuglar1 (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Ekstelerin 24 saat inkiibasyonu ile canlilik iizerinde giiclii etkiler belirlenmemesi nedeniyle,
72 saatlik inkiibasyon yapilmis ve canlilik degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, BC
metanol ektresinin 500pg/ml konsantrasyonda hiicre canliligini en etkin inhibe eden ekstre
oldugunu ortaya koymustur (Sekil 3.3A). Ayni konsantrasyonda uygulanan diger ekstrelerin
etkileri incelendiginde metanolii sirasiyla etil asetat (Sekil 3.3D) ve etanol (Sekil 3.3.B)
izlemistir. BC biitanol (Sekil 3.3E) ekstresinin uygulanan konsantrasyonlarinda anlamli etki

bulunamamustir.
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Sekil 3.3. Farkli Berberis crataegina ekstrelerinin A549 hiicreleriyle 72 saatlik
inkubasyondan sonra MTT testinin sonug¢lart (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001; ****p <0.0001).

BC Metanol ve BC Etil asetat ekstreleri ile inkiibe edilen hiicrelerin mikroskobik

goriintiisii de hiicre 6liimiinii dogrulamistir (Sekil 3.4).
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Kontrol BC-Metanol BC-Etil asetat
(500 ug/ml) (500 ug/ml)

Sekil 3.4. 500pg/mL konsantrasyonda BC-metanol ve BC-etil asetat ekstreleri uygulanan ve
uygulanmayan kontrol A549 hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (4x bilyiitme)
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4. TARTISMA

BC meyvesinin toplam fenolik igeriginin metanolik ekstrede daha yiiksek oldugu ve
bunu etanolik ekstrenin izledigi gosterilmistir. Bu polar ¢oziiciiler diger ii¢ ¢oziicliye kiyasla
onemli dl¢lide daha yiiksek toplam fenolik igerige sahipti. Aslinda, metanol ekstresi (191,500
+ 1,900mg GAE/ g kuru ekstre) etilasetat ekstresi (90,833 + 1,667mg GAE/ g kuru ekstre) ile
karsilastirildiginda iki kattan daha fazla toplam fenolik igerik ve diklrometan ekstresi (60,167
+ 2,528mg GAE/ g kuru ekstre) ile karsilastirildiginda {i¢ kattan daha fazla toplam fenolik
icerik gostermistir. Bununla birlikte, Aliakbarlu ve arkadaslar1 B. vulgaris icin ekstraksiyon
kosullarin1 incelemis ve aseton ekstreninin metanol ekstresindan daha iyi antioksidan aktivite

iirettigini bulmus ve metanol bu deneyde test edilmemistir (Aliakbarlu vd., 2018).

Polar ¢dziiciiler, daha az polar ¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek toplam fenolik icerik
sergilemistir. Bu durum diger ¢aligmalardan elde edilen bulgularla da desteklenmektedir.
Ornegin, Ercan yakin zamanda B. crataegina meyvesinin metanolik ekstre g ekstre basina
yaklagik 48,85mg galik asit esdegeri (GAE) icerdigini, buna karsilik etanolik ekstrenin
36,39mg GAE/g oldugunu bulmustur (Ercan, 2025). Ayrica, Rahim ve arkadaslar1 Berberis
interrigima ve B. vulgaris meyvelerinin metanolik, su ve etanolik ekstrelerini kargilagtirmigtir.
Ve her ikisinde de ¢6ziiciiniin polaritesi ekstrenin toplam fenolik icerigini artirmistir (Rahim

ve ark., 2025).

Ercan'a benzer sekilde, Charechsaz ve arkadaslari B. crataegina meyvelerinin %80
metanol ekstresi i¢in 53,5mg GAE/g TPC bulmustur (Charehsaz ve ark., 2015). Bu degerler
bizim buldugumuzdan daha diisiik goriinebilir, ancak bu durum raporumuzda meyvelerin
toplam fenolik icerigini hesaplamak i¢in bitkinin kuru agirliginin kullanilmis olmasiyla
aciklanabilir. Genel olarak, bitkinin siirekli olarak yiiksek fenolik igerige sahip oldugu

gosterilmistir.

Bununla birlikte, baz1 aragtirmacilar polaritedeki artisin antioksidan aktiviteyi yalnizca
belirli bir noktaya kadar artirdigimi bulmuslardir. B. crataegina meyvesinin etanol, metanol ve
su ekstreslerinin antioksidan aktivitesini karsilastirdiklarinda ortaya ¢ikmistir. Bulgulari, daha
polar olan su ekstresinin daha az polar olan 30:70 su:metanol ekstresine kiyasla daha az

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Say ve ark., 2025).
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BC diger Berberis tiirleriyle karsilastirildiginda, TPC'nin BC'de benzer veya biraz daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Cakir ve arkadaslari yabani B. crataegina meyvelerinin
(73,5mg/g) B. vulgaris'ten (71,5mg/g) biraz daha yiiksek fenolik icerige sahip oldugunu
bulmustur (Cakir ve Karabulut, 2020). Berberis asiatica veya B. aristata ile
karsilastirildiginda, B. crataegina'nin, 46,6mg GAE/g kuru agirlik TPC'ye sahip olan B.
aristata ve yaklasik 50,3mg GAE/g kuru agirlik toplam fenolik icerige sahip olan B. asiatica
dahil olmak tizere Berberis cinsindeki ¢esitli meyvelerin metanolik ekstrelerine kiyasla daha

yiiksek TPC degerlerine sahip oldugu bulunmustur (Dhungel ve ark, 2016).

TPC'ye benzer sekilde, BC'nin DPPH ve ABTS sonuglar1 da benzer bir egilim izlemistir.
Metanol gibi daha polar ¢oziiciiler, n-butanol gibi daha az polar olanlara kiyasla daha yiiksek
radikal siipiirme kabiliyeti sergilemistir. Diger calismalarda da benzer sonuglar bulunmustur.
Ornegin, BC'nin %80 metanolik ekstresi 405ug/mL DPPH radikal siipiiriicii IC50 degerine
ulasabilmistir ki bu deger biitillenmis hidroksi toluenin antioksidan kontroliinden yaklasik 3
kat daha yiiksektir. Bu 6nemlidir ¢linkii BHT saf bir antioksidan bilesiktir (Charehsaz ve ark.,
2015).

Tiim ¢aligmalar ABTS ve DPPH degerlerini IC50 degerleri olarak rapor etmemektedir,
ancak Trolox esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC) ve % inhibisyon degerleri uygun bir
karsilagtirma yontemi saglamaktadir. Eroglu ve arkadaslar1t DPPH deneyinde BC'nin etanolik
ekstreninin %48 ila %76 arasinda degisen bir % inhibisyon degerine sahip oldugunu, sulu
ekstrelerin ise %13,6 ila yaklasik %19 arasinda degisen sonuglar verdigini bulmuslardir.
ABTS testinde ise etanolik ekstre %76'ya varan bir degere ulasirken, sulu ekstre neredeyse

%93 inhibisyona ulagsmistir (Eroglu vd., 2020).

BC'nin DPPH ve ABTS sonuglan diger Berberis tiirleri ile karsilastirildiginda, BC
biiyiik antioksidan aktivite sergileme egilimindedir. Cakir ve Karabulut, B. vulgaris (1C50 =
15.65mg/ml) ile karsilastirildiginda diisiik antioksidan aktiviteye (IC50 = 6.30mg/ml) sahip
oldugunu bulmuslardir. Bulgularimiza gore, etanolik ekstre i¢in IC50 ¢ok daha distiktiir (IC50

0,271ug/ml). Bu durum IC50 'yi Olgmek i¢in kuru agirhigin kullanilmasiyla
agiklanabilir.(Cakir & Karabulut, 2020)

Baska bir ¢alismada Berberis cinsindeki diger bitkilerin DPPH degerleri incelenmis,

ancak BC dahil edilmemistir. Yapilan g¢alismaya gore, Berberis bitkilerinin metanolik
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ekstrelerinin B. asiatica i¢in 90.7ug/ml ile Berberis angulosa i¢in 29.15 arasinda degisen

IC50 degerlerine sahip oldugu bulunmustur (Dhungel vd., 2016).

Cesitli B. crataegina ekstreleri giiclii antioksidan aktivitesi, fitokimyasal bilesimlerine
yakindan baghdir. BC, flavonoidler gibi fenolik bilesiklerin bolluguna sahiptir. Bazi
calismalar BC'nin kimyasal bilesimini incelemis ve basta klorojenik asit olmak {izere bircok
fenolik asidin yami sira siringik asit ve gallik asit gibi diger fenolik bilesiklere de sahip
oldugunu ortaya koymustur (Eroglu vd., 2020). Fenolik bilesikler olduk¢a faydali biyoaktif
bilesiklerdir. Ashinda, fenolik bilesikler yiiksek oranda antioksidan aktivite ile iligkilidir.
Olajire ve Adeyemi cesitli sebzeleri antioksidan aktivite agisindan test etmis ve sebzelerdeki
antioksidan aktiviteye en biiyiikk katkiyr saglayanlarin fenolik bilesikler oldugu sonucuna

varmistir (Olajire ve Adeyemi, 2011).

MTT test sonuglarina iligkin olarak, 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan, butanol
ve etanolden elde edilen bazi sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmus, ancak diger
ekstrelerin canlilik {izerindeki etkilerine iliskin sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulumamistir. Ayrica, canlilik iizerinde inhibitor etki gosteren ekstrelerin A549 hiicre

canliliginda potent bir etki sergilemedigi gézlenmistir.

Bununla birlikte, 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise, butanol hari¢ tiim BC ekstresleri
istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermistir. Ekstresler, A549 kanser hiicrelerinin hiicre
iizerinde anlaml1 inhibisyon sergilemistir. 500pg/ml'lik metanol ekstresi en yiiksek sitotoksik
etkiyi sergilemistir (yaklasik %60 hiicre canlilig1). Ancak daha diisiik konsantrasyonlarda ise
giiclii bir hiicre 6ldiirme etkisi bulunmamugtir. Bir sonraki en yiiksek sitotoksisite, 500ug/ml
etil asetat ekstresinde (yaklasik %70) gozlemlenmistir. Bu ekstreyi etanol ekstresi takip
etmistir. BC'nin antikanser etkilerinin incelendigi arastirmalardan birinde. 2015 yilinda
Charehsaz ve arkadaslar1i, meyvenin metanol ekstresinin rahim agzi kanseri hiicre hattinin
(HeLa) canlilig1 iizerindeki etkilerini incelemistir ve meyvenin 4,98mg/ml IC50'ye sahip
oldugunu hesaplanmistir (Charehsaz ve ark., 2015). 2025 yilinda yapilmig olan yeni
rastladigimiz bir ¢alismada Erdogan ve arkadaslari da metanol meyve ekstresinin etkilerini
A549 hiicre hattinda incelemisler ve ekstrenin IC50 degerinin 215,99ug/mL oldugu tespit
edilmistir (Erdogan ve ark., 2025).

BC'nin antikanser etkilerini inceleyen ¢aligmalarin nispeten sinirlt olmalart nedeniyle,

sonuglar diger Berberis tiirlerinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalardan elde edilen bulgularla
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karsilastirilabilir. Bu ¢alismalarda bulunan BC ekstrelerinin IC50 degerleri, calismamizda elde
edilen bulgularla karsilastirildiginda nispeten diisiiktiir. Ornegin, B. aristata'nin hidroetanolik
ekstresi, A549 akciger adenokarsinoma hiicreleri iizerinde test edildiginde 47,8pug/mL 1C50
degerine sahip oldugu bildirilmistir (Pundge & Dhabe, 2025). HepG2 karaciger hiicrelerine
karsi, B. Iycium kok ekstresi yaklasik 47pug/ml IC50 degerine sahip olarak bulunmustur
(Mustafa ve ark., 2020).

Genel olarak, meyve ekstreleri, govde, kabuk ve kokler dahil bitkinin diger
kisimlarindan elde edilen ekstrelerle karsilastirildiginda ¢ok az sitotoksik etki gdstermistir.
Ornegin, Berberis integerrima meyvesinin antosiyanin fraksiyonu sadece ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gosterirken (Farmani & Sabahi, 2018), bitkinin kabuk
ekstresi A375 kanser hiicrelerine (51,6ug/mL) ve WS1 kanser hiicrelerine (64,24ug/mL) karsi
cok daha giiglii bir sitotoksik etki gostermistir (Tuzimski ve ark., 2024).

Genel olarak, Berberis tiirlerin gévdesinden, kokiinden ve kabugundan elde edilen
ekstreler, meyveden elde edilen ekstrelere kiyasla daha iyi sitotoksisite gostermistir. Bu
durum, gévde, kok ve kabuktan elde edilen ekstreslerde berberin, berbamin ve palmitin gibi
alkaloidlerin varligiyla agiklanabilir. Bu alkaloidlerin, apoptoz indiiksiyonu ve metastazin
inhibisyonu dahil olmak iizere 6nemli antikanser etkileri oldugu gosterilmistir (S. Kim ve ark.,

2008; S. Wang ve ark., 2009).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu galigmada, farkli ¢oziiciilerle hazirlanan Berberis crataegina meyve ekstrelerin
toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktiviteleri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
Genel olarak, ekstreler Berberis cinsindeki diger bitkilerle karsilastirildiginda bile yiiksek
antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerik sergilemistir. Bulgularimiz, fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitenin birincil belirleyicileri oldugunu ve ¢oziicii se¢iminin ekstraksiyon
verimliliginde kritik bir rol oynadigini desteklemektedir. Metanol ve etanol ekstrelerinin
yiiksek fenolik icerigi ve giiclii radikal siipiirme kapasitesi gz oniine alindiginda, bu ekstreler
fonksiyonel gida veya nutrasotik uygulamalar i¢in potansiyel adaylar olarak kabul edilebilir.
Ancak, bu sonuglarin gegerliligini giiclendirmek i¢in daha ileri analizler (6rnegin, HPLC
tabanli fenolik profil karakterizasyonu ve in vivo biyoaktivite testleri) 6nerilmektedir. Ayrica,
toksikolojik  degerlendirmeler ve endiistriyel uygulamalardan o6nce ekstraksiyon
parametrelerinin optimizasyonu, ekstrelerin etkinligini ve giivenilirligini artirabilir. Berberis
crataegina, A549 kanser hiicrelerine karsi da 6nemli sitotoksik aktivite gdstermistir, ancak bu
etki yalnizca nispeten yliksek konsantrasyonlarda goriilmiistiir. Bitkinin gévdesi veya kokleri
gibi diger kisimlari, biyoaktif alkaloidlerin daha yiiksek konsantrasyonuna sahip olmalar
nedeniyle daha yiiksek sitotoksisiteye sahip olabilirler, bu da daha fazla arastirma yapilmasini
gerektirmektedir. Bu g¢alisma sadece Berberis crataegina'nin biyoaktif potansiyelini ortaya
koymakla kalmayip aynm1 zamanda bitki kaynaklarindan yiiksek verimli ekstraksiyon

stratejilerinin gelistirilmesine de katkida bulunmaktadir.
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