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OZET

Tibbi bitkiler, tiirevli ilaglar ve tedavi metotlariyla ilgili arastirmalar bitkilerin kullanim
seklini, alanini ve etki mekanizmasini belirlemek agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Tibbi
bitkiler ¢ogu toplumda cesitli sebeplerle kullanilmaktadir. Ayni zamanda da ilag
endiistrisinde ciddi bir 6neme sahiptir. Tibbi agidan 6nemli oldugu bilinen bitkilerden biri
de Morus alba L. dir. Calismamizda Bolu ve Corum illerinden toplanan Morus alba L.
yaprak ekstraktlarinin kolon kanser hiicre hatt1 (Caco-2) tizerindeki sitotoksik etkinliginin
antioksidan aktivite ile birlikte degerlendirilmesi amaglandi. Ekstraktlarin Caco-2 hiicre
hatt1 iizerinde sitotoksik etkinligi 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) sitotoksisite deneyleri ile antioksidan aktivite ¢alismalar1 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) ve total antioksidan seviye (TAS) spektrofotometrik yontemler ile
arastirildi. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda, Morus alba L. yaprak ekstraktlarinin Caco-
2 hiicre lzerinde konsantrasyon ve zaman bagiml olarak degisen oranlarda sitotoksik
etkinlikten cok proliferatif etkinlige ve yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edildi. Calisma sonuclarimiz ile, tibbi bitkilerden yararlanilirken mutlaka tizerinde bilimsel
calismalar yapilmis, verileri kanitlanmis ve konsantrasyonlari belirlenmis iiriinlerin

kullanilmasi hususu vurgulanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Morus alba L., Caco-2, Sitotoksisite, Antioksidan Aktivite.
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ABSTRACT

Research on medicinal plants, derivative drugs, and treatment methods have an important
place in terms of determining the use, area, and mechanism of action of plants. Medicinal
plants are used in many societies for various reasons. At the same time, it has serious
importance in the pharmaceutical industry. One of the plants known to be medicinally
important is Morus alba L. In our study, it was aimed to evaluate the cytotoxic activity on
the colon cancer cell line (Caco-2) together with the antioxidant activity of Morus alba L.
leaf extracts collected from Bolu and Corum provinces. The cytotoxic activity of the
extracts on the Caco-2 cell line was investigated by line 3-4,5-dimethyl-thiazolyl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) cytotoxicity assays. In antioxidant activity studies,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) and total antioxidant level (TAS) were evaluated by
spectrophotometric methods. In line with the data we obtained, it was determined that
Morus alba L. leaf extracts have proliferative activity and high antioxidant activity rather
than cytotoxic activity on Caco-2 cells at varying rates depending on concentration and
time. With our study results, it is emphasized that when using medicinal plants, the use of
products that have been scientifically studied, whose data have been proven, and whose

concentrations have been determined.

Keywords: Morus alba L., Caco-2, Cytotoxicity, Antioxidant Activity.
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1. GIRiS

Ilk medeniyetlerden giiniimiize kadar siire gelen cesitli hastaliklarin tedavisini saglamak
icin kullanilan tibbi ve aromatik bitkiler; kronik ve akut hastaliklarin tedavisi, inflamasyon
ve bagisiklik sisteminin giliclendirilmesi, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla
ikinci 6liim oranina sahip olan kanserin tedavisi icin tercih edilmesiyle saglik alaninda
biiylik 6nem tasimaktadir. Kanser yol a¢tig1 dliimler ve goériilme sikliginin fazla olmasi
nedeni ile halk saglig1 icin biliylik sorun teskil etmektedir. Tibbi ve aromatik bitkilerin
temin edilmesi kolay, ucuz ve yan etkileri bakimindan modern tibba gore daha az olmasi
sebebiyle hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde tercih edilmesini saglamistir.
Glnlimiizde hastaliklarin tedavi yontemleri ve ilaclar ne kadar gelisse de hastaliklar hizla
artmaya devam etmistir (Daglar, 2018; Demirkaya ve ark., 2019). Bu nedenle ¢alismalar
dogal maddelerin kullanimi ve dogal beslenme {izerine yogunlasmistir. Biyolojik
aktiviteleri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgi yetersizligi sebebi ile tibbi bitkilerin
calismalar1 her gecen giin artmaktadir. Diinya niifusunun %80' inin genellikle tibbi
bitkilere ile ¢6ziim arayis1 Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan &éngérilmiistiir
(Goniilalan, 2017; Daglar, 2018; Demirkaya ve ark., 2019; Sari, 2018).

Kontrolsiiz olarak cogalan olgunlasmamis hiicrelerin gerek i¢ gerek dis faktdrlerden
etkilenerek kontrolsiiz olarak ¢cogalma gostermesine kanser denilmektedir. Kanser tedavi
yontemlerinin temelini kemoterapi ve radyoterapi olusturur. Fakat bu asamalar sirasinda
kontrolsiiz olarak ¢ogalan hiicrelerin yani sira saglikli hiicreler de tehlike altindadir.
Tedavi yontemlerini gelistirirken ama¢ normal hiicrelere zarar vermeden kontrolsiiz

cogalan kanser hiicrelerinin gelisimini engellemektir (Ay, 2019).

Tibbi bitkilerin saglik alanindaki kullanimi ile 6énemi ortaya ¢ikan Morus alba L. gerek
yapraklar1 gerekse meyveleri ile icerdigi karbonhidrat, mikro ve makro besin bilesenleri,
organik asitler ve serbest aminoasitler ve proteinler bakimindan zengin igerikli bitkiler

arasinda yer almaktadir (Piring, 2020).

Bu calismada Bolu ve Corum illerinden toplanan Morus alba L. yaprak ekstraktlarinin
Caco-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinliginin antioksidan aktivite ile birlikte

degerlendirilmesi amaclandi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tibbi Onemi Olan Bitkiler

Cok eski zamanlarda da insanlarin cesitli hastaliklarin tedavisinde, daha kolay elde
edilebilmesi ve yan etkilerinin az olmasi sebebi ile dogal ila¢ ve ilagc ham maddelerinde
bitki ekstrelerinden yararlanilmistir. Botanik arastirmalarina gore, bitki tlirii sayisinin
giiniimiizde yaklasik 250.000-500.000 civarinda oldugu diisiiniilmektedir (Ozcan, 2018).
Bu bitki cesitliliginin 70.000 kadarini tibbi bitki tiirleri olusturmaktadir. Bu cesitlilik
icerisinde aromatik bitkiler de oldukca yaygindir. Ulkemizin dogal farkl iklim kosullarina
sahip olmasi ve endemik tirleri de icinde barindirmasi bize yalnizca yasamimizi
surdirmek icin oksijen ve besin saglamak degil, saglik alaninda da yeni ¢alismalar
yapilmasina olanak saglamistir. Tiirkiye ve diinya lzerinde tibbi ve aromatik bitkilerin
antimikrobiyal, antitiimoral ve antioksidan etkinlik calismalarina énemli derecede katki
saglanmaktadir (Simsek, 2013; Bor,2021; Keles, 1995).

2.1.1. Morus alba L.

Morus alba L. nin Cin ve Japonya'daki olusumu milattan énce 4000’li yilara kadar
dayanmaktadir. Daglik ve iliman bolgelerde dogal olarak yetisen Morus alba L.’ nin ana
vatan1 Cin olarak 6ngoriilse de Japonya, Kore, Mancurya, Hindistan, Pakistan, Iran ve
Anadolu’ da da yetismektedir. M.alba, M.rubra, M.nigra, M.australis, M.latifalia, M.thaus,
M.multicaulis, M. bombycis gibi pek ¢ok tiir tanimlanmigtir. Urticales takiminin Moreceae
familyasinin Morus cinsi icinde yer alan Morus alba L., farkl iklim ve toprak sartlarina
kars1 dayanikli olmasi sebebiyle hem iliman hem de subtropik iklim bdélgelerinde

yetisebilen bir meyve ¢esididir (Ekizoglu, 2010).

Ulkemizin dogal zenginligi icerisinde bulunan ve iizerinde ¢alisma yapmak icin gec
kalinmis meyve tiirlerinin en 6énemlilerinden birisi olan Morus sp. agaclarinin %2’ si M.
nigra L. tiriine, %3’ i M. rubra L. tiriine ve %95’ i M. alba L. aittir (Agca ve Ilgin, 2017).



Resim 2.1. Morus alba L. (Unliier, 2011)

Bir¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi hava sicakligi 5-36°C‘de gelisimlerini normal sekilde
devam ettirirken optimum sicakliklar1 24-28°C* dir. Morus alba L. agaclarinin ihtiyaci olan
su miktari bulunduklari yerin toprak 6zelliklerine gore degisiklik gostermektedir. Fazla su
miktari ile gelisim gosteren Morus sp. agaglarinin yapraklarindaki protein ve karbonhidrat
icerigi azalirken, su miktar1 bakimindan yoksun olan bolgelerde sinirl gelisim gosterirler.
Morus tiiri agaglarin optimum toprak pH‘ s1 6,5-7 olmali ve derin, verimli ve kumlu
topraklar tercih edilir (Unliier, 2011).

2.1.2. Tiirkiye’de Morus alba L.

Cin’den Japonya'ya (Dogu Cin, Kore ve Japonya) kadar uzanan bdlgeler Morus sp.
Meyvesinin dogal bitkisi olarak kabul edilir. Yiksek kaliteli meyve ve cesitli genetik
ozellikleri bakimindan zengin olan bir¢ok Morus sp. Tiirl son yillarda iilkemizde yerlesim
bolgelerinin ve niifusun hizli artisi ile beraber kesilerek yok edilmektedir (Ekizoglu, 2010;
Agca ve llgin, 2017). Bunun sonucunda iilkemizde Morus sp. Uretimi ve agac sayisi

azalmistir.

Tiirkiye’ nin Morus sp. Uretim miktar1 1997-2008 y1l1 istatistik kayitlarina gére 65.140 ton,
meyve veren agac sayisl 2.300.689 adet ve meyve vermeyen agac sayist 539.122 adet
olarak belirlenmistir (Ekizoglu, 2010).

2.1.3. Morus alba L. nin Besin Degeri

100 g taze Morus alba meyvesinin; 1,5 g protein, 0.49 g yag, 8,3 g karbonhidrat, 1,4 glif, 0,9
g kiil, 80 mg Ca, 40 mg P, 1,9 mg Fe, 9 pg tiamin, 184 pg riboflavin, 0,8 mg nikotinik asit ve
13 mg askorbik asit icerdigi bilinmektedir (Duke, 1983)



Tablo 2. 1. Morus alba yapraginin bilesenleri (Piring, 2020)

Bilesen M.alba M.alba M.alba
(Kuru) (Taze) Yapragi

Su 955¢g 83.06g 10.7 g

Kiil 3.10¢g 0.74 g 1181¢g

Protein 2.76 g 0.56¢g 298¢

Yag toplam 0.84¢g 049¢ 557¢g

Lif, toplam diyet 892¢g 216g 11.10g

Karbonhidrat 7483 g 1299¢g

Glukoz 1895¢g 431¢g

Fruktoz 19.25¢g 454¢g

Farkli Morus sp. tiirleri ile yapilan ¢alismalarda meyvelerin sakkaroz miktar1 % 0,0-0,55,

indirgen seker miktar1 % 7,76-20,49, toplam seker miktar1 % 7,85-21,04, toplam kuru
madde miktar1 % 15,13-27,94, kil miktar1 % 0,63-1,04 ve pH degeri 3,74-5,65 olarak
bildirilmistir. Ayrica ortalama olarak K miktar1 2413 mg/kg, Ca miktar1 746 mg/kg, Mg
miktar1 286 mg/kg ve P miktar1 491 mg/kg olarak bildirilmistir (Polat, 2004).

Resim 2.2. a) Morus alba agacinin ¢igek ve yeni olusan yapraklari, b) Morus alba poleni (Olympus

CX31, 100X) (Cetereisi, 2014)



Tablo 2. 2. Farkli Morus meyve cesitlerinin mineral icerikleri (Unliier, 2011)

Mineraller Morus nigra Morus alba (Cekirdeksiz) Morus alba

Al 29.71£2.53 108.82+17.41 57.5+£4.25

Fe 37.1746.62 52.85+8.27 24.06+2.93

Mg 958.77+34.38  904.48+61.17 994.54+32.36
Na 115.29+7.30 214.82+23.11 252.33+27.21

P 1831.46+17.29 1850.97+76.61 2166.68+205,76
Zn 9.62+0.56 8.97+0.94 9.74+0.74

Morus alba L. meyvelerinin potasyum, fosfor, magnezyum, kalsiyum, kikiirt ve demir
bakimindan zengin oldugu bilinmektedir. insan viicudunun sentezleyemedigi esansiyel
yag asitleri olan linolenik, linoleik ve arasidonik asitlere sahip Morus sp. Meyveleri saglikli
hiicre membraninin sekillenmesi, beyin ve sinir sisteminin fonksiyonlarini uygun sekilde
yuriitebilmesi, eikosanoid (tromboksanlar, leukotrienler ve prostaglandinler) diye

adlandirilan hormon benzeri maddelerin iiretimi icin gereklidirler (Giingor, 2007).

Morus sp. tiirlerinde yag ve yag asitleri, C vitamini, fenolikler, flavonoidler ve minerallerin

varlig1 yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (Aksehir, 2013).

Tablo 2. 3. Morus alba L. yapraklarindaki bazi flavonol glikozitlerin miktarlari (Unliier, 2011).

Flavonol Glikozitler mg/100g
Kuersetin 3 (6-malonil-glikozit) 754-1046
Rutin 487-659
Izokuersitrin 168-220
Astragalin 26-36




Tablo 2. 4. Farkli Morus sp. Tiirlerinin baz fitokimyasal ézellikleri (Unliier, 2011)

Fitokimyasal Ozellikler M. nigra M.alba (Cekirdeksiz) M. alba

pH 5.41 (0.01) 6.01 (0.01) 5.76 (0.04)

Toplam Asitlik (%) 0.27 (0.02) 0.23 (0.02) 0.24 (0.01)

T.Fenolik Madde 3545 1143 (66,4) 1373 (45,2)
Toplam Seker (%) 14.35(0.42) 17.44 (0.45) 18.04

Kiil (%) 2.76 (0.08) 2.99 (0.10) 3.54 (0.03)

Protein (%) 2.64 (0.06) 1.94 (0.02) 2.28 (0.04)

Yag (%) 2.5(0.02) 1.7 (0.01) 2.80 (0.04)

Askorbik Asit (mg/kg) 105.4 74.8 79.6

Tablo 2. 5. Dort farkli Morus meyvesinin toplam seker, indirgen seker indirgen olmayan seker
icerigi (Unliier, 2011)

Bitki Adi Toplam  Seker Indirgen Seker Indirgen olmayan
(8/100g) (8/100g) seker (g/100g)

Morus alba L. 7,55 5,90 1,65

Morus nigra 6,64 494 1,70

Morus laevigata 10,89 8,11 1,78

Morus laevigata 8,18 6,62 1,56

Tablo 2. 6. Tiirlerin; vitamin C, B2, B3, toplam fenolik ve alkoloid yapi icerigi (mg/100ml de)
(Unliier, 2011)

Bitki Ad1 Riboflavin ~ Niasin = Askorbik Asit Toplam Fenolikler Alkoloid
M. alba L. 0,088 3,10 15,20 1650 660

M. nigra 0,040 1,60 15,37 880 630
M.laevigata 0,055 0,40 16,35 1300 390
(Siyah)

M.Laevigata 0,072 0,85 17,03 1100 630
(Beyaz)




2.1.4. Morus alba L. Kullanim Alanlar1

Morus alba L. bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Hem i¢ pazar ve hem de dis pazar i¢cin 6nemli
bir yere sahip olan Morus sp. Meyvesi, gida ve gida amagl olmayan tiiketim imkanlarinin
olmasi, dekoratif kullanimi ve zengin besin igerigi gibi 6zellikler Morus sp. Yetistiriciliginin
artmasini  saglamaktadir (Agca ve Ilgin, 2017). Ayrica yapraklarinin ipek bocegi
tiretiminde kullanilmasi ipek liretim bolgelerinde de tercih edilen bir agac olmasina neden
olmustur (Ekizoglu, 2010).

Resim 2. 3. ipek bocegi ve kozalar (Camuz,2017)

2.1.4.1. Saghk alaninda Kullanimi

Tibbi olarak Morus alba L. burun kanamalari, géz enfeksiyonlari, soguk alginhgi, bogaz
agrisi gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilirken meyveleri de bas donmesi, diyabet
ve yasllarda liriner sistem hastaliklarin tedavisinde tercih edilmektedir (Giindiiz ve ark.,
2009).

Alfa glikozidaz adi verilen bagirsak enzimlerini inhibe edici etkiye sahip Morus sp.
Yapraklarinin ayn1 zamanda, hipoglisemik etki gosterdigi bildirilmektedir. Bu enzim
siikroz laktoz maltoz gibi cift sekerleri (disakkaritleri), glikoz, galaktoz ve fruktoz gibi
monosakkaritlere parcalayarak bagirsaktan kolayca kana gecisini saglamaktadir. Yapilan
bazi arastirmalarin sonucunda ratlarin karbonhidratca zengin yemekle beslemeden 6nce
Morus sp. yapragl 6ziitii yedirmenin yemek sonrasi kan sekeri diizeyinin 6énemli miktarda

diisiise neden oldugunu gostermistir (Tiirkoglu ve ark., 2014).

Cin’de ¢orek ve ekmek yapiminda kullanilirken yapraklarindan yapilan ¢ayin sakinlestirici

etkisi oldugu bildirilmektedir. Romatoid artrit, bronsit, hipertansiyon, sinir zayifligi,



akciger iltihabi, oksiiriik, solucan diisiiriicii gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de yer
almaktadir (Tiirkoglu, 2011).

Kuwanon G, Leachianone G ve DN]J (deoxynojirimycin) gibi baz1 antimikrobiyal maddeler
ve oksidasyon reaksiyonlarinda antioksidan olarak gérev yapan flavonoit gibi maddelerin
Morus yapraklarinin 6ziitlerinde ulundugu tespit edilmistir. Morus yapraklari i¢inde
bulunan DN]J (deoxynojirimycin) adl bilesigin, glikozidaz, siikraz ve maltaz gibi enzimlerin

aktivitelerini diizenledigi bulunmustur (Unlier, 2011).

Sekil 2. 1. Kuwanon G

HO,

OH

Sekil 2. 2. Deoxynojirimycin (DN])

HO OH

HO O,

OH O

Sekil 2. 3. Leachianone G



2.2.Antitiimoral Aktivite
2.2.1. Kanser

Hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir
hastalik olan kanser viicudun farkli béliimlerini etkileyebilen bir dizi hastalik igin
kullanilan genel bir terimdir. Kanser hiicrelerinin béliinmesi kontrolsiiz iken, saglikli bir
hiicrenin boéliinmesi kontrol edilebilir. Bu sekilde kontrol altinda tutulamayan hizla
cogalan hiicreler timér adi verilen Kkitleler olusturur. Hiicresel biiylime, olgunlasma ve
programlanmis hiicre 6liimii iizerindeki normal kontrolleri azaltan veya ortadan kaldiran,
yasanilan cevrede Kkarsilasilan ve hiicrede ortaya cikan fiziksel, kimyasal ya da biyolojik
etkenlere maruz kalinmasi nedeniyle DNA'daki degisiklikler yani mutasyonlar kanserin
ana nedenleri arasindadir (Er, 2011; Dilber, 2020; Artun, 2018).

Hiicre Biiyiimesine Sebep Olan
Sinyallerin Devam Ettirilmesi

Hiicre Oliimiine

Tiimér Baskilayic |

Direnc Genlerden Kacis
Invaryonun Ve
2. g Metastazin Aktif olmasi
Anjiyogenezin
Aktiflenmesi
l}iih'inme ile
Oliimsiizliigii Saglama

Sekil 2.4. Kanserin temel 6zellikleri (Hanahan D. ve Weinberg R., 2000).

Viicudumuzda ytliz milyondan fazla hiicreye yer almaktadir. Bir hiicrede veya kiiciik bir
hiicre grubunun genlerinde bazi kalitsal, kimyasal veya cevresel sebepler hiicrelerin
isleyisinde degisiklikler meydana getirir ve hiicrelerin biiyiimesi kontrol altindan ¢ikarak
kontrolsiiz yayllmaya baslar. Kanserleri koken aldiklar1 dokulara gore siniflandirmak
miimkiindiir ( Darendelioglu, 2017; Demirkaya ve ark., 2019).

Losemi ve lenfoma; kan hicrelerinden

- Sarkoma; bag ve kas dokulardan
- Karsinoma; epitel dokulardan kéken alir.
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Birincil Tiimor

Endotel Hiicreleri

ikincil Yerlesim Bolgesi

Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinin orijinal bolgelerinden viicudun diger bolgelerine yayildig siireg
(Schroeder, ve ark. 2011).

Hiicrelerin diizenli ve kontrollii bir sekilde ¢ogalmasini saglayan ve viicudun saglikli
kalmasi i¢in yeterli sayida hiicrenin tretilip iiretilmedigini saglayan genlerde bazen hiicre
boélinmesinde mutasyon adi verilen degisiklikler olusabilir (Darendelioglu, 2017).



Normal hiicre gogalmas! Kanser hiicrest ve ¢ogalmasi

Kanserogenle kargilagms,
omr( bitmemesine kargin

Kontrolstz

hitcre gogalmasi
(KANSER)

Sekil 2.6. Normal ve Kanser Hiicresi Arasindaki Fark (Akgicek, 2019).

Mutasyonlar, kanser genetiginde dnemli bir yere sahiptir. Hiicrenin verilen talimatlar
algilamadigi, kontrolden ¢ikmaya baslamasi bazi mutasyonlarin sonucunda goziikebilir.
Kanser vakalarinin %1lik kisminda mutasyon, esey-kok hiicrelerinde olusmasi sonraki

nesillere kanser vakalarinin goriilme oranin artirmaktadir (Nalkiran, 2014).

invaziv kanser

v

Genetik Kanser hitcreleri
mutasyona normal doku
sahip hiicre Kanser Hiicreleri igerisinde ¢ogaliyor

In situ kanser

Sekil 2.7. Mutasyon sonrasi kanser hiicrelerinin gelisimi ve ¢ogalmasi (Darendelioglu, 2017)
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2.2.2. Kanser Ve Hiicre Dongiisii

Hiicrenin tam kopyasini liretme yetenegi kazandiran ¢ok iyi organize olmus molekiiler
olaylarin bir dizisi olan hiicre déngilisiinlin ana olaylar1 Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)
replikasyonu ve replike edilmis kromozomlarin ayrilmasidir. Kanser olusumunun
biliylimesine ve gelisimsel anormalliklerine hiicre dongiisii diizenindeki bozukluklar sebep
olabilir. Bu bozukluklarin kaynaklarini anlayabilmek, kanserin tedavisi icin énemli yere
sahiptir. Mitoz boliinme safhalar1 (interfaz, profaz, metafaz, anafaz ve telofaz) arasinda bir

dizi olay 6karyotik hiicrelerde gerceklesir (Bars, 2010).

. Mitotik Faz
Interfaz

Mitoz 2 yavru hiicre
// Sitokinez olujumu

interfaz \}/

W

- — | -

Sekil 2.8. Hiicre Dongiisti (Giiler, 2019)

2.2.3 Kolon Kanseri

Diinya genelinde en yaygin tciincii kanser tirii olan kolon kanseri (KK), mortalite
acisindan dordiincii siradadir. Genel olarak erkeklerde goriilme sikliginda tigiincii sirada,
kadinlarda ise ikinci sirada yer alan kolon kanseri gelismis toplumlarda ciddi bir saglik

problemi haline gelmistir (Nalkiran, 2014).
2.2.3.1. Kalin Bagirsak Anatomisi Ve Fizyolojisi

Sindirim sisteminin 1/5’ini kaplayan kalin bagirsak, ileumdan baslayip aniise kadar devam
eder ve yaklasik 150 cm uzunlugundadir. Cekum, cikan kolon, transvers kolon, inen kolon,
sigmoid kolon ve rektum gibi kisimlardan meydana gelir. Kolonun ilk ve en genis bolgesi
olan ¢ekum, kolonun ince bagirsaga baglandigi keselesmis bir organdir. Kolonun ince

bagirsaga baglandigi bolgenin ardindan yukari dogru c¢ikan yaklasik olarak 15 cm
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uzunlugunda olan ¢ikan kolondur. Cikan kolon kismi karacigerin alt kisminda hepatik
fleksura yaparak karin bdlgesinin sol kismindan splenik fleksura yapacak sekilde sagdan
sola dogru uzanir. Yatay bir sekilde uzanan kolonun bu kismi transvers kolon adini tasir.
Transver kolon kalin bagirsagin en uzun parcasi olup yaklasik 45 cm uzunlugundadir.
Transvers kolonon bitim yerinde ve dalagin altinda bulunan kolon splenik flexura yapar ve
karin bolgesinin sol tarafindan asagl dogru inen ve 25 cm uzunlugunda olan inen
kolondur. Sigmoid kolon 15-50 cm arasinda degisik uzunluklarda bulunabilen kolonun en
dar kismi1 olup inen kolonun S harfi seklindeki boliimiidiir. Bu b6liim ile sindirim kanalinin
son parcasl olan 12-15 cm genislige sahip rektuma baglanir (Nalkiran, 2014; Yamak,
2012).

Transvers Kolon

Hepatik Fleksura
Splenik Fleksura

Inen Kolon

Sigmoid Kolon
Rektum

Sekil 2.9. Kolonun anatomisi (Teker, 2018).

2.2.3.2. Epidemiyoloji

Insanlarda sindirim sisteminde gérilme sikhgi en fazla olan kolon kanseri Birlesik
Devletler ve Kanada, Avusturalya, Yeni Zelanda, Danimarka, Isve¢ ve diger gelismis
iilkelerde yaygin olup; Hindistan, Giiney Amerika ve Afrika’da goériilme oran1 daha diisiik
seyretmektedir. Tim kanser c¢esitleri icerisinde erkek ve kadinlarda ticiincii sirada yer
alan kolon kanseri erkeklerde kadinlara oranla % 20 daha sik goriilmektedir. Geng yas
grubundan ziyade daha ¢ok ileri yas grubunu etkileyen kolon kanseri 50 yasindan sonra
artmakta ve 60-70 yaslarinda en yiiksek seviyeye ulasmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar kolon kanseri icin erken donemlerde uygun metotlarla tespit edilebilirse
onlenebilecegi yoniindedir (Yamak, 2012).
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Sekil 9. 10. Sindirim sisteminde kolonun pozisyonu ve kolon kanserinin, sindirim sisteminin alt

kismi olan kalin bagirsakta (kolonda) gozlenmesi (Darendelioglu, 2017).

2.2.3.3.Tirkiye’de Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Tiirkiye’'de en sik goriilen 5 kanser tiiriiniin siralamasi yapildiginda,

%17,1 ile meme,
%10,5 ile prostat,
%10,4 ile tiroid,

%9,0 ile mesane,

%8,4 ile kolorektal kanserlerin bulundugu belirtilmistir (Tekin ve $ahin, 2019).

2010 yilindaki verilere gore kolorektal kanserin erkeklerde goriilme oran1 100 binde 20,7,

kadinlarda ise 100 binde 13,1’dir. Bu orana goére kolorektal kanser erkeklerde dérdiinct,

kadinlarda tgiincii sirada goriilen en yaygin kanser tiirtidiir. Yillara gore kolorektal kanser

tanisi konulan hasta sayisi ylikselmektedir. Tiirkiye’de 25 bin kolorektal kanser hastasinin

ticte biri, kanser onleme ve taramalar1 kisa raporu 2014 verilerine gore erken evrededir.

Erken evre kolorektal kanserli hastalarin yalnizca %40’inda tespit edilebilmistir (Tekin ve
Sahin, 2019).
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Sekil 2.10. Yillara ve Cinsiyete Gére Toplam Kanser Insidansi, (100.000’de, Diinya Standart Niifusu
(Bulut, 2018)

2.2.3.4.Etiyoloji

Cevresel ve genetik sebeplerle meydana gelebilen kolorektal kanserin kesin sebebi kolon
mukozasinin epitel hiicrelerinde meydana gelen degisikliklerdir. Hastalarin biiyiik
cogunlugunda kolon kanseri, seri mutasyonlar sonucunda olusum gostermektedir. Kolon
kanserinin ortaya ¢ikmasinda beslenme aliskanliklar1 da etkili olmaktadir. Karbonhidrat
ve yag bakimindan zengin, bitkisel liflerden fakir, vitamin ve minerallerden yoksun,
antioksidan icermeyen beslenme aliskanliklar1 kolon kanseri riskini artirmaktadir
(Darendelioglu, 2017; Yamak, 2012).

2.3.3.6. Kolon Kanserine Yol Acan Etmenler
e Aliskanliklar

Uzun siireli sigara kullanimi kolon kanserine yakalanmada risk etmeni olarak
belirlenmistir. Alkoliin de kolon kanserine yakalanmada yeri oldugu bildirilmistir. Alkol
kullaniminda anormal DNA metilasyonundan dolay1 kolon kanseri ve adenom riskini
arttirmaktadir (Yamak, 2012).

e Yas

lleri yaslarda kolon kanserinin ortaya ¢ikmasi séz konusudur. Genel olarak 50 yasindan
sonra meydana gelen kolon kanserinin en ¢ok goriildiigii yas aralig1 ise 60-65tir. Kolon
kanseri icin ortalama tani koyma yas1 62 olarak belirlenmistir. Bu sebeple tarama testleri

uygulama yas1 bu kritere gore belirlenir (Yamak, 2012; Ata, 2020).
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e Diyet

Kolon kanserinin goriilme sikliginin farkh seviyelerde farkli cografi bolgelere gore ortaya
cikmasinin nedeni beslenme sekilleri olarak belirlenmistir. Bati toplumlarinda toplam
alinan kalorinin % 40-45’ini doymus ve doymamis yaglarin olusturmasi kolon kanseri
riskini yiikseltirken, toplam alinan kalorinin yag orani1 % 10-15’ini olusturan toplumlarda
kolon kanseri riski diistiktiir (Yamak, 2012).

Kolon kanseri riskini artiran faktorler icinde kirmizi et ve islenmis etin yiiksek 1s1 ve
koémiir 1zgara ile pisirilmesi sirasinda olussan mutajen ve kanserojen maddelerin ac¢iga
cikisi ve cok fazla tiiketilmesi, asir1 yag ve karbonhidrat iceren, lifli, yesil yaprakl sebze ve
meyveler yoniinden fakir bir beslenme yer almaktadir. Tiimor ¢ogalmasini detoksifiye
enzimine sahip sarimsak tiiketmek de Kkanser riskini azaltan etmenler olarak
gosterilmektedir (Ata, 2020).

o Fiziksel Aktivite ve Obezite

Yapilan Kklinik arastirmalar sonucunda asir1 kilo, kolon kanseri riskini arttirmaktadir.
Fiziksel aktivitelerin yogun oldugu mesleklerde calisan insanlarda daha az gorildigi
belirlenmistir (Nalkiran, 2014).

e Aile Oykiisii ve Genetik Faktérler

Erken yaslarda ve birinci derece yakin akrabalarda goriilen kolon kanseri vakalar: risk
seviyesini artirmaktadir. Kolon kanseri vakalarinin % 90-95'i sporadikken % 5-10’luk
kismi ise genetik faktorler sebebiyle olusmaktadir. Kanser gelisiminde cesitli genler etki
etmektedir. Kolon kanseri gelisiminde tiimor baskilayici genler, onkogenler ve stabilize
genlerdeki degisiklikler neden olmaktadir. Kanser tiirleri icinde mekanizmasi en acik olan
kolon kanserinin meydana gelisinde epigenetik etkenlerde bir risk faktori
olusturmaktadir (Nalkiran, 2014; Ugar, 2019).

2.2.3.7. Kolon Kanseri Olusum Mekanizmasi

Gelismis iilkelerde goriilme orani giinden giine artan kolon kanseri, rektum ile kolonu
olusturan epitel dokudan olusan ve art arda olusum gosteren genetik bozulmalar ile yavas
bir sekilde ortaya cikan yaygin bir kanser c¢esididir. Yunan dilinde; bir sap yapisi ile
mukozaya baglanmis, liimene dogru uzanan doku bozukluklarini tanimlamak icin polip
terimi kullanilir. Kolon veya rektum kisimlarinda dokunun biiyiimesi seklinde tanimlanan
ve kansere donlisen kanserojen olmayan polipler kolon kanserinden hemen 6nce meydana
gelir. Poliplerin tip ve 6zellikleri, kanser olusumuna yol acip agmayacag1 hakkinda bilgi
vererek kolon kanseri olusmadan 6nce kanseri tedavi edebilmek icin fikir edinmemizi
saglar (Nalkiran, 2014).
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Srtil Polip Polip Kamcrll.esmis
Gelisinu Polip

Sekil 2.11. Polip gelisimi ve kanserlesme (Akcicek, 2019)

2.2.4. Morus alba L. Ve Kanser

Morus alba L." da bol miktarda bulunan birgok flavonoidler iltihabi baskilamakla beraber,
flavonoidlerin bagirsak anti-enflamatuar aktiviteleri ile ilgili mekanizmalar, baslica
antioksidan 6zellikler, immiinomodiilatéor aktivite ve bagirsak epitelyal bariyer
fonksiyonlarinin ~ korunmasini  icerir. Lipopolisakkaritler =~ (LPS)-hasarli  Caco-2
hiicrelerinde, Morus alba L. de bulunan Kuwanon G (KWG)' nin hiicrelerin canliligini
konsantrasyona bagh bir sekilde arttirdigr bulunmugstur. KWG' nin hiicre canhligin ve
hiicreler arasindaki siki baglantiy1 artirarak ve pro-inflamatuar sitokinleri ve oksidatif
hasar1 azaltarak LPS kaynakli bagirsak epitel bariyerinin bozulmasini iyilestirebilecegini
gostermistir. Mevcut bulgular kismen Morus alba L." nin DM tedavisindeki mekanizmasini

ortaya koymaktadir (Guo ve ark., 2016).

(LTI %ﬂgm A B

Normal Kolon Epiteli Bozulmus Crypt Polip-Adenom Adenokarsinom
Sekil 2. 12. Epitel hiicrenin adenokarsinoma déniisiimii (Karakus, 2021)
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Diyabet tedavisinde, ipekbdceklerinin beslenmesi gibi alanlarda kullanilan dut yapraklar
ayrica, glcli bir memeli a-glukosidaz inhibitori olan 1 deoksinojirimisini iceren aktif
bilesikler icermesi nedeniyle uzun zamandir arastirilmaktadir (Hansawasdi ve Kawabata
2006).

2.2.5. Caco-2 Hiicre Modeli

llaglarin ve bazi diger bilesiklerin insan bagirsak emiliminin bir modeli olan Caco-2

hiicreleri, insan kolon epitel kanseri hticre hattidir (Breemen ve Li, 2005).

OATCEYL _ AT ]
Dusuk ¢oéztintrliuk Yuksek ¢ozunurlik

Resim 2. 4. Diisiik ve yiiksek ¢oziintirliikteki Caco-2 kolon kanseri hiicre goriintiiler (Nenni, 2019)

1998 yilinda Glahn ve ark. tarafindan ilk kez onerildikten sonra demir biyo erisebilirlik
calismalar icin yaygin olarak tercih edilen hiicre modeli, Caco-2 hiicre modelidir. Fakat
Caco-2 hiicreleri, mukus iireten goblet hiicrelerinin yoklugu da dahil olmak tizere bagirsak
siri i¢in bir model olarak cesitli sinirlamalara sahiptir. insan bagirsag: icin bir model
olarak Caco-2 hiicrelerine karsi diisiindiiren diger bir konu ise, epitelin in vivo besin
emiliminin diizenlenmesinde rol oynayan diger organlarla iletisimden yoksun olmasidir
(Scheers ve ark., 2014). Caco-2 ile normal hiicreleri birbirlerinden ayiran fonksiyonel
farkliliklardan biri, sitokrom P450 izozimlerinin ve 6zellikle normalde bagirsakta yiiksek
seviyelerde eksprese edilen CYP3A4'lin ekspresyonunun bulunmamasidir (Breemen ve Li,
2005).

In vitro toksikoloji aragtirmalari igin bagirsak bariyerinin bir modeli olarak yaygin sekilde
tercih edilen insan bagirsak Caco-2 hiicre cizgisi, degistirici aktorlerin etkisi olmadan
hiicre kiiltirde kendiliginden farklilasir. Buna ek olarak laboratuvarlardaki sonuclarin

karsilastirilmasini zorlastirabilen tekrarlanabilirlik sorunlar literatiirlerde belirtilmistir
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ve cesitli laboratuvarlarda kullanilan Caco-2 hiicrelerinin degiskenlige ve ayni zamanda

farkl kiiltiir ortamlari ile ilgili oldugu diistiniilmiistiir (Natoli ve ark., 2012).

Bir insan kolorektal karsinomundan tiiretilen Caco-2 hiicre hattinin, ayn1 kékene sahip
olan diger hiicre hatlarindan farklilik gostermesinin sebebi geleneksel hiicre kiiltiirii
kosullar1 altinda kendiliginden polorize enterositlerin tek tabakalarina ayrilmasidir. Hiicre
kiiltiirinde 2-3 hafta sonra, tek tabakalar birka¢ firca kenarli hidrolazin yiiksek
seviyelerini eksprese eder ve iyi gelismis baglanti komplekslerine sahiptir. Tek tabakalar,
kolonda bulunana benzer yaklasik 300 £ x cm?'lik bir transepitelyal elektrik direncine
sahiptir (Artursson ve Karlsson, 1991). Ayrica, Caco-2 hiicrelerinde cesitli tasiyicilar,
enzimler (sitokrom P450 1A (CYP1A), siilfotransferazlar (SULTs), UDP-
glukuronosiltransferazlar (UGTs), glutatyon s-transferazlar (Gsts)) ve niikleer reseptorler
bulunur. Bu nedenle ila¢ emilim mekanizmalarinin arastirilmasi ve substratlarin veya
inhibitorlerin veya tasiyicilarin ve enzimlerin indiikleyicilerinin tanimlanmasi igin
kullanihir (Sun ve ark., 2008). Caco-2 hiicre hatti modeli insanlarda bagirsak ilac
emiliminin tahmini ila¢ ve tasinmalarla ilgili calismalarda gecirgenlik deneyi giivenilir,
gerceklestirilmesi kolay ve kiiciik miktarlarda bilesik gereksinimi neden ile tercih
edilmektedir (Van Breemen ve Li, 2005).

2.2.6. Hiicre Kiltiirii

Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve tip
alanlarinda biiyiik asamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi, teshis ve
tedavisinde 6nemli gelismeler kaydedilmistir (Sahin, 2012).

Canli dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda canlandirma ve tremelerini
saglamak hiicre kiltiiri yonteminin temel ilkesini olusturmaktadir. Cesitli canllarin
(insan, maymun, fare, tavsan) cesitli dokular1 (tiimor, akciger, bobrek) ilk olarak
boliinerek tek tek hiicrelere ayrilirlar. Ayrilan bu hiicreler cesitli tampon maddeleri,
aminoasitler, serumlar, vitaminler, cesitli tuzlar iceren sivilar icerisinde siispanse edilerek
steril tiip veya siselere koyulur. Bu hiicre siispansiyonu belirli sicaklikta bekletilmesinden
sonra hiicreler kabin ¢eperine yapisarak iirerler ve lireme sonucunda olusan yapiya hiicre

kiltiri denir (Tuncer ve Demirci, 2011).

Canli dokularin viicut disinda yasatilabilmesi, siirekli iliretilmesi ve gelisimi hiicre
kiiltirleri ile saglanir. Hiicre kiiltlirii bireysel faktorlerden etkilenmez, tekrarlanabilir, ara
asamalar kontrol edilebilir ve hayvan deneylerinde oldugu gibi canli varliklar1 dldiirmez.
Bu sebeplerden dolayr kullanimlari fazla olmakla beraber baslangic asamasindaki
sitotoksisiteyi gostermekte, malzemenin uzun zamanh etkilesimi durumunda toksisitenin

ne diizeyde olacagi hakkinda bilgi vermemektedir (Sisman, 2014).
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2.2.7. Sitotoksisite

Hiicre islevlerinde ve yapisinda onemli hasar meydana gelmesi sitotoksisite olarak
tanimlanmaktadir (Yilmaz, 2018). Test edilecek materyalin uygun olan hiicre kiiltiirtindeki
hiicrelerin biliylime orani ve yapisal ozelligi tistlindeki etkisinin negatif ve pozitif kontrol
gruplariyla karsilastirilarak  degerlendirildigi biyouyumluluk testlerinden biride
sitotoksisite testidir (Yuca Oztiirk, 2018).

Bu test ile berabers;

e Hiicre morfolojisi

e Hiicre canlilig1 ve 6limi

e Biyosentez ve enzim etkinligi
e Protein veya DNA sentezi

e Hiicre genetik materyali lizerinde etkileri degerlendirilir (Sahin, 2012).

Sentezlenmis yeni bilesiklerin ilag ve gelistirme ¢alismalarinin ileri evrelerine gegmeden
once canli hiicre iizerindeki tahmini toksik etkilerinin ve mekanizmasinin saptanmasi
sitotoksite testlerinin amaglarindandir. Sitotoksik etki bazen etkinlik, bazen de toksisite
degerlendirmesi amaciyla kullanilabilmesinin nedeni bir¢ok ilacin sitotoksik etkisinin
olmasini istenmezken, kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin, kanserli hiicreleri

oldiirmeleri icin sitotoksik etkisinin olmasi istenir (Nenni, 2018).
2.2.7.1. In Vitro Sitotoksisite Testlerinin Degerlendirme Yéntemleri

Hiicre kiiltiirlinde hiicrelerin canliliginin belirlenmesinde kullanilan sitotoksisite
testlerinde, membran biitiinliigii kaybeden hiicre icerisine alinan tripan mavisi, eritrosin
veya naftalin siyahi1 gibi boya ile ya da membran biitiinligiinii kaybetmemis saglam
hiicrelerin icerisine alinan diasetil florasan, nétral kirmizi gibi boyalar kullanilr.

Sitotoksisitenin degerlendirilmesi dort ana baslik altinda incelenebilir (Sismanoglu, 2018):

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi
Yasam (survival) degerlendirme testleri
Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler

W N e

Metabolik sitotoksisitenin degerlendirilme testleri
2.2.7.1.1. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi icin olan testler, materyalin uygulandig: ve hiicreler
tizerinde olusturdugu toksik etki sonucu hiicre kiiltiiriinde canl kalan hiicre oraninin
hesaplanmasidir. Bu test ayni zamanda kisa zamandaki sitotoksik etkiyi de
gostermektedir. Bu yontemde hiicre membran biitiinligii bozulmus ve bozulmamis
hiicrelerin boyanmasi ile degerlendirme yapilmaktadir. Membran biitiinligii bozulmus
hiicre icerisine alinan tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi gibi boyalar ile veya

membran biitlinliigii bozulmamis canl saglam hiicrelerin icerisine alinan diasetil florasan
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ya da notral kirmizi gibi boyalarin kullanilmasi ile yapilir (Dursun, 2019, Ding, 2020;
Sahin, 2012). Notral kirmizi testi, Tripan mavisi testi, Floresan metodu canlilik
degerlendirme testlerindendir (Moharamzadeh, ve ark. 2009; Tuncer ve Demirci, 2011;
Gilal, 2015; Yilmaz, 2018).

e Notral kirmizi alim testi; ndtral kirmizi boyasinin canli hiicre igerisine alinmasi ve
lizozomda birikmesi temeline dayanir. Notral kirmiz1 vital bir boyadir. Boyayi
alan hiicreler hemositometre iizerine alinir, optik mikroskop altinda canlilik
ylizdesi belirlenir. Boyanan hiicreler spektrofotometrik olarak da 6élciilebilir.

e Tripan mavisi testi; membran biitlinliigii bozulmus 6li hiicrelerde tripan mavisi
birikmesi esasina dayanan bu yontem de ndtral kirmizi testinde oldugu gibi
hemositometre ile boyanan hiicreler tespit edilebilir.

e Floresan metodu; diasetil floresan canli hiicre igerisine, propidyum iyodiir floresan
membran biitiinliigli bozulmus hiicre icerisine girebilen floresan boyalar ile

boyanmis hiicreler flow sitometri veya floresan mikroskobu ile degerlendirilir.
2.2.7.1.2.Yasam Degerlendirme Testleri

Yasam degerlendirilmesinde hiicrelere uygulanmis materyalin uzun siireli toksik
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla hizli ve kolay yontemler olmakla birlikte
degerlendirme esnasindaki 6li hiicreleri gostermektedirler. Canlilig1 degerlendiren testler
sadece test sirasindaki hiicre canlilik oraninmi gosterirken, toksik reaksiyon etkilerinin geri
dontsebilir olmasin goz ardi ettigi icin, yasam degerlendirme testleri, canlilik testlerine
gore daha dogru sonuclar verebilmektedir. Hiicre yasami (survival) seyreltilmis tek tip
hiicre stlispansiyonundan hiicrelerin tek tek koloni olusturabilme kabiliyeti olarak
tanimlanir. Diisiik hiicre yogunlugunda koloni olusturma seviyesi (plating efficiency)
hiicre yasaminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir (Tuncer ve Demirci, 2011;
Sismanoglu, 2018; Yilmaz, 2018).

2.2.7.1.3.Hiicre Proliferasyon Degerlendirme Testleri

Kiltir icindeki hiicrelerin birka¢ giin sonraki sayimi materyalin cesitli bilesenlerinin
hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde de kullanilir. Ancak test siiresi icinde
belirli bir anda yapilan hiicre sayimindan net bir sonu¢ alinamadigindan dolay1 en azindan
testin erken asamalarinda bir biiylime egrisinin elde edilmesi gereklidir. Hiicre sayiminda
biiylime egrisi analizleri az sayida érnek varsa kullanilabilir ancak say1 artarsa bu analizler
tercih edilmemektedir. H-timidin ve bromodeoksiuridin immuno-histokimyasal teknik bu
yontemde en c¢ok kullanilan testlerdir (Moharamzadeh, ve ark. 2009; Yilmaz, 2018;
Dursun, 2019; Ding, 2020).

e 3H-timidin testi: Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Bir radyoizotop olan 3H-timidin proliferasyon esnasinda uygulanarak
hiicre i¢ine alinan bu maddenin radyoaktivite 6l¢timii ile yeni DNA sentezi tespit

edilerek proliferasyon tlizerindeki etkisi ol¢iilir.
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e Bromodeoksiuridin immunohistokimyasal testi: Immunohistokimya yéntemi ile
isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve doku antijenlerinin gosterilmesini
saglayan bir yontemdir. BrdU (5- bromo-2’-deoxyuridine); DNA sentezini tayin
etmek icin kullanilan timidin testine esdeger bir yontemdir. BrdU timidin benzeri
bir maddedir ve DNA icine girer. BrdU uygulanan proliferasyon evresindeki canl
hiicreler Anti- BrdU monoklonal antikor ile boyanarak sayimlari yapilabilir veya
degerlendirmede ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kiti de

kullanilabilir.
2.2.7.1.4. Metabolizma Degerlendirme Testleri

Ornek sayisi fazla oldugu durumlarda yasam belirleme testlerinin hazirhk asamalan ve
testlerin analizleri zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica bazi disiik yogunlukta hiicre
hatlarinin 6zellikle yeni izole edilmis hiicrelerin koloni yapabilme yetenekleri
gelismemistir. Bu nedenle yiiksek yogunluga sahip hiicrelerin degerlendirilmesi i¢in bazi
cesitli test yontemleri gelistirilmistir. Bu testler ile dogrudan hiicre yasam (survival)
degerlendirilmesi yapilamaz. Ancak yapilan bu testlerde hiicre sayisindaki net artis, total
protein miktar1 veya DNA artisi belirlenir. Ayni zamanda bu test ile tetrazolyum tuzunun
formazon Kkristaline indirgenmesi ya da DNA veya protein sentezi saptanarak devam eden
metabolik aktivite belirlenir. Metabolizma testleri ve protein icerik testleri kisa siireli
toksisiteden ziyade uzun siireli olusacak zarari anlamak icin hiicrelerin metabolik veya
proliferatif kapasitelerini oOlgerler.  Metabolizma testlerinde hiicrelerin canlhliklar:
mikroplak okuyuculu spektrofotometre yardimi ile tespit edilir. Bu testler, uzun siirede
olusabilecek toksik etkiyi Dbelirleyebilen, hiicrelerin metabolik veya proliferatif
kapasitelerini 0lgen, ekonomik ve hizli yontemlerdir. Canli hiicre miktarinin
belirlemesinde en sik kullanilan metabolik test yontemi olan MTT testinin yani sira MST,
WST ve XTT testleri de gelistirilmistir. MTT testinde suda ¢éziinmeyen formazon bilesigi
olusurken, MST, WST ve XTT testlerinde ise suda ¢6ziinen formazon bilesigi olusmaktadir
(Tuncer ve Demirci, 2011; Giilal, 2015; Yilmaz, 2018; Dursun, 2019; Ding, 2020).

e 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi

Makrofaj aracili sitotoksisitenin nicel olarak belirlemesinde yaygin olarak kullanilan ve
hizli, basit uygulanabilir kolorimetrik bir kontrol yontem 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testidir. Bu testin temelini, canli hiicrelerde
mitokondrinin, 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) boyasina
iliskin tetrazolyum halkasini parcalama kabiliyeti olusturmaktadir. 3-4,5-dimetil-tiyazolil-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), fenol kirmizisi olmayan ortamlarda hazirlanan sar1
renkli ¢cozeltidir. Yontemin temeli; sar1 renkli 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum
bromir (MTT) ¢ozeltisinin, ¢oziinmeyen menekse-mor renkli formazan kristallerine
dontstiiren canli  hiicrelerdeki mitokondriyal rediiktaz enziminin aktivitesinin
Olciilmesine dayanir. Canli hiicrelerde siiksinat dehidrogenaz benzer bicimde

mitokondriyal enzimlerin metabolik aktiviteleri ile tetrazolyum halkas1 a¢ilarak suda
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¢ozlinmeyen mor formazan 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT)
kristalleri olusturulur. Bu kristaller yalnizca etken mitokondrinin aktivitesinin bulunmus
oldugu canh hiicrelerde goriliir. Organik c¢oziiclilerde kolayca ¢oziinen formazan
kristalleri, konsantrasyon- bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga
boylarinda dlgiilen bir absorbans verir. Bu 6lciilen absorbans degerleri endirekt olarak
hiicrelerin canliligini yansitir (Tuncer ve Demirci, 2011; Sahin, 2012; Sismanoglu, 2018;
Yilmaz, 2018; Dursun, 2019; Ding,
2020).

= : - N—NO
/N = O Mitokondryal Rediiktaz Q_( H
< >—< [
=N__s N=N__s
: T p 3
|
Br NfCH3 NfCH3

CH, CH;
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- 5-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-1,3-
difeniltetrazolium bromid difenilformazan

(MTT) (Formazan)

Sekil 2.13. 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) deney reaksiyonu (Nenni,
2018)

e Alamar mauvisi testi

Hiicre canliigini1 ve proliferasyonunu degerlendirmek i¢cin metabolik aktivitenin Alamar
mavi boyasi ile belirlendigi bir floresans yontemidir (floresan dl¢limii ile) / kolorimetrik
yontemdir. 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testine gore
pahali bir yontemdir ancak bu yontemde renk degisimi hem floresans hem de
spektrofotometri ile tespit edilebilir. Ek olarak, bu boya toksik olmadigi icin hiicre canlhihig
degerlendirmesi icin birden fazla boyama olanagi saglar (Tuncer ve Demirci, 2011; Yilmaz,
2018).

e Laktat dehidrogenaz (LDH) testi

Laktat dehidrojenaz (LDH) test yonteminde (kolorimetrik bir sitotoksisite degerlendirme
yontemi), sitotoksisite, sitoplazmik enzimlerin salinmasi durumunda hasar géren veya
parcalanan bir tiir hiicre zar1 olan laktat dehidrojenaz olgiilerek belirlenir (Giilal, 2015;
Yilmaz, 2018).

e Siilforodamin B testi

Hiicre proteinlerinin kolorimetrik olarak o6lciimii esasina dayanir. Belirlenen protein

miktari hiicre sayisi ile iliskilendirilir (Yilmaz, 2018).
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2.2.8. Kanser Ve Antioksidan Aktivite

Serbest radikal siipiiriicii olarak bilinen antioksidanlar; serbest radikaller ile etkilesimle
girerek hasara yol agmasini engelleyen kimyasallardir. Serbest radikalleri notralize etmek
icin vicudumuz baz1 antioksidanlar iretir. Viicudumuzun frettigi bu antioksidanlar
endojen olarak isimlendirilirken, Meyveler, sebzeler ve tahillar gibi disaridan aldigimiz

antioksidanlar eksojen olarak tanimlanir (Bouayed, 2010; D, ve ark. 1998) .

Serbest radikaller, oldukca aktif ve hiicrelere zarar verme orani yiiksek kimyasallar olarak
bilinmektedir. Bir molekiil veya bir atom, bir elektron kazandiginda veya kaybettiginde
olusum gosterirler. Viicutta dogal yollarda olusum gosteren serbest radikallerin yiiksek
konsantrasyonlari, viicut icin tehlike olusturabilir. Bu tehlike; DNA, protein ve hiicre
zarlari gibi hiicrelerin tiim ana bilesenlerini etkilemektedir. DNA'nin aldig1 hasarlar kanser
ve bir¢ok hastalik i¢in zemin olusturabilir (D, ve ark. 1998; Volko ve ark. 2007).

SUPEROKSIT
DISMUTAZ

HIPOKSI ] KATALAZ
KEMOTERAPI % { GLUTATYON

RADYASYON :> | . :
PEROKSIREDOKSIN

v y & TIOREDOKSIN

? ] : ‘ REDUKTAZ
BUYUME

FAKTORLERI PEROKSIDAZ
SITOKINLER

Sekil 2. 14. Reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminin gesitli aktivatoérleri ve inhibitorlerinin sematik
gosterimi (Reuter ve ark. 2010)

Viicuttaki saglikli hiicrelerin korunumunu saglayan antioksidanlar, kanser hiicrelerini de
koruyabilmektedir. Bazi calismalar ile fareler ve insan kanser hiicrelerinde belirli
antioksidan bilesiklerin etkilesimi arastirllmistir. Serbest radikallerin iiretiminden
sorumlu olan hiicrelerin mitokondrilerine baglanan antioksidan bilesikleri, serbest
radikallerin tiretimini azaltabilecegi gibi, fazla miktarda tiretilmesine sebep olup kansere
yol acabilmektedir. (Le Gal Beneroso, 2018; Bouayed ve Bohn, 2010).
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Sekil 2. 15. Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine karsi reaktif oksijen tiirlerine duyarlhiliginin
modeli (Reuter ve ark. 2010)
Normal hiicreler, kanser olusumuna yol acabilecek antioksidan mekanizmalar tarafindan
yeterince korunmazlarsa ROS'a asir1 duyarlidir. Kanser hiicreleri ise kendilerini ROS'a
karsi koruyacak olan antioksidan mekanizmalara (glutatyon, SOD, katalaz ve digerleri)
sahiptir (Reuter, ve ark. 2010).

Baz1 veriler, antioksidanlarin, saglikli hiicreleri oldugu kadar timor hiicrelerini de
radyasyon tedavisi ve bazi kemoterapdtik ajanlar tarafindan olusturulan oksidatif

hasardan koruyabilecegini gostermektedir (Lawenda ve ark. 2008).
2.3.Antioksidan Aktivite

Reaktif oksijen cesitlerinin neden oldugu doku hasarina bagh hastaliklardan insanlari
korumak icin antioksidan madde bakimindan zengin olan meyve ve sebzeler
tiikketilmektedir. Diger bakimdan islenmis gidalarin bozulmasini 6nlemesi ve tiiketim
Omriinlin uzatilmasi icin biitillenmis hidroksi anisol (BHA), bitillenmis hidroksi toluen
(BHT), propil gallat (PG) ve t-biitilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar
gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Dogal kaynaklardan, sentetik
oksidanlarin yerini alabilecek yeni antioksidan tiirlerin bulunmasi i¢in yapilan ¢alismalar
20 sentetik oksidanlar ve olusturduklar1 yan iriinlerin cesitleri cesitli kanser
hastaliklarina sebep olmasi nedeni ile giderek 6nem kazanmistir. Ticari amacla kullanilan
en onemli antioksidanlar askorbik asit ve tokofenoller iken, flavonoitler, amino asitler,
karotenoitler, fenolik bilesikler ve enzimatik antioksidanlar (glukoz oksidaz, siiperoksit

dismutaz, katalaz) diger dogal antioksidan ¢esitleridir (Tiirkoglu, 2011).
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2.2.1. Antioksidan savunma mekanizmalari

Serbest radikallerin olusumunu engelleyerek ya da mevcut radikalleri siipiirerek hiicrenin
zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genel olarak fenolik fonksiyon bulunduran
molekiiller antioksidanlardir. Antioksidanlarin ¢esitli savunma mekanizmalarim1 agidaki

gibi 5 grupta smiflandirmak miimkiindiir (Saldir, 2015).

1) Radikal metabolit liretiminin énlenmesi,

2) Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon)

3) Hiicre deformasyonunun onarilmasi

4) Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi
5) Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi

Antioksidan calismalarinda seviyeyi belirlemek amaciyla kullanilan iki temel ydntem
bulunmaktadir. Bunlardan ilki serbest radikal tiirleri ile ilgili antioksidan aktivite
degerlendirmesidir. Cesitli yontemler asagida gosterilmistir. Antioksidan aktiviteyi
belirlemede kullanilan ikinci kategori ise o6nemli biyolojik belirtecler ve onemli
substratlarin antioksidan aktivite degerlendirmesinde kullanilmasidir. Bu da lipidler, DNA
ve proteinlerin lizerinde serbest radikallerin olusturdugu hasarlari inceleyerek yapilan bir
yol izlenmektedir (Ozcan, 2015).

2.2.2. Antioksidanlarin etki mekanizmalari (Aydemir ve Karadag Sari, 2009)

1. Toplayia etki; Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif molekiillere
dontstiirerek etki gosterirler. Antioksidan enzimler bu sekilde islev gortirler.

2. Bastirial etki; Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek aktivitelerini
azaltarak veya inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler. Vitaminler ve flavanoidler bu
ozellikteki antioksidanlardir.

3. Zincir kiria etki; Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kiric1 etki gosterirler.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.
4. Onarica etki; Serbest radikallerin olusturdugu hasari onarici etkiye sahiptirler.
5. Hiicresel kinaz kayiplarini1 6nleme; Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.

6. Enzimatik etki; siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimler ile enzimatik

olmayan antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler.
2.2.3. Antioksidan Aktivite Belirlemede Kullanilan Yéntemler
2.2.3.1. Hidrojen Atomu Transfer Yontemleri (HAT)

Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Metodu
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Lipid Peroksidasyonu indirgeme Kapasitesi (LPIC) Yontemi

Toplam Radikal Tuzaklayici Parametre (TRAP) Metodu

Inhibe oksijen Alimi (10C)

Crocin Agartma Nitrik Oksit Radikali inhibisyon Aktivitesi

p-NDA'nin (p-butrisidunetill anilin) Hidroksil Radikali Stiplirme Aktivitesi
Hidrojen peroksit (H202) Radikalini Siipiirme Aktivitesi

2,2’-azinobis (3- etil-bezotiazolin 6 sulfonat (ABTS) Radikalini Siipiirme Aktivitesi
Stiperoksit Radikal Olusumunu Alkalin (SASA) ile stiptirme Aktivitesi
2.2.3.2. Elektron Transfer Metotlar1 (ET)

Elektron Transfer Metodlar (ET)

Trolox Ekivalenti Antioksidan Kapasite (TEAC) Metodu

Fe(III) Iyonu Indirgeme Giicii (FRAP) Metodu

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Serbest Radikalini Siiplirme Aktivitesi
Bakir (II) indirgeme Kapasitesi

Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini
N,N-dimetil-p-fenilendiamin (DMPD) Y6ntemi

2.2.3.3. Diger Yontemler

Total Oksidan Siipiirme Kapasitesi (TOSC)

Briggs - Rauscher Salinim Reaksiyonunun Inhibisyonu

Kemiluminesans

Elektrokemiluminesans

Fluorometrik Analizler

Gelistirilmis kemiluminesans (ECL)

Hiicresel Antioksidan Aktivite (CAA) Yontemi

Boya-Substrat Oksidasyon Metodu

2.2.4. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere iki sekilde siniflandirilmistir.

Dogal

antioksidanlarin basinda vitamin C, karotenoidler, flavonoidler, fenolik asitler,
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polifenoller, tokoferoller ve selenyum gelirken tibbi yonden bitki kaynakli dogal anti
oksidanlara karsi ilgi artmaktadir. Bunun sebebinin sentetik antioksidanlarin (BHA
(butilat hidroksianisol) ve BHT (butilat hidroksitoluen) kanserojen olduklarinin
diistiniilmesidir (Saldir, 2015).

2.2.4.1. Dogal antioksidanlar
2.2.4.1.1.Tokoferoller

En 6nemli antioksidan E vitamininin aktif oldugu, 1siya ve asitlere dayanikli olan -
tokoferoldiir. Tokoferoller, yagda ¢o6zilinebilme, gidalarin isitilmasi, dondurulmasi gibi
islemlerde bozulma 6zelliklerine sahiptirler (Saldir, 2015). Antioksidanlar arasinda en iyi
bilinen ve kullanilan tokoferoller neredeyse tiim gidalarda eser miktarda dahi olsa
bulunmaktadir. Dogal olarak mevcut olan 8 adet adet tokoferolden biri E 33 vitamininin
en aktif formu olan o-tokoferoldiir. Hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil
radikaline vererek antioksidan aktivite gosteren tokoferolller oksidatif stabiliteyi
arttirmada ve sicaklik arttikca oksidasyon hizini azaltmada etkili oldugu ve ayni zamanda
hidroperoksitlerin dekompozisyonunu yavaslattiklar: belirtilmistir. Gii¢glii ve dogal bir
antioksidan olan vitamin E'nin genel olarak gorevleri hiicre bilesenlerinin molekiiler
oksijen ve serbest radikallerin oksidasyonundan korumasidir, kalp hastalig1 olusma riskini
azalttig1 bircok arastirma ile gosterilmistir. o -tokoferoller gorevini tamamladiktan sonra
yeniden tereyagl, margarin, sivi yaglar, tavuk, yumurta, kirmizi et, yer fistigi, badem,

pamuk gibi bitkilerin yaglarinda ve keten tohumlarindan alinmalidir (Tiirkoglu, 2011).
CHs;
CH5
HyC o] CHa
CHs
HO
CH3 CHs CHs

Sekil 2.16. a-tokoferol (Saldir, 2015)

2.2.3.5. Kolon kanserinin siniflandirilmasi

Vakalarin % 90’ 1 kalitsal olmayan sporadik, % 10’ u ise genetik nedenli olarak
belirlenmistir. Sporadik olarak ortaya ¢ikan kolorektal kanser vakalarinda adenomat6z
poliplerin ortaya c¢ikip timoér dokusunun gelismesinden, iki vurus modeli (two-hit
hipotezi) konu olmustur. Adenomlarda APC (adenomat6z polipozis koli) geninin her iki
kopyasinda kayip olmasi APC mutasyonu epitelyal hiicreleri 6zellikle hiicre siklusunu
kontrolden c¢ikarir. Sporadik tiimorlerin ve bu dokuyu cevreleyen normal dokuda bu

kaybin gozlemlenmesi bu goriisii desteklemektedir (Darendelioglu, 2017; Yamak, 2012).
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Sekil 2.17. Kolorektal kanserlerin siniflandirilmasi (Erdogan, 2016)

=
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hMLH1 hMLH1 of genetic abnomalities

abnormalities inactivation
(Hereditary
Syndromes)

Sekil 2.18. Kolon kanseri gelisiminde Adenom-Karsinom sekansi (Simsek, 2013)

2.2.4.1.2. Flavonoidler

Meyve ve sebzelere renk ve tat veren flavonoidler bitki polifenollerinde en ¢ok rastlanan
grubu olusturur. Flavonoidlerin, antiviral, antiallerjik, antitimor ve antioksidan o6zellikleri
ile insan saghgi lzerindeki etkilerinden dolay1 son zamanlarda dikkat cekmektedir (
Saldir, 2015).
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Sekil 2.19. Flavonoidlerin Genel Yapisi (Saldir, 2015)

2.2.4.1.3. Fenolik asitler

Hidroksibenzoik (gallik asit, vanilik asitler gibi asitler) ve Hidroksisinnamik (kafeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitler) asitleri iceren gruptan olusan Fenolik

asitler, bitkilerdeki en basit fenolik bilesenlerdir (Saldir, 2015).

4 1 COOH

3 2
Sekil 2.20. Hidroksibenzoik asit (Saldir, 2015)

S 6

4 —CH = CH— COOH

32

Sekil 2.21. Hidroksisinnamik asit (Saldir, 2015)
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2.2.4.1.4. Askorbik asit (C Vitamini)

Antioksidan agisindan yiiksek degere sahip askorbik asit insan saghig icin 6nemli yere
sahip vitaminlerdendir. Hayvansal {iriinlerde; siit ve cigerde diisiik miktarda bulunsa da
ozellikle turuncgil meyveleri basta olmak iizere cesitli sebzelerde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Yetersiz miktarda alinimi dislerin gevsemesi ve eklem hastaliklarina sebep
olur (Saldir, 2015)

C vitaminin neredeyse en baskin formu olan askorbik asit hayvansal ve bitkisel
kaynaklarda yiiksek konsantrasyonda bulunurken en ¢ok biber, maydanoz, turuncgiller ve

1spanakta mevcuttur (Tiirkoglu, 2011).

('|)H
.»4"""-I D
HOH,C

HO OH

Sekil 2.22. Askorbik asit (Saldir, 2015)

2.2.4.1.5. Karotenoidler

Oldukca kompleks bir yapiya sahip olan karotenoidler, bitki ve hayvansal dokularda
bulunan kirmizi-sar1 pigmentlerdir. Dogada bulunlarin ¢ogu antioksidan 6zellige
sahiptirler (Saldir, 2015). B- karoten, a-karoten, -kriptoksantin ve likopen gidalardaki

o6nemli karotenoidlerdir. Viicutta A vitamini formuna doniisen f3-Karotendir.

Sekil 2.23. Beta karoten (Saldir, 2015)
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2.2.4.2. Yapay antioksidanlar

Genellikle yiyeceklerin uzun siire saklanmasi i¢in kullanilan sentetik antioksidanlardan en
yaygin olanlar1 biitillenmis hirokdisi anisol (BHA) ve biitillenmis hirokdisi toluen
(BHT)‘dir (Saldir, 2015).

2.2.4.2.1. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Erime noktas1 70°C olan BHT, oda sicakliinda kati halde bulunur. Petrol iiriinlerinde
sentetik kaucuklarda, plastiklerde, hayvan yemlerinde v hayvansal ve bitkisel yaglarda
kullanilan BHT, suda ¢ok az ¢6ziinen bir maddedir (Saldir, 2015; Yavaser, 2011).

CH; OH  CHs
CHj

H3C CH3

CHj

Sekil 2.24. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Saldir, 2015)

2.2.4.2.2. Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Antioksidan 6zellige sahip BHA beyaz kat1 bir yapida olup, hayvansal ve bitkisel yaglarda
coziinebilen ancak suda cok az coziinen bir maddedir. BHA ya engelleyici fenol de
denilmektedir (Saldir, 2015, Yavaser, 2011).

OH
CH
RN / 3
C\ CHs
= CH;

H,CO

Sekil 2.25. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) (Saldir, 2015)
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2.2.5. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Total antioksidan seviye (TAS), viicudumuzun genel antioksidan durumunu belirlemek
icin kullanilan giivenilir, hassas bir yontemdir. Endojen ve eksojen serbest radikallerin
olusturdugu oksidatif stres ile miicadele eden organizma, kompleks bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir. Viicudumuzda antioksidanlarin dagilimi kan araca ile
gerceklesmektedir. Antioksidanlarin tek tek seviyelerinin oOl¢iimiinden daha degerli
bilgiler TAS sayesinde elde edilebilir (Kogaslan, 2011; Ozyildirim, 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1.0rnek temini

Tez ¢calismasinda kullanilan Morus alba L. 6rnekleri, 2020-2021 yillarinda Bolu ve Corum
illerinden temin edilmistir. Kolon kanseri hiicre hatti (Caco-2) Hitit Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali'nda, Biyoteknoloji
Arastirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

(b)

Resim 3.1. Bolu ve Corum illerinden toplanan Morus alba L. yapraklari (a ve b)
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3.1.2. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlari, Malzeme Ve Cihazlar

e (Caco-2 - Kolon kolorektal kanser hiicre hatti

e Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM High Glucose (4.5 g/1) (Cegrogen
biotech-E0500-130))

e L-glutamin (% 1’lik) (Capricorn Scientific/GLN-B)

e Penisilin- Streptomisin (100 IU) (Sigma P4333-100 ml)

e Tripsin/EDTA (Gibco ™ 15400-054)

e Steril Dimetil stilfoksit (DMSO)

e (3-(4,5- di metil tiyazol -2-il) -2,5difenil tetrazolyum bromiirii (MTT) (Sigma)

e Etanol

e Fosfat Buffer Saline (1X) (PBS)

e Tripan mavisi boya (Bio-Rad)

e Etanol

e %10 Fetal sigir serumu (FBS)

e 0,45 pum siringa filtresi ve 0,22 pm siringa filtresi

e 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)

e 25 cm? hiicre kiiltiir flaski ve 75 cm? hiicre kiiltiir flaski

e pH Metre (Mettler Toledo)

e Vorteks (DragonLab mx-f)

e Hassas Terazi (Rodwag)

e Otoklav (Alp)

e Manyetik karistiric1 (Mtops)

e Derin dondurucu (-20°C) (Ugur)

e Buzdolab1 (Argelik)

e Derin dondurucu (-80°C) (Wisecryo)

e Otomatik Hiicre Sayaci

e Hiicre sayim plakasi (Bio-Rad)

e Hematositometre

e Falkonlar

e Mikropipet takimi (Dragonlab)

e Serolojik Pipet (5-10-25 ml)

e Otomatik Hiicre Sayimi (Bio-Rad)

e Inverted Mikroskop (Zeizz)

e Isik Mikroskop (Olympos)

e Spektrofotometre (Biochrom)

o ELISA Mikroplate Okuyucu (Rayto RT-3100)

e Soxhlet ve aparatlari

e CO'li inkiibatér (Esco)

e Santrifiij (Niive CN 180)
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e Hiicre Kiiltiir Kabini (ClassII-ESCO)
3.2.Metot
3.2.1. Morus alba L. Yaprak Ekstratlarinin Elde Edilmesi

Morus alba L. yapraklar etiivde 40+£1 °C kurutuldu. Kurutulan yapraklar parc¢alanarak her
sette 12 g olacak sekilde 2 set halinde tartilarak hazirlandi. 12 g 6rnek 240 ml ¢oziicii
icerisinde Soxhlet cihazi icerisine yerlestirilerek yaklasik 8 saat ekstrakte edildi.

Resim 3.2. Soxhlet diizeneginde Morus alba L. yapraklari

Ekstraksiyonda ¢6zlicii olarak distile su ve etanol kullanildi. Elde edilen ekstraktlar rotary
evaporatorda buharlastirildi. Kalan ekstraktlar kendi ¢6zgeni ile son hacim 10 ml olacak
sekilde diliie edildi. Ornekler filtreden gecirilerek calismalar yapilincaya kadar +4°C ‘ de

saklandi.
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Resim 3.3. Rotary evaporator

3.2.2. Antitiimoral Etkinlik Testi

Hiicre kiiltiirti calismalarinin baslamasindan yarim saat énce ve sonra ¢alisilacak ortamin
sterilizasyonu UV kullanilarak hiicre kiiltiir kabini (ClassII-ESCO) icerisinde yapildi. Hiicre
kiiltlir kabini icinde olan ¢alismada kullanilan tiim malzemeler %70’lik alkolle dezenfekte
edildi.

Ticari olarak elde edilen Caco-2 hiicre hatti ¢alismalarda kullanilmak iizere flasklarda
cogaltilip yasamlarinin devam ettirilebilmesi i¢cin %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1
Penisilin/streptomisin ile icerigi arttirllmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
olusan kiiltlir ortamina birakildi. Hiicreler 37°C’de, %5 karbondioksit iceren inkiibatorde
cogaltildi. Flasklar icerisinde hiicreler ¢alismamiz icin istenilen yogunluga ulastiginda
complete besiyeri uzaklastirilip hiicre ytlizeyi PBS ile yikandi. %0,25 Tripsin-EDTA ile
muamele edilerek kaldirilmis hiicreden 1 ml steril 1,5 ml'lik ependorfa alinmistir. Burada
bulunan hiicrelerden ¢ekilmis ve baska bir steril 1,5 ml’lik ependorfta vital bir boya olan
%0,4 tripan mavisi ile karistirllmistir. Karistirilan boya ve hiicreler hiicre sayim kitinin
icerisinde bulunan hiicre sayim plaklarina (neubauer) 10 pl yiiklenmistir. Plaka otomatik
hiicre sayim cihazina yerlestirilerek sayim yapilmistir. Cihaz ekraninda 6lgiim sonucunda
ml’deki hiicre sayisina gore hesaplamalar yapilmis ve kullanilmigtir.

Hesaplama: Kullanilacak olan hiicre plate kuyucugu sayisina gore hesap yapilir. 24 ve 48
saatlik 96’lik plate kuyucuklarina gore hesap yapilmistir. Hesaplama da hiicre sayi
cihazinin 1 ml'de verdigi sonug {izerinden total mililitre hesabi gergeklestirilmistir. 24 ve
48 saatlik degerlendirilme icin kullanilan plate kuyucuklarin toplami fazlalik pay1 da

hesaba katilara 200 kuyucuk bulunmustur.
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200 kuyucuk icin |:>200 kuyucuk x 5 x 103 hiicre = 106 hiicre gereklidir.
‘::> 200 kuyucuk x 200 pl complete medium =40 000 pl

‘:.l> 40 000 pl medium =40 ml medium gereklidir.

Hesaplamasi yapilan hiicreler 96’lik plate 200 pl ekilmis %5 CO;’li 37°C etiivde 24 saat

inkiibe edilmistir.

Resim 3.4. TC20™ Automated Cell Counter hiicre sayim lami ile canli ve 6li hiicrelerin belirlenmesi

96 kuyucuk bulunan plakalara ekimi yapilan hiicreler 24 ve 48 saatlik siirede farkl
konsantrasyonlarda (20,15,10,5 pug/ml) Morus alba L. yaprak ekstraktlar1 ile muamele
edildi. Plakalarda kontrol olarak bir satira 100 pl complete medium eklendi. 3-4,5-dimetil-
tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) soliisyonundan her kuyucuga 10 pl eklendi.
Inkiibasyon siireleri tamamalanan plaklardaki kuyucuklara 100 pl Dimetil siilfoksit
(DMSO) eklendi ve 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
¢ozeltisinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristalleri suda ¢ozlnir hale
getirildikten sonra kuyucuklardaki optik yogunluk ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
6lciim yapildi.
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37°C 'de 24 saat

inkiibasyon inkiibasyon
96 ik plate hiicrelerin Morus Alba L.'nin hiicrelere
-v'-h-wu ve 37°C"de 24 saat

1
[

—_— —_—
?\lm Alba L."nin hiicrelere

as1ve 37°C'de 48 saat

[

MTT solusyonunun 10 ul
ekimi, 37°C"de 4 saat

inkiibasyon

inkiibasyon

MTT solusyvonunun 10 ul
ekimi, 37°C"de 4 saat
inkiibasyvon :

>
>

inkiibasyon
sonunda 100 ul
DMSO
eklenmesi

288 oo

>44

da 100 ul
I DMSO
E eklenmesi

=

570 nm'de okuma yapilmasi

=

-

Mikroplaka elisa okuyucu

570 nm'de okuma yapiimasi

Sekil 3. 1. MTT protokolii (Sharma ve ark., 2019)

Resim 3. 5. 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi analiz 6rnegi
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3.2.3. Antioksidan Aktivite Testi
3.2.3.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) testi

Birkag¢ kararl organik azot radikalinden olan DPPH koyu menekse bir renge sahiptir. UV-

Gortliniir Bolge absorpsiyon maksimumu 517 nm’dir ve ticari olarak temin edilmistir.

Resim 3. 6. DPPH Kiti (Sigma)

NO,

./

O.N N—N

N

NO,

Sekil 3.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Radikali (Biiyiiktuncel, 2013)

Yontem;

0,1 mM 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (istenilen miktar etanol ile ¢oztldii).
Cozelti alliminyum folyo ile kaplanarak +4 °C de saklandu.

1 ml 6rnek + 3 ml 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ¢6zeltisi hazirlandi.

30 dk oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.

517 nm’de 6l¢iim yapildi.
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30 dk oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.
517 nm’ de 6l¢iim yapild.

(Distile su ve etanol ile iki farkl standart hazirlandi. Standart icerisinde 1:1 oraninda i¢in
Biitil hidroksi toliien (BHT) bulunan ve 2,5, 5, 10, 20, 40, 80, 160 mg/ml oranlarinda
konsantrasyonlar hazirlandi ve 517 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.)

3.2.3.2. Total antioksidan seviye (TAS)
Morus alba L. yaprak ekstraklarinin Total antioksidan seviye (TAS) degerlendirmesi i¢in

Rel Assay Diagnoctics kit ve tireticinin talimatlari uygulandi.

Lgf_ﬁgf;ostics" Rel)

Resim 3. 7. Kullanilan TAS kiti (Rel assay)
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Tablo 3. 1. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Kiti Referans Degerleri

TAS REFERANS DEGERLERI  (mmol Trolox Equiv./L)

>2,0 Cok iyi

1,45 2,00 Normal

1,20 1,45 Tolere edilebilir

1,00 1,20 Diisiik antioksidan seviyesi
<1,20 Cok diisiik antioksidan seviyesi

Total antioksidan seviyesi (TAS), Rel assay total antioksidan kapasite 6l¢lim Kitinin

prosediiriine gore yorumlanmistir.

3.3. istatiksel analiz

Tliim deneyler kontrollii ve tekrarli setler seklinde dizayn edilerek uygulanmistir. Elde

edilen bulgular ortalama degerler seklinde verilmistir. Tim hiicre Kkultiirii analiz

bulgularin hesaplanmasinda ve grafikler olusturulmasinda Microsoft Office Excell (2016)

programindan yararlanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Morus alba L. elde etme verileri
Bolu ve Corum ilinden toplanan 12’ser gr Morus alba L. 240 ml ¢6zgen madde ile ekstrakte
edilmistir. Coziicii olarak distile su ve etanol kullanilmistir.

Tablo 4. 1. Morus alba L. Ornek Temini

Yas Agirlik Kuru Agirlik
Bolu 82 gr 27 gr
Corum 76 gr 24 gr

4.1. Antitiimoral etkinlik sonuclari

Corum Morus alba L. sulu ekstraktinin Caco-2 hiicresi lizerindeki etkisi % canlilik olarak
belirlendi. Caco-2 hiicresine 24 ve 48 saat Morus alba L. muamelesi sonucunda
konsantrasyon ve zaman bagiml olarak hiicre canliligimi prolifere ettigi belirlenmistir
(Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.).

12
104.70%

84.33%

08 71.37%

0.6 52.87%
44.03%

0.4

0.2

20 pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.1. Corum Morus alba L. Sulu Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % canlilik Sonuglari (24 Saat)
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16

0,
1.4 135.60%
123.27%

1.2

1 87.20%
0.8 70.33%
0.6
0.4 30.87%
Olz I

0

20 pg/ml 15 pg/ml 10 pug/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.2. Corum Morus alba L. Sulu Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % canlilik Sonuclari (48 Saat)

Corum Morus alba L. etanol ile gerceklestirilen ekstraktinin Caco-2 hiicresi iizerindeki
etkisi % canlilik olarak belirlendi. Caco-2 hiicresine 24 ve 48 saat Morus alba L. muamelesi
sonucunda konsantrasyon ve zaman bagimlh olarak hiicre canlilik diizeyinin arttigi
belirlenmistir. 24. Saatte 20 pg/ml konsantrasyonda sitotoksisite goriilse de kontrole gore
ciddi bir proliferasyon izlenmektedir (Sekil 4. 3. ve Sekil 4. 4.).

05 46.57%
44.40%
0.45
0.4 36.30%
0.35
29.23%
03
0.25
0.2
0.15 13.00%
0.1
0.05
0
20pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.3. Corum Morus alba L. Etanollii Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuglar1 (24
Saat)
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0.7 66.37%

aQ,
e 58.43%
0.5 44.87%
0.4 37.27%

31.70%
0.
0.
0.
0

20 pg/ml 15 pg/ml 10 pug/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

5]

2%}

=

Sekil 4.4. Corum Morus alba L. Etanollii Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuglari (48
Saat)

Bolu Morus alba L. sulu ekstraktinin Caco-2 hiicresi lizerindeki etkisi % canlilik olarak

belirlendi. Caco-2 hiicresine 24 ve 48 saat Morus alba L. muamelesi sonucunda

konsantrasyon ve zaman bagimli olarak hiicre canlilik diizeyinin arttig1 belirlenmistir. 24.

Saatte 20 pg/ml konsantrasyonda sitotoksisite goriilse de kontrole gore ciddi bir

proliferasyon izlenmektedir (Sekil 4. 5. ve Sekil 4. 6.).

0.9 84.10%
0.8

69.50%
0.7 65.63%
0.6
0.5
0.4 34.23%

Q,
03 27.90%
0.2
0.1
0
20 pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.5. Bolu Morus alba L. Sulu Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuglari (24 saat)
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16

Q,
14 135.60%
123.27%

1.2

1 87.20%
0.8 70.33%
0.6
0.4 30.87%
Olz I

0

20 pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.6. Bolu Morus alba L. Sulu Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuglar (48 saat)

Bolu Morus alba L. etanollii ekstraktinin Caco-2 hiicresi lizerindeki etkisi % canlilik olarak
belirlendi. Caco-2 hiicresine 24 ve 48 saat Morus alba L. muamelesi sonucunda
konsantrasyon ve zaman bagiml olarak hiicre canlilik diizeyinin arttig1 belirlenmistir. 24.
Saatte 20 pg/ml konsantrasyonda sitotoksisite goriilse de kontrole gore ciddi bir
proliferasyon izlenmektedir (Sekil 4. 7. ve Sekil 4. 8.).

12 111.87%
1
0.8
63.27%
0.6
45.03%
40.23%
0.4 33.73%
. I
0
20 pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.7. Bolu Morus alba L. Etanollii Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuglari (24
saat)
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92.27%
09
0.8 77.20%
68.13%
0.7
0.6
05 47.10%
0.4
28.63%
0.3
0.2
0.1
0
20 pg/ml 15 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 0 pg/ml

Sekil 4.8. Bolu Morus alba L. Etanolli Ekstraktinin Caco-2 Hiicrelerinde % Canlilik Sonuclar: (48
saat)

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuglari
4.2.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) Aktivitesi Sonuglari

Antioksidan madde olan BHT ile kiyaslanan ve standart grafigine gore degerlendirilen
orneklerin DPPH aktivite sonuglar elde edildi. Corum Morus alba L. Su ekstraktinin 5,31
mg/ml ve etanol ekstraktinin 7,69 mg/ml; Bolu Morus alba L. Su ekstraktinin 8,63 mg/ml
ve etanol ekstraktinin 7,33 mg/ml antioksidan degerlerine sahip olduklar1 bulundu.
Aralarindaki kiyaslamaya gore en iyi aktivite Bolu Morus alba L. Su ekstraktinda tespit

edilirken, en diisiik aktivite ise Corum Morus alba L. Su ekstraktinda tespit edildi.
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18 y=0.433x-0.414 1.82
R?=0.9868

16
14
1.2

0.8
0.6
04
0.2

5,0 10,0 20,0 40,0 80,0

Sekil 4.9. Standart Konsantrasyonlar1 Grafigi

4.2.2. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Degerlendirmesi

Bolu ve Corum Morus alba L. su ekstraktlarinin antioksidan seviye verileri referans
degerlerine gore degerlendirildiginde, Bolu Morus alba L. yaprag: sulu ekstraktinin Total
antioksidan status (TAS) sonucu: 3,9 mmol/L, Corum Morus alba L. yapragi sulu
ekstraktinin Total antioksidan status (TAS) sonucu: 3,46 mmol/L bulundu. Total
antioksidan seviyesi (TAS) referans degerlerine goére bu sonuclar cok iyi antioksidan

seviyesine isarettir (Tablo 4. 2.).

Tablo 4. 2. Morus alba L. yaprag su ekstraktlarinin Total Antioksidan seviyeleri

TAS Calisma Sonucu
Bolu Morus alba L. Yapragi 3,9 mmol/L

Corum Morus alba L. Yapragl 3,46 mmol/L
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4.4.Tartisma

Hiicrelerin asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir
hastalik olan kanser, viicudun farkli boéliimlerini etkileyebilen bir dizi hastalik icin
kullanilan genel bir terimdir (Artun, 2018). Kanser yol ac¢tig1 6liimler ve goriilme sikliginin
fazla olmasi nedeni ile halk sagligi icin biiyiik sorun teskil etmektedir. Kanser hastalarinin
tedavi arayisinda, tibbi ve aromatik bitkiler 6nemli bir yer tutmaktadir. Temin edilmesi
kolay, ucuz ve yan etkileri bakimindan modern tibba gére daha az olmasi sebebiyle hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde tercih edilmelerini saglamistir. Glintimiizde
hastaliklarin tedavi yontemleri ve ilaglar ne kadar gelisse de hastaliklar hizla artmaya
devam etmistir. Bu nedenle calismalar dogal maddelerin kullanimi ve dogal beslenme
lizerine yogunlasmistir. Biyolojik aktiviteleri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgi
yetersizligi sebebi ile tibbi bitkilerin ¢alismalar1 her gecen giin artmaktadir.

Morus alba L. bas donmesi, kulak ugultusu, uyku problemi, bébrek iltihabi, yiiksek
tansiyon, sinir zayifligi, agri, akciger iltihabi, Oksiiriik, bronsit gibi hastaliklarin
iyilestirilmesinde kullanilabilmektedirler (Tirkoglu ve ark, 2014). Bu ¢alismada
literatiirdeki sitotoksisite ¢alismalarindan farkli olarak yoresel olarak Bolu ve Corum
illerinden toplanan Morus alba L. yapraklarinin etanol ve saf su ile hazirlanmis
ekstraktlarin Caco-2 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik/proliferatif etkinligi ve antioksidan

ozellikleri arastirilmistir.

Simiile edilmis gastrointestinal sindirimin dut yapragi proteini ve hidrolizatlarinin
fizikokimyasal o6zellikleri, eritrosit hemolizini inhibe etme yetenegi ve kimyasal
antioksidan aktivitesi tlizerine etkilerinin arastirildigt bir c¢alismada dut yapragi
proteinlerin farkli enzimlerle hidrolizasyonu saglandiktan sonra yiliksek antioksidan
aktivite gosterdigi bulunmustur (Sun ve ark., 2018).

Simiile edilmis gastrointestinal sindirimin dut yapragi proteini ve hidrolizatlarinin
fizikokimyasal 0Ozellikleri, eritrosit hemolizini inhibe etme yetenegi ve kimyasal

antioksidan aktivitesi tizerine etkileri

Doi (2001)'nin Japonya‘da Morus alba yapraklarinin icerisindeki fenolik bilesiklerin ve
flavonoitlerin izolasyonu ve yapi tayinini arastirmistir. Calisma sonucunda biitanol ile
yapilan ekstraksyon islemi sonucunda o6ziitlerin farmakolojik 6zellikleri incelenmis ve kan
serumundaki kolesterol artisini inhibe ettigi ve damar sertlesmesini (ateroskleroz)
onledigi kanitlanmistir. Bunlarin yani sira 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
tizerinde siipiiriicti aktivite sergiledigi ve canli metabolizmasinda gerceklesen LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) oksidasyonunu inhibe ederek dolasim sisteminin
(kardiyovaskiiler sistem) islevselligini artirtirdigini bildirmistir. Yapilan diger bir
calismada Morus alba’ nin polifenol bakimindan zengin organik solvent ekstraktlarinin,

apoptozu indukleyerek, G2/M hiicre déngiisii durmasini ve topoizomeraz Ila aktivitesinin
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inhibisyonunu saglayarak HepG2 hiicreleri {lizerinde anti-proliferatif etkileri

gozlemlenmistir (Deepa ve ark. 2012).

Morus alba’ nin yapraklar yiiksek protein icerigine sahiptir (%13,4-19.4), bu da bugday
ununda kullanimlarinin gidanin besin degerini artirmasinin yani sira depolama sirasinda
stabiliteyi artirmasini saglar. Morus alba’ nin yapraklarindan iki dozda (150 ve 300
mg/kg) bir etanolik 0zitiin diyabetik hayvanlara 12 hafta boyunca uygulanmasi
hipoglisemik etkilerle sonu¢landi. Kan sekeri azalmasina ek olarak, toplam kolesterol ve
trigliseritler gibi serum lipid seviyelerinde de bir azalma oldu. Ayrica bdébreklerde
oksidatif hasara karsi koruma saglamistir. Benzer bir sonug, sicanlarin 12 hafta
boyunca Morus alba'nin yapraklarindan hidroetanol 6ziitleri aldiklari ve insiilin, toplam
kolesterol ve trigliseritlerde azalma sagladig1 bir ¢alismada bulundu (Rodrigues ve ark.,
2019). Tiirkoglu (2011)’ e gore yapilan calismalar sonucunda da Morus yaprak, meyve ve
ham meyvelerinin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini temizleme aktivitesi
gosterdikleri bulunmustur. Ozellikle ekstraktlarin 50 ile 500 pg/mL arasindaki
konsantrasyonlarda  etkin  aktivite  gosterdigi = bulunmustur. Yani  yliksek
konsantrasyonlarda daha iyi aktivite gosterdigi gozlenmistir. Tiirkoglu ve ark., (2015)‘e
gore; 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikallerinin giderilmesi aktivitesi de
konsantrasyon ile ekstre miktar: ile dogru orantili olarak artmaktadir. En ytiksek 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikallerinin giderilme aktivitesi Morus alba L. yaprak

etanol ekstraklarinda bulunmustur.

Igbal ve ark. (2012), Morus alba L., Morus nigra L. ve Morus rubra L.' nin yapraklarini
incelediginde % 80 metanolik dziitlerin verimi% 8.28- 13.89 arasinda degisim gosterdigini
ve sirasiyla, (mg / g) yaprak ekstreleri antioksidan aktivitesi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) ile, 2,2’-azinobis (3- etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikal katyon temizleme
kapasitesi ve ferrik iyon azaltma giicli ve degerleri sirasiyla 1.89-2.12, 6.12-9.89 ve 0.56-
0.97 mM Trolox esdegeri / g kurutulmus yaprak arasinda degismistir. Incelenen ézellikler,
karsilikl farklilik gésteren tiim cesitlerin iyi besleyici ve antioksidan dzelliklerini ortaya
cikarmiglardir. Bir hayvan deneyinde, Morus alba L. yapraklarinin (%70 metanolik
ekstrakt) uygulanmasinin plazmadaki trik asit seviyesini 6nemli Ol¢lide azalttigini ve

farelerde gii¢lii antioksidan aktivite gosterdigini gostermistir (Dkhil ve ark, (2015).

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalinin ortamdaki miktarinin azalmasi ile
absorbansin azalmasi belli bir antioksidan derisimi ile dogru orantilidir. Yani; antioksidan
ile DPPH’ 1n olusturdugu reaksiyon karisiminin gosterdigi absorbans ne kadar diisiik ise
antioksidanin serbest radikal giderme aktivitesi o kadar ytiksek olacak sekilde belirlendi.
Bu yoruma gore calismamiz sonucunda Morus alba L. yaprak ekstraklarinin DPPH

radikalini temizleme aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir.

Toplam fenolik icerik (TPC), serbest radikal stipiiriicii (FRS), ferrik indirgeme giicii (FRP)

temel alindiginda, Morus alba’nin sulu metanol yapragi ekstrelerinin bundan 6nemli
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Olclide daha yiiksek degerlere sahip oldugunu gostermistir. Siralama su sekildedir: gelisen

yapraklar > gen¢ yapraklar ~ olgun yapraklar > olgun meyveler (Chan ve ark.,, 2016).

Arastirmalar, polifenol bakimindan zengin Morus meyve 6zlerinin, lipid ve linoleik asit
oksidasyonunu gii¢lii bir sekilde engelleyebildigini ve DPPH, hidroksiller, ABTS ve
siiperoksit anyon radikallerine karsi konsantrasyona bagli serbest radikal siipiirme
aktivitesi ve ayrica giicii azaltabildigini gostermistir. Farkl cesit ve fenotiplerden alinan
dut meyvesi ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini karsilastiran calismalar, antioksidan
aktivitenin cesit ve fenotip ile farkliik goésterdigini ve fenolik icerik ile antioksidan
kapasite arasinda bir korelasyon gosterdigini bulmustur (Yuan ve Zhao, 2017). Unliier
(2011)’ iin yaptig1 ¢alima sonucunda; Morus alba L. yapraklar1 en yiiksek aktiviteyi su
ozlitlinde gostermistir. Yapraklarin ¢6ziict 6ziitlerinin serbest radikal giderimleri derisim
arttikca lineer olarak artis gosterdigi bulunmustur. Ayrica toplam fenolik ve flavonoit
bilesik miktar1 kiyaslandiginda, artan polariteyle toplam fenolik ve flavonoit madde icerigi
de lineer olarak artis gosterdigi bulunmustur. Birbirini destekleyen bu veriler
kiyaslandiginda 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderim aktivitesine katkida
bulunan yapilarin fenolik veya flavonoit yapida olduklar1 rahatlikla séylenebilir.
Muhammad ve ark, (2013), Morus alba L.'" nin 6zitiniin flavonoidler gibi diger
bilesiklerinin genellikle serbest radikalleri temizleyen antioksidan o6zelliklere sahip
oldugunu ve bir¢ok organi oksidatif strese karsi korudugunu ve Anti HIV ve kemo-
koruyucu aktivitelerinin oldugunu belirtmistir. Bunlarin yani sira antibakteriyel
aktivitelerinin inhibitér etkinligini; leachianone ve kuwanon G gibi M. alba’ dan izole
edilen 1- deoksinojirimisin (DN]), a-glikosidaz gibi biyoaktif bilesenlerin izole edilmesi ile
sagladig1 kanitlanmistir. Rynkoa ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda; M. alba L.'
nin yapraklar1 ve yapraklarindan tiiretilen 6ziitler, fenolik asitler ve flavonoidler dahil
olmak iizere zengin bir antioksidan kaynagidir olup, yapraklarindan elde edilen alkollii

ekstraktin, iyi antioksidan 6zellikleri ortaya koymustur.

Naowaratwattana ve ark. (2010), Morus alba L’ nin ana bilesenleri olan flavonoid,
izokuersetin, rutin, kuersetin glikozitlerini bulunduran yaprak ekstraktlar1 (metanol ve
biitanol) hiicre dongiisiinii (G2/M faz1) durdurma ile HepG2 hiicreleri iizerinde
antiproliferatif etkinlik gosterdigi gézlemlenmistir. Chan (2020)’ye gore; Morus alba L." nin
metanol ekstresinin MCF-7 meme ve HCT-15 kolon kanseri hiicrelerine karsi in vitro
aktiviteye sahip oldugunu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada, %100 ve % 50 metanol
Morus alba L. 6ziitlerinin, sulu 6ziitten daha gilicli HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinin
biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir. Morus alba L. yapraginda bulunan lektin ile yapilan
calisma ile MCF-7 meme ve HCT-15 kolon kanseri hiicrelerine karsi antiproliferatif
aktivitesi belirlenmistir (Deepa ve ark. 2012). Fallah ve ark, (2016); Morus
alba yapraklarindan elde edilen flavonoidlerin, kemoterapi ilaci doksorubisin veya
bunlarin karisimina (flavonoidler + doksorubisin) kiyasla kolon kanserinde daha ytliksek
doza bagl sitotoksisiteyi indiikleyebilecegini gozlemlemistir. Chang ve ark., (2018) Morus

yaprak oziiniin hepatoselliiler karsinomun (HCC)’ deki adipositlerin inflamatuar yanitinin
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proliferasyon sinyal yolunu hedefledigini ve obezitenin aracilik ettigi karaciger kanserini
Onleyebilecegini gostermistir. Tu ve ark., (2019)’ nin Morus yapragi ile yaptigi arastirma
sonucunda; morasin N ve resveratro’iin 72 saatlik inkiibasyon sonucunda HepG2
hiicrelerine karse doza bagh toksisite gosterdigini bildirmistir. Morisin N’ nin
resveratolden daha iyi antioksidan oldugunu ileri strmiistir. Chan ve ark, (2020)
yaptiklar1 arastirma sonucunda; Morus alba L. yapraklarinin metanol oziitlerinin, MCF-7
meme, HCT 116 kolon, Calu-6 akciger ve SNU-601 mide kanseri hiicrelerine karsi

antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir.

Insan kolon kanseri hiicreleri (HCT-15) ve meme kanseri hiicreleri (MCF-7) iizerinde
Morus alba L. yaprak ekstraklarinin etkisine bakildiginda, 6nemli morfolojik degisiklikler,
DNA’nin pargalanmasi ve kaspaz 3 aktivitesinin HCT-15 ve MCF-7 hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi bulunmustur. Bu sonu¢ dogrultusunda Morus alba’'nin antikanser 6zelligi
oldugu diistiniilmektedir (Deepa ve ark. 2013). Yaptigimiz calismada, Corum Morus alba L.
ve Bolu Morus alba L. yapraklarinin su ve etanol ile ektrakte edilip Caco-2 hiicreleri
tizerindeki etkisi % canlilik olarak belirlendi. 24 ve 48 saat Morus alba L. muamelesi
sonucunda konsantrasyon ve zaman bagimli olarak hiicre canlhlik diizeyinin arttig
belirlenmistir. Sadece Corum Morus alba L. (etanol), Bolu Morus alba L. (su) ve Bolu Morus
alba L. (etanol)’de 24. Saatte 20 pg/ml konsantrasyonda sitotoksisite goriilse de kontrole

gore ciddi bir proliferasyon izlenmektedir.

Morus yapraklarindan izole edilen 1-Deoksinojirimycin (DN]), yiiksek kan glikoz
seviyelerini baskilamada faydali olan gil¢li bir glukozidaz inhibitériudiir, bdylece
diyabetes mellitusu oOnledigi belirtilmistir. Morus alba L. nin metanol yapragi
ekstraktindan izole edilen flavonoidin g¢esitlerinin tiimii, insan kanseri HeLa, MCF-7 ve
Hep-3B hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Chan ve ark., 2016).
In vivo sonuglar, dut yaprag: ekstraktinin glifosat kaynakl toksisiteye karsi giiglii bir
koruyucu oldugunu ve bu etkisinin Morus alba yaprag: ekstraktindan elde edilen asetonik
fraksiyondaki cesitli biyoaktif fenolik bilesikler arasindaki sinerjizm veya antagonizmden
kaynaklanabilecegini gostermistir (Rebai ve ark. 2017). Ayrica, Morus alba yapraginin
lipid birikimine karsi giizel bir inhibitér fitokimyasal kaynak olma potansiyelini
gostermektedir (Li ve ark,, 2017).
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada Bolu ve Corum illerinden toplanan Morus alba L. yaprak ekstraktlarinin
Caco-2 hiicrelerinin iizerindeki antitiimoral etkinligi antioksidan aktivite ile birlikte

degerlendirilmesi amac¢lanmistir. Calismamiz degerlendirildiginde;

Onemli bir kolon kanser hiicre hatt1 olan Caco-2 hiicre hatt1 izerinde Morus alba L. yaprak
ekstraklarinin konsantrasyon ve zaman bagimli olarak proliferatif etkiye sahip oldugu

gozlemlenmistir.

Morus alba L. yaprak ekstraktlarinin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalinin
ortamdaki miktarinin azalmasi ile absorbansin azalmasi belli bir antioksidan derisimi ile
dogru orantii oldugu ve ekstraklarin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini
temizleme aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. Ayni zamanda ekstraktlarin iyi bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu da tespit edilmistir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
ile total antioksidan seviye (TAS) verileri il bazinda degerlendirildiginde, Bolu Morus alba
L. su ekstraktinin Corum Morus alba L. su ekstaktina gore biraz daha ytliksek antioksidan
seviyesine sahip oldugu belirlenmistir. = Aradaki farkin illerin iklim sartlarindan
kaynaklanabilecegi 6ngoriilmektedir. Antioksidanlarin kanser hiicrelerini de koruyabildigi
unutulmamali ve c¢alismalar bu yonde daha fazla desteklenmelidir. Ancak kanser

hiicrelerini de prolifere edebilecegi diistintilerek dikkatli davranilmalidir.

Sonug¢ olarak, son yillarda tibbi bitkilerin tedavi destek siireclerine dahil edilmesi
konusunda artan ticari iiriinler ciddi akademik ¢alismalarin ve literatiir verilerinin ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Incelenen bazi literatiirler her ne kadar M. alba L.’
nin bazi kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisinin varligini bildirse de ¢alismamizda elde
edilen veriler dogrultusunda, tibbi bitkilerden yararlanilirken mutlaka iizerinde bilimsel
calismalar yapilmis, verileri kanitlanmis ve konsantrasyonlar1 belirlenmis iiriinlerin

kullanilmasi konusuna dikkat ¢ekilmesine 6nemli bir katk: saglanmis olacaktir.
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