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Kolorektal kanser; kalin bagirsak ve rektumda goriilen malign olusumlardir. Kolorektal
kanser diinyada erkeklerde ve kadinlarda goriilen kanser kaynakli 6limlerde 3. sirada yer almaktadir.
Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin ¢ogu kanser hiicrelerine karsi segici
olmayan ve genellikle normal hiicrelerde de toksisiteye sebep olan kimyasal maddelerin
kombinasyonudur. ilag direnci ve yiiksek oranda hastaligin niiksetmesi mevcut kullanilan kemoterapi
ilaclarin ¢oguyla iligkilidir. Kullanilan dogal ilaclar (besinler) kanser 6nleme ve tedavide alternatif bir
metod olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir. Sindirim sistemi devamli olarak besinlere maruz
kalmaktadir, bu yiizden besinler bagirsak kanserlerinin 6nlenmesi ve tedavisinde anahtar role sahiptir.

Ficus carica ve incir ¢ekirdegi yagmin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-alerjik, anti-
mikrobiyal ve anti-kanser etkiye sahip oldugunu bilinmektedir. Ficus carica’nin ve incir ¢ekirdegi
yagimin, HT-29 ve DLD-1 insan kolorektal kanser hiicre hatlart ve PNT1A fibroblast hiicre hatt
tizerindeki anti-proliferatif, invaziv Ozelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu kapsamda;
Akseki/Antalya bolgesinden toplatilan olan ham ve olgun Ficus carica meyveleri liyofilize edilerek
ayr1 ayr1 metanol ve suda ekstraksiyonlar1 elde edildi. Ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yaginin HT-29,
DLD-1 ve PNTIA hiicre hatlarinin proliferasyonuna etkisi arastirildi ve “Alamar Blue yontemi” ile
ICsp degerleri belirlenmistir. Ficus carica’nin tiim ekstraksiyonlarinin ve incir ¢ekirdegi yagiimn HT-29
ve DLD-1 kanser hiicre hatlarinin invazyon potansiyelleri {izerindeki etkileri “Matrigel Invasion
Assay” ile incelendi.

Sonug olarak, su-ham, metanol-ham ekstraktlar1 HT-29 hiicresi tizerinde, su-ham, metanol-
ham ve metanol-olgun ekstraktlar1 ise DLD-1 ve PNTI1A hiicreleri {izerinde anti-proliferatif etki
gostermemistir. HT-29 hiicre hattinin  proliferasyonu iizerindeki su-olgun, metanol-olgun
ekstraktlarinin ve incir ¢ekirdegi yaginin ICsy degeri sirasiyla 1.5, 1.75 ve 57 mg/mL olarak
hesaplanmigtir. DLD-1 hiicre hattinin proliferasyonu tizerindeki su-olgun ekstrakti ve incir ¢ekirdegi
yaginin ICsq degeri sirasiyla 6.6 ve 32.16 mg/mL iken PNT1A igin bu degerler 17.37 ve 96.6 mg/mL
olarak hesaplanmistir. Su-olgun ve incir ¢ekirdegi yagi HT-29 hiicresi iizerinde sirasiyla 2.13-katlik
invaziv ve 1.3-katlik anti-invaziv bir etkiye sahiptir. Su-olgun ve incir ¢ekirdegi yagi DLD-1
hiicrelerinin invazyon potansiyelini sirasiyla %30 ve %16 oraninda azaltmustir.

Anahtar Sézciikler: Anti-proliferatif, Anti-invaziv; Ficus carica; Incir gekirdegi yagi; Kolorektal

kanser

Vi
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Colorectal cancer is a disease in which malignant cells form in the tissues of the colon and
rectum. Colorectal cancer is the third leading cause of cancer death in both men and women in the
world. Currently, most chemotherapeutic agents used in cancer therapy are combinations of chemical
substances, which are not selective toward cancer cells and usually induce toxicity in normal cells as
well. Drug resistance and high rates of disease recurrence are associated with many of the currently-
used drugs. Therefore, using natural medicines as an alternative method in the prevention of cancer
has been proposed. Gastrointestinal system is exposed to foods continuously, thereby foods are the
important role in the prevention and treatment of colorectal cancer.

It is known that Ficus carica and fig-seed oil have antioxidant, anti-inflammatory, anti-
allergic, antimicrobial, anti-cancer effects. The aim of this study was to investigate the effect of Ficus
carica and fig seed oil on the anti-proliferative and invasive properties of HT-29 and DLD-1
colorectal cancer cell lines and PNT1A fibroblast cell line. Within this aim; after raw and ripe Ficus
carica that were collected from Akseki/Antalya during harvest season were lyophilized, they were
extracted into methanol and water separately. It was searched the effect of extractions and fig-seed oil
on the proliferation of HT-29, DLD-1 and PNT1A and ICs values were determined by “Alamar Blue
Assay”. The effect of extractions and fig-seed oil on the invasive potential of HT-29 and DLD-1
cancer cell lines was analyzed with “Matrigel Invasion Assay”.

At the end, water-raw, methanol-raw extractions on HT-29, water-raw, methanol-raw and
methanol-ripe extractions on DLD-1 and PNT1A didn’t show anti- proliferative effect. The ICs
values of water-ripe, methanol-ripe and fig-seed oil on HT-29 proliferation was determined as 1.5,
1.75 ve 57 mg/mL. While the 1Csy values of water-ripe and fig-seed oil on DLD-1 proliferation were
found as 6.6 ve 32.16 mg/mL, for PNT1A as 17.37 ve 96.6 mg/mL, respectively. Water-ripe and fig-
seed oil showed 2.13-fold invasive and 1.3-fold anti-invasive effect on HT-29 cells. Water-ripe and
fig-seed oil decreased the invasive potentials of DLD-1 cells at the rates of 30% and 16%,
respectively.

Key Words:, Anti-proliferative; Anti-invasive; Colorectal cancer; Ficus carica; Fig seed oil
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1. GIRIS

Kanser, viicuttaki bir hiicre veya hiicre grubunun olmasi gerektiginden daha
¢ok bolinmesinden ya da gerektigi halde boliinmediginden ortaya ¢ikan anormal

doku kiitlesi anlamina gelen malign yapidaki tiimorlere denmektedir.

Kolorektal kanser, diinyada en yaygin iiglincii kanser tiirii ve oOliimle
sonuglanan kanserlerden biridir (Chen ve ark 2016, Siegel ve ark 2017). Kolorektal
kanser beslenme faktorleriyle iliskilendirilebilir veya bagirsak duvarmin mukoz
yiizeyindeki epitel hiicrelerde kisinin hayati boyunca olusan genetik degisimlerinin
kiimiilatif bir sonucu olabilir ya da aile iiyelerinden kalitsal olarak gecebilmektedir

(Nomoto ve ark 2004, Ginsberg ve ark 2010).

Modern tedaviler, ilerlemis ve metastaz durumdaki kolon kanserinin
tedavisinde cerrahi miidahalenin yani1 sira c¢ogunlukla kemoterapdtiklere ve
monoklonal antikorlara dayanmaktadir (Saban ve ark 2013). Amaca uygun kombine
edilmis terapi kolorektal kanser hastalarinin sonuglarimi iyilestirmektedir. Fakat
metastazlarla ve yiiksek niikksetme oranlartyla birlikte hastaligin ge¢ teshisi 6limciil
problemlere sebep olmaktadir (Saban ve ark 2013). Yeni stratejiler gelistirilmis
olmasina ragmen, kemoterapi hala kolorektal kanser tedavisinde Onemli bir yer
tutmaktadir. Ancak tiimor hedefli olmayisindan ve spesifik olmayan biyodagilimdan
dolay1 giiniimiizdeki kemoterapi ilaglart daima diisiik verime sahip olmakla birlikte
bulanti, kusma, diyare, kemik iligi baskilanmasi, halsizlik ve ndrotoksisite gibi

istenmeyen yan etkileri bulunmaktadir (Egan ve ark 2004, Lammers ve ark 2012).

Dogal kaynakli iiriinler, birgok yildir yeni terapoétiklerin kaynaklar1 olarak
kullanilmaktadir. Bugiine kadar, birgok anti-kanser etkiye sahip dogal bitki
bilesenleri farmakoloji ¢aligmalarinda biiyiik ilgi gormiistiir (Wang ve ark 2015,
Wang ve ark 2017).

Diinyanin en degerli meyvelerinden olan incir, Moraceae familyasinin Ficus
L. cinsine mensup olup, ¢ok sayidaki tiirli igerisinde meyvecilik bakimindan en
onemlisi Anadolu inciri adi verilen Ficus carica L.’dir (Ozbek 1977). Incirin
meyvesi, kok ve yapraklar1 gastrointestinal (kolik, sindirim, istahsizlik ve diyare),

respiratuar (zatiire, oksiiriik, bronsiyal hastaliklar) ve kardiyovaskiiler bozukluklar ve



anti-inflamatuar ve anti-spazmodik tedaviler gibi bircok hastaligi tedavi etmek icin
geleneksel tipta kullanilmaktadir (M. Werbach 1993, J. A. Duke 2002). incir
meyvesinin (F. carica) polifenolik bilesenleri antioksidan, anti-inflamatuar, anti-
alerjik, anti-mikrobiyal ve anti-kanser etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Yamamoto
ve Gaynor 2001, Cushnie ve Lamb 2005).

Calismamizda, F. carica’ nin metanol ve su ekstraktlarinin ve incir ¢ekirdegi
yaginin DLD-1 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu ve
invazyonu tizerindeki etkileri arastirllmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; ham ve olgun
F. carica’nin metanol ve suda ekstraksiyonlar1 elde edilecek ve ekstraksiyonlarin
total fenolik ve antioksidan miktarlari belirlenmistir. Tiim ekstraksiyonlarin ve incir
cekirdegi yaginin DLD-1 ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve PNT1A
saglikli epitel hiicre hatt1 {izerine anti-proliferatif etkileri incelenmistir. Ayrica anti-
proliferatif etki gosteren F. carica ekstraktlarinin ve incir ¢ekirdegi yaginin DLD-1
ve HT-29 kolorektal kanser hiicre hatlarinin invazyon potansiyelleri iizerindeki

etkileri belirlenmistir.
1.1.Kanser

Kanser, ekonomik olarak hem ¢ok ve hem de az gelismis iilkeler de 6liim
sebeplerinden biridir. Ozellikle diinya popiilasyonun %82’sini olusturan az gelismis
tilkelerdeki popiilasyonun artis1 ve yas dagilimindan dolay:r bu saglik sikintisi diinya
capinda giin gectikge artmaktadir. Diinya genelinde 2012 yilinda yaklagik 14.1
milyon yeni kanser vakasi ciktigi ve 8.2 milyon kisinin kanserden oldigi

belirlenmistir (Torre ve ark 2015).

Kanser viicudun belli bir boliimiindeki normal hiicrelerin kontrol disi
biliyiimeye baglamasiyla gelisir. Birgok farkli kanser tiiri vardir; kanser tiirlerinin
hepsi 6len ya da yeni normal dis1 hiicre olusturmak yerine biiylimeye, boliinmeye ve

tekrar boliinmeye devam ederler (Sudhakar 2009).



1.2.Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, 2012 yilinda yaklasik 693,900 6lim ve 1.4 milyon ortaya
cikan vakaya gore erkeklerde en ¢ok teshis edilen iigiincii kanser tliriiyken kadinlarda

ikinci siradadir (Torre ve ark 2015).

Goriilme sikliginin aksine, diinyadaki bir¢ok iilkede kolorektal kanser 6liim
oranlarinda azalma goriilmektedir ve bu durum biiylik olasilikla kolorektal kanser
gorlntiilenmesiyle, risk faktorlerinin yayginliginin azalmasiyla ve gelismis tedavi

yontemleriyle iliskilendirilebilir. (Center ve ark 2009, Edwards ve ark 2010).

Kolorektal kanser insidans oran1 Avustralya/ Yeni Zelenda, Avrupa ve Kuzey
Amerika’ da yiiksekken, Afrika ve Giiney-Orta Asya’da disiiktiir. Diinyanin birgok
yerinde kolorektal kanser insidans orani erkeklerde kadinlara gore daha yiiksektir
(Sekill.l) (Torre ve ark 2015).

ERKEK KADIN

Avustralya / Yeni Zelenda
Giiney Avrupa
Bat1 Avrupa
Kuzey Avrupa
Orta ve Dogu Avrupa
Kuzey Amerika
Dogu Asya
Mikronezya / Polinezya
Bat1 Asya
Giiney Amerika
Karayipler
Giiney- Dogu Asya
Giiney Afrika
Melanezya
Orta Amerika
Kuzey Afrika
Dogu Afrika
Giiney- Orta Asya
Orta Afrika

Bat1 Afrika

60 40 20 0 20 40 60
Yasa gore standardize edilmis oran (100.000 kiside)

Sekil 1.1. Cinsiyete ve bolgeye gore kolorektal kanser insidans oranlari (Torre ve ark
2015).



T.C. Saglik Bakanliginin 2014 Kanser Istatistikleri raporuna gére; kolorektal
kanserler hem kadinlarda hem de erkeklerde {igiincii sirada yer almaktadir.
Erkeklerde yiiz binde 22,8 ve kadinlarda ise yiiz binde 13,8 sikliginda goriilmektedir
(SaglikBakanligi 2017).

Kolon ve rektum sindirim sisteminin bir parcasidir. Kolon, ince bagirsagi
rektuma baglayan yaklagik 1,5 m uzunlugunda boruya benzeyen yapidadir. Rektum
ise kolonun aniise yakin olan ilk 12 c¢cm olan diskinin atilmadan 6nce tutuldugu

sindirim sisteminin alt pargasina denir (Sekil 1.2).

Mide }f\

W,

Sekil 1.2. Sindirim sisteminin anatomik yapis1 (Clinic 2018).

Kolorektal kanser, kolon ve rektumda goriilen malign (koti huylu)
olusumlardir. Adenom karsinom, kolorektal malignitenin adenomatoz poliplerden
gelistii yoniindeki yaygm bir diisiinceyi belirtir. Ozellikle displastik degisimlerle
iliskilendirildiginde kolorektal kanserin premalign ve olusum evresindeki
lezyonlardan kaynaklandigini gésteren bir¢ok kanit bulunmaktadir. Ancak, her
adenomun malign tiimore evrimlesme kapasitesi olmasina ragmen sadece cok az
adenom aslinda invaziv kanserlere yol agar. Cogu adenomlar gelisim siire¢lerini

stabilize eder veya geriletirler (Risio 2010).



Kolorektal kanserin erken evreleri biiylik olasilikla normal mukozada hiicre
replikasyonun ve yenilenmesinin bozulmasiyla ve proliferatif, biyokimyasal ve
biyomolekiiler anormallikleri gosteren onemli kriptlerin birlikte ortaya ¢ikmasiyla
baglamaktadir. Karsinomalarin genellikle olusum evresindeki adenomlardan
kaynaklandigina dair birgok kanit gosterilmesine ragmen, bu tiim poliplerin malign
degisimlere ugrayacagi ve yeni bir kanser olusumuna sebep olacagi anlamin
tasimamaktadir (diiz mukoza yapisindan kanser gelisimi gibi). Bu yiizden,
adenomlarin risk belirleme siireci, uzun doénem takiplerde ve iyi Ongoriler
yapilmasinda dahi devam etmesi gereken arastirmalar oldugu goriilmektedir (Soreide

ve ark 2007, Soreide ve ark 2009).
1.2.1. Kolorektal Kanserin Bilinen Sebepleri

Kolorektal kanseri olan kisinin aile ge¢misi ve kendi kisisel hastalik ge¢misi,
kolorektal polipler, kronik inflamasyonlu bagirsak hastaliklar1 kolorektal kanser i¢in

biiyiik risk faktorleridir (Schatzkin ve ark 1994, Bernstein ve ark 1999).

Birinci dereceden akrabada (ebeveyn, kardes ve g¢ocuk) kolorektal kanser
hastas1 olan kisinin kolorektal kansere yakalanma riski yaklasik olarak iki kat
artmaktadir. Bu risk akrabanin hastaliginin erken yasta teshis edildigi veya yakinlik
derecesinin yiiksek oldugu durumlarda artar (Johns ve Houlston 2001, Butterworth
ve ark 2006). Bu risk grubundaki kisiler i¢in goriintiilemenin yapildigi ortalama yas
grubuna gore 50 yasindan Once tarama yaptirmalari tavsiye edilebilir. Ailevi
adenomatoz polipozis veya kalitsal non-polipozis kolorektal kanser (Lynch sendrom)
(Lynch ve de la Chapelle 2003) gibi kalitsal genetik degisim gosteren kisilerde
kolorektal kanserin ortaya c¢ikma riski daha yiiksektir, dikkatli bir sekilde

goriintiilenmeli ve belirlenmelidir (Berg ve ark 2009).

Fiziksel aktivite eksikligi, normal kilonun {izerinde veya obez olma, islenmis
ve kirmiz1 et agirlikli beslenme degistirilebilir potansiyelde olan kolorektal kanser
i¢in 6nemli risk faktorlerindendir (Colditz ve ark 1997, Tomeo ve ark 1999, Calle ve
ark 2003, Hu ve ark 2004, Chao ve ark 2005, Larsson ve ark 2005, Samad ve ark
2005, Pischon ve ark 2006, Giovannucci 2007, Larsson ve Wolk 2007, Hawley ve
ark 2008, Wang ve ark 2008, Danaei ve ark 2009).



Kolorektal kanser ve sigaranin arasindaki iliskiyi agiklayan caligmalarda,
sigaranin adenomatoz polip gelisimini ve Ozellikle daha agresif adenomlarin

olusumunu artirdig belirtilmistir (Botteri ve ark 2008).
1.2.2. Kolorektal Kanser Teshis ve Goriintiileme

Endiistrilesmis iilkelerde kolorektal kanserin yasam riski yaklasik %5
civarlarindadir. Kolorektal kanser yayginliginin fazla olmasindan, onciillerle teshis
edilebilmesinden (adenomas) ve erken tedavinin faydali olmasindan (adenomalarin
alinmasi, erken evrelerde cerrahi miidahale) dolayr goriintiileme igin elverislidir.
Ozellikle bir¢ok goriintiileme araci1 kolorektal kanser icin uygundur. Ancak hala ¢ok
iyi bir goriintiileme araci belirlenememistir (Bretthauer 2010, 2010). Gériintiileme
yontemlerinin 6zellikleri hareket moduna gore kategorize edilebilir: erken belirleme
testleri (diskida gizli kan testi (FOBT) veya kanser onleme yontemleri (fleksible
sigmoidoskopi ve kolonoskopi) (Bretthauer 2011).

FOBT goriintiileme ucuz ve invaziv degildir fakat ¢ok sayida yalanci-pozitif
sonug ¢ikar ve siklikla tekrar edilmesi gerekir. Uygulanan testler icerisinde, guaiac
FOBT (gFOBT) goriintiileme kolorektal kanserden kaynaklanan olimii azalttigi
kanitlanmistir,  fakat  disik duyarliigi  etkinligini = kisitlamistir.  Digkn
immiinokimyasal testler (FIT) ¢ok daha iyi duyarliliga ve popiilasyonda yiiksek
kabul oranina sahiptir. Ayrica, FIT’in kantitatif degiskenleri, kolonoskopi
kaynaklarimin uygunluguna, kisisel risk profiline ve goriintiilenecek popiilasyondaki
istenilen saptama oranina gore testin pozitifligi icin esik degerinin {izerindeki
seceneklere izin verir (van Dam ve ark 2010). Spesifik DNA degisimlerinin tespitini
amaclayan digki DNA testleri (sDNA) gFOBT goériintiileme ile kiyaslandiginda
kolorektal kanserin ve adenomlarin tespitini daha iyi yapabilir, ancak genis kitleleri
hedefleyen calismalarda yetersiz kalmaktadir (Soreide 2011). Bunlarin aksine,
fleksible sigmoidoskopi daha invazivdir, ancak tek seferlik goriintilleme igin
etkilidir. Rastgele denemelerin toplu analiz sonuglarina gore, fleksible sigmoidoskopi
goriintiilemeyle %30 olan kolorektal kanser mortalitesi, FOBT goriintiileme ile

%16°ya diistiigii goriilmektedir (Bretthauer 2010, 2010).

Kolonoskopi goriintiileme bircok iilkede kullanilmasina ragmen, faydalarini

tespit edebilecek herhangi rastgele bir deneme yapilmamaistir, bu ylizden giiniimiizde
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cok tavsiye edilmemektedir. Kolorektal kansel mortalitesini azalttig1 i¢in tavsiye
edilen sadece iki yontem vardir; diski gizli kan testi ve fleksible sigmoidoskopi.
Kolonoskopi, FOBT ve fleksible sigmoidoskopiye gore daha yiiksek potansiyele
sahiptir, fakat onerilmeden Once rastgele denemelerin degerlendirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir (Soreide 2011).
1.2.3. Kolorektal Kanserin Evreleri

Kolorektal kanser mukoza olarak adlandirilan bagirsagin i¢ yiizeyinde baslar.
Timor biiylidiikge, bagirsak duvarinin igine dogru yayilir ve dis kismina kadar
ilerler. Kanser hiicreleri daha sonra lenf nodullarina kadar yayilir ve kolon ve
rektumu ¢evreleyen kan damarlarina kadar ulasir. Kanser hiicreleri karaciger gibi

uzakta olan organlara kadar yayilmaktadir.

Evre I: Kanser bagirsak duvarinin sadece i¢ yiizeyinde bulunmaktadir. Lenf

nodullara veya diger organlara yayilmamustir.

Evre II: Kanser bagirsak duvarinin tiim yiizeylerine dogru yayilmistir, anca lenf

nodullara ve diger organlara ulasmamastir.

Evre III: Kanser yakinda bulunan lenf nodullara yayilmistir ama diger organlara

yayllmamustir.

Evre IV: Kanser karaciger veya akciger gibi diger organlara yayilmistir.

Kan daman

) Kanser hiicreleri diger
TR W organlara yayihr.

Lenf nodulu

EVRE III

EVRE IV

Sekil 1.3. Kolorektal kanser evreleri. (Cedars-Sinai 2018).



1.2.4. Kolorektal Kanser Tedavi Yontemleri

Kolorektal kanserin birgok bilimsel ve alternatif tedavi yontemi vardir.
Tedavi yontemleri hastalarin hangi evrede hastali§a yakalanmis olmalarina, genglerle
kiyaslandiginda yasli olanlarda daha kotii sonuglart oldugundan dolayr onlarin
yaslarina bagl olarak daha yiiksek ve diisiik etkinlik gostermektedir. (Anaya ve ark
2011).

Etkili olmamas1 ve zararli sonuglar dogurabileceginden tiim tedavi yontemleri
hastalar lizerinde denenmemelidir. Kanser uzmanlar1 genellikle zamanla ispatlanmis
standart kanser tedavilerini Onermektedirler. Tedavi sonrasi beklenen olumlu
sonuclarla karsilasildiginda, metastazi onlemek igin hastanin ileride olusabilecek
semptomlarinin kontrol edilmesi yeterli olmaktadir. Kolorektal kanser tedavi
yonteminde se¢im ¢ok dnemlidir ¢linkii her tiimor farkli yontemlere farkli cevaplar
verir. Timor tipi, hastaligin evresi, hastanin yasi, hastanin saglik durumu, hayata
kars1 tutum ve davranislart gibi bir¢ok faktdre gore tedavi yontemleri se¢ilmektedir.
Giinlimiizde alternatif tip birgok insana yardimci olan tedavi yontemleri sunmaktadir.
Bilim insanlar1 hastaliga deva olabilecek nitelikte birgok yeni tedavi yontemi
aragtirmakta ve insanliga sunmaktadir. Ancak Kolon kanserine yonelik spesifik
tedaviler ¢ok smirlidir. Cerrahi, kemoterapi, radyasyon terapisi, immunoterapi ve
besin terapisi gibi bu kanserin tedavisi igin uygun olan birgok tedavi segenegi
olmasma ragmen, ikincil komplikasyonlarin ortaya ¢iktig1 biitlin bu tedavi
yontemlerinin tek basina kullanilmasiyla elde edilen basar1 oranlari ¢ok umut verici
degildir. Hastalardaki terapdtik etkiyi en iist diizeye ¢ikarmak igin, kombinasyonel

bir yaklasim gereklidir (Mishra ve ark 2013).
Polipektomi & Cerrahi Tedavi

Cerrahi yontemler temelde radyasyon terapisi ve ilag tedavisini de igerir.
Hastanin tamamen iyilesmesi i¢in cerrahi heniiz kanserlesmemis ya da kanserlesmis
tiimoriin cerrahi olarak alinmasi yiiksek bir potansiyele sahiptir ve kiigiik ve lokalize
kanser biiylimeleri i¢in daha etkili bir secenek olabilir. Kolonoskopi boyunca
poliplerin ameliyatla alinmasina polipektomi olarak adlandirilir. Niiksetme ihtimali

varken, cerrahi terapi, radyasyona ve kemoterapiye direngli veya teshis zamaninda



ameliyat edilemeyen solid (kati) tiimdrlerin tedavi edilmesi i¢in genellikle tek yoldur.

(Kristjansson ve ark 2010).
Radyasyon Terapisi

Radyoterapi, malign hiicrelerin proliferasyonunu kontrol etmek i¢in iyonize
edici radyasyonun kullanimidir ve birgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilabilir.
Radyasyon, normal dokuda radyasyondan kaynakli kanser olusum riski yarattig1 igin
normal dokuya gore kanserli kisimdan daha fazla radyasyon emilen dozu saglayarak
tiimorii parcalamak i¢in bir¢ok agidan sekillendirilmis radyasyon 1sin demetine
maruz birakilir. Cerrahi tedaviden baska, oligometastaz i¢in 6zellikle diger teknikler
kullanilmaktadir. Bu teknikler selektif dahili radyasyon terapisi (SIRT), transarteriyel
kemoembolizasyon (TACE), ve radyofrekans ablasyon (RA)’dur. RA lokalize olmus
hastaliklarin tedavisinde onemli rol oynar fakat raporlar yliksek lokal niiksetme
oranina sahip oldugunu agik¢a belgelemislerdir. Gelistirilmis yeni teknikler, lokal
niiksetme oranini iyilestirebilir ve cerrahi rezeksiyondan kacinilan bir yonde degisir

(Marshall 2008).
Kemoterapi

Kemoterapi, kanser tedavilerinin igerisinde en temel uygulamadir.
Kemoterapi alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, bitkisel alkoloidler, antitimor
antibiyotikler, enzimler, malign hiicreleri yok eden, tiimdr biiylimesini veya
bolinmesini baskilayan biyolojik cevap degistiriciler ve hormonlar gibi ilag alimini
igerir (Mishra ve ark 2013). Ancak, normal hiicrelere zarar vermeden sadece malign
hiicreleri yok eden ilag henliz mevcut degil ve bu ilaglarin oldukca tehlikeli yan
etkileri vardir (Marshall 2008). Metastatik kanser tedavisi ¢ogunlukla tiimor
regresyonuna sebep olan dogrudan sitotoksite yoluyla tiimor hiicrelerini 6ldiirmek
icin farmasotik ilaglarin verilme siireci veya metodu olan kemoterapiye dayanir. Bu
ilaglar DNA replikasyonuna ve kromozal ayrimi igeren hiicre boliinme yolaklarina
engel olmaktadir ve kanser hiicrelerine spesifik degildir. Viicutta hizli bir sekilde
boliinen tim hiicreler hedeflenirken, ilacin sadece kiicliik bir kismi hedeflenen
dokuya ulasir. Bu da ilag terapisine ara verildikten sonra genellikle hiicrelerin

kendilerini tamir ettikleri yeni hiicrelerle degisimin yiiksek oldugu dokularda



(sindirim sistemi ve bagisiklik sistemi gibi) saglikli dokularinda zarar gérme riskini

ortaya cikarir (Mishra ve ark 2013).
Hedef Terapi

Son yillarda kanser tedavisinde kanitlanmis olan siire¢ oldukca dikkat
cekmektedir. Cerrahi tekniklerde, radyasyon terapisinde ve yalnizca flurotirasilinle
siirh tedaviye oksaliplatin ve irinotekanin eklendigi sistematik terapilerde bircok
yenilik gergeklesmistir. Hedef terapi vaskiiler endotel biiyiime faktor yolagina ve
epitel biiylime faktor yolagma yonelik, kolorektal kanser tedavisinde onemli rol
oynamaktadir (Gill ve ark 2007).

Hedeflenmis ilag gonderme sistemi, proksimal dokuda ilacin konsantrasyonu
azalirken, kanser dokuda anti-kanser ajanlara odaklanmayi1 amaglamistir. Polimerik
migeller artirllmis gegis ve alikonma etkisini (enhanced permeability and retention
effect(EPR)) kullanarak tiimor dokularinda ilacin birikimini artirr (Matsumura
2008).

Immunoterapi

Immunoterapi, bagisiklik sisteminin kansere karsi savasa yardim edebilecegi
gercegine dayanmaktadir (Carroll ve ark 2010). Bagisiklik sistemi zayiflamis
kisilerin kansere yakalanmalar1 daha miimkiindiir (Matsumura 2008). Bagisiklik
sistemi kanser hiicrelerini yabanci olarak tanimada basarisiz oldugunda veya kanser
hiicrelerin normal hiicrelerin antijenlerinden yeteri kadar farkli miktarda kendi
antijenlerini ekspresyon etmedigi durumlarda, bagisiklik sistemi normal olan
kisilerde de kanser gelisebilir (Mishra ve ark 2013). Bazen bagisiklik sistemi kanser
hiicrelerini taniyabilir, fakat verecegi cevap bu hiicrelerin apoptozunu indiikleyecek
kadar giiclii degildir (Anaya ve ark 2011). Kanser hiicreleri bagisiklik sistemini
kontrol altinda tutabilen immiin baskilayiciyr da kendileri gizleyebilir. Bunlar1 asmak
i¢in, arastirmacilar kanser hiicrelerini taniyarak ve onlar1 yok edebilecek cevaplari
giiclendirerek bagisiklik sistemine yardim etmek i¢in yollar aramaktadir.
Immiinoterapinin uygulandig1 tedaviler bu énciillere dayanmaktadir. immiinoterapi
(biyolojik terapi veya biyoterapi) sadece kanser hiicrelerini tespit etmek ve dldiirmek
i¢cin viicudun kendi bagisiklik sistemini giiclendirmez ayni zamanda bir¢ok durumda

tedaviyle ilgili yan etkileri azaltir. Immunoterapi geleneksel terapilerin

10



dezavantajlarmin ¢oguyla iliskilendirilmedigi i¢in onkolojide modern tedavi

seceneklerinin ayrilmaz pargalarindan olmustur (Mishra ve ark 2013).
Alternatif Tedaviler

Kolorektal kanserin evresine ve komplikasyonlarin derecesine bagli olarak
hastalara uygun olan bir¢ok tedavi yontemi vardir. Tiim terapilerin de kendi basari
oranlar1 ve kisitlamalart mevcuttur. Bir tedavinin etkinligi hastanin hayatta kalma
oranina ve niiksetme diizeyine baghdir (Mishra ve ark 2013). Standart olarak
uygulanan kanser tedavilerinin yeteri kadar etkili olamamasi ve kisitlamalarindan

dolay1 alternatif terapilere hem arastirmacilar hem de hastalar yonelmektedir.

Fermente edilmis bugday tohumu ekstrai (FWGE), anti-neoplastik
kemoterapi ilact dakarbazin ile birlikte verilen FWGE yasam siiresi ve anti-
metastatik siirecte hastalar i¢in 6nemli bir fayda gostermistir. FWGE 6nemli anti-
proliferatif etki gostermistir ve kaspaz ve poli (ADP riboz) polimeraz baglimli yolak
yoluyla kanser hiicrelerin apoptozunu artirmistir. Ayrica Major doku uygunluk
kompleksi- (MHC-I) ekspresyonun down regiilasyonuyla ve TNF-a ve diger
interlokinlerin indiiklenmesiyle bagisiklik sistemini diizenlemektedir (Mueller ve

Voigt 2011).

Curcumin, zerdegal baharatindaki aktif madde, kolonda kanserlesmeden once
olusan polipleri olan hastalar i¢in fayda saglamaktadir ve kuersetin, soganda bulunan
antioksidan, poliplerin hem say1 hem de boyutunda 6nemli dlglide diisiis sagladig
goriilmiistiir (Cruz-Correa ve ark 2006). Kolorektal kanserini tedavi etmek ve
onlemek i¢in curcuminin potansiyeli zerdecali ¢okca tiiketen Asya toplumlarindaki
gozlemsel caligmalarda oldugu gibi zerdecalla beslenen si¢anlarda yapilan
caligmalarda da ortaya ¢ikmustir. Kuersetinin de anti-kanser potansiyele sahip oldugu
bir¢ok ¢aligmada goriilmektedir. Yapilan bir aragtirmaya gore, bagirsak yolunda 5 ve
daha fazla polip bulunan 5 familyal adenomat6z polipozis (FAB) hastasina giinde 3
kez 480 mg curcumin ve 20 mg kuersetin verilmistir. Ortalama 6 ay sonrasinda tiim
hastalarin polip sayisinda ve boyutunda diisiis goriilmiistiir. Ortalama polip sayisinda
%60 oraninda, polip boyutunda %51 oraninda ¢ok minimal yan etkilerle azalma
oldugu tespit edilmistir. Bu iki bilesikten curcuminin kanser diismani anahtar ajan

oldugu diistintilmektedir (Cruz-Correa ve ark 2006).
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Sarimsak, dialil disiilfit (DADS) bir organosiilfiir bilesigidir ve saf sarimsak
yaginin temel bilesenlerinden biridir. Bu besinin tiiketilmesinin Kolorektal kanser
gelisimini engelledigine inanilir. Detayli mekanizmasi bilinmemesine ragmen,
DADS’in kanser hiicrelerinde apoptoza sebep olan redoks stresi artirdigi
goriilmiistiir. DADS ile muamele edilen HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinin
proliferasyonunun  azaldigi, kaspaz-3, Kkaspaz-9’un ve genomik DNA
parcalanmasinin aktive oldugu belirtilmistir. DADS’1n biitiratla kombinlendiginde

HT-29 hiicreleri tizerindeki apoptotik etki artmistir (Altonsy ve Andrews 2011).

Kalsiyum ve D vitaminini nispeten yiiksek oranda tiiketen kisiler kolon
kanserine karst ciddi derecede korundugu goriilmiistiir (Carroll ve ark 2010).
Besinsel faktorler tiim diinyada yaygin olan kanserlerden biri olan kolorektal
kanserin risklerinde 6nemli olanlardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Kalsiyum
takviyesi kolon poliplerine kars1 koruyucu olabilir. Ratlarda kalsiyum ve a-tokoferol
kimyasal olarak kolon kanser olusumunu baglatirken, goniillii insanlarda ilgili

biyomarkerlar1 azaltmaktadir (Carroll ve ark 2010).

Balik yagi takviyesi, balik yagi kanser hastalar1 igin faydali olabilir. Cokca
balik yag1 ve diger omega-3 yag asitlerini tiikketen kisiler kolon kanseri olma riskini

azaltabilmektedir (Kim ve ark 2010).

Nar, balik, siit, domates ve birgok dogal besinin anti-kanser aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir (Mishra ve ark 2013). Arastirmacilar yan etkisi minimal olan
ya da hi¢ olmayan bu anti-kanser etkiye sahip bir¢ok besinin etkisini bilimsel olarak

arastirmakta ve hem bilime hem de kanserle miicadeleye katki saglamaktadir.

Kolorektal kanser i¢in saglikli viicut agirliginda olma, fiziksel olarak aktif
olma, sigaradan uzak durma, kirmizi ve islenmis et ve alkol tiiketimini azaltma gibi

koruyucu 6nlemlere bagvurulmahidir (Ferrari ve ark 2007).
1.3. Hiicre Proliferasyonu

Hiicre proliferasyonunda hiicre dongiisii boyunca biitiin makromolekiilleri
kopyalamak icin besin, enerji, biyosentetik aktivite gerekir. Birgok organin islevini

yerine getirebilmesinde, tiimoér olusumunda ve embriyojenezde hiicre proliferasyonu
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onemli rol oynamaktadir (DeBerardinis ve ark 2008). Bir¢ok hiicre hattinin
ulagilabilir olmasi ve tiimor olusumuna sebep olan genetik mekanizmalarinin
bilinmesinden dolayr tiimor hiicreleri ¢ok kullamishdir (Gill ve ark 2007). Ancak
timor metabolizmasi, hiicre proliferasyonu ile es anlamli olmadigi bilinmelidir.
Proliferasyon tiimdr hiicrelerinin biiyiimesi i¢in gerekliyken, timér microortami
icerisinde birgok faktor, heterojen metabolik ativite ile sonuglanan hiicre
metabolizmasini etkileyebilir. Tiimor hiicresinde lizerinde durulmasi gereken 6nemli

nokta bu hiicrelerin biiyiimesi ve proliferasyonuna yol acan metabolik aktivitelerdir

(DeBerardinis ve ark 2008).

Yar1 maksimal inhibisyon konsantrasyonu (ICsp), inhibisyona sebep oldugu
bilinen maddenin tamamen inhibe edecegi konsantrasyonun yaris1 anlamina
gelmektedir. Inhibe etme 6zelligi arastirilan madde hiicreyle muamele edilir ve canl
olan hiicreler bazi yontemlerle (MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium  bromide), Alamar blue ve xCELLigence sistemi gibi)

belirlenebilmektedir.
1.4. Kanser Metastaz: ve Invazyonu

Metastaz kanser hastalarinin 6liimiiyle sonuglanma nedenlerinden biridir.
Kanser metastazi, kanser hiicrelerinin tiimoriin olustugu yerden uzaktaki dokulara ve
organlara yayilmasidir ve bu yeni tiimorlerin olusumu kanser hastalariin 6lmesine
tek sebep olarak gosterilmektedir (Maghfoor 1999). Kanserin teshis edilme
zamaninda, hastalarin en az yaris1 zaten klinik olarak teshis edilebilen metastatik

kanser hastalar1 olduklar1 goriilmektedir (DeVita ve ark 1975).

Metastaz kanser hastalarimin en ¢ok korktuklart durumdur. Bu siire¢ bir¢cok
tiimdr hiicrelerinin metastazi tamamlayabilmesi i¢in ardisik birbiri ardina siralanan
olaylardan olugmasidir ve siire¢ metastatik kaskat olarak isimlendirilir. Metastatik
kaskad genel olarak ii¢ ana siire¢ten olusur: invazyon, intravazasyon ve ekstravasyon
(Martin TA 2013). Invazyon siireci; hiicre-hiicre adezyon kapasitesinin yeterli
olmamast ve stroma c¢evresine yayilmasi i¢in hiicre-matriks etkilesimindeki
degisimler malign tiimdr hiicrelerinin tiimor kitlesinden ayrilmasina sebep olur. Bu
siire¢ bazal membran ve ekstraseliiler matriksi parcalamak icin bazi maddelerin

salinmasini, hareketin ve gbclin kontroliinden sorumlu proteinlerin ifade
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edilmesini/baskilanmasini igermektedir. Besinlerin transferi ve 2 mm ¢apindan daha
biiyiik bir alanin yeterli oldugu tiimor alaninindan atik iiriinlerin atilmasi, yani timor
gelisimini devam ettirmek igin timor anjiyojenezi baslatmalidir (Brooks 1996).
Intravazasyon siireci boyunca; tiimoér cevresindeki kan hiicreleri temas ettigi
hiicrelerden dolasim sistemine girmek ve uzak yere metastaz yapmak igin bir yol
saglayabilir (Folkman ve Shing 1992, Folkman 1996). Cevredeki stroma ve timor
hiicreleri arasindaki etkilesim tiimor anjiyojenezinin gelisimi i¢in olduk¢a dnemlidir
(Ono ve ark 1999). Ekstravasyon siirecinde; tiimor hiicreleri intravazasyon noktasina
ulagir ulagmaz, biyokimyasal etkilesimleri baslatarak endotel hiicrelerle etkilesime
gecer, kuvvetli baglar kurmak icin endotel hiicrelerle adezyonu gelistirir ve bdylece
endotel ve bazal membranin icerisine niifus eder. Boylece yeni tiimor olusumlar
ikinci yerlerinde c¢ogalabilmektedir. Metastatik kaskad, hiicreler arasindaki
adezyonun eksikligine primer tiimordeki hiicrelerin ayrigmasina ve hiicre matriks
etkilesimlerde hiicredeki degisikliklerden kaynaklanan hiicrelerin hareketliligine

baglidir (Martin TA 2013).

Tiimorlerde, hipertropik hiicre biiyiimeler, hiicre-tabakalarindan kalinlagsan
epitel tabakanin olusmasina neden olur. Ileri evrelerde, hiicreler aras: etkilesimde ve
sitoskeletal diizenlemede azalman dolay: timdr hiicreleri apikal-bazal polaritelerini
ve apikal silia 6zelliklerini kaybeder ve diizensiz goriinebilir. Tiimdriin bulundugu
yerde, kanser hiicreleri bazal membran tarafindan hala c¢evrelenmektedir. Tiimor
hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki catismadan dolayi, stroma aktif hale geger.
Aktif stroma immiin hiicrelerin, fibroblastlarin artisiyla karakterize olmustur ve bu
ekstraselliiler matriksin depolanmasina ve stromal alanin tekrar diizenlenmesine
yardimci olabilmektedir. Stromal lifler gevsek bir sekilde organize olur ve kivrilmis
sekilde goriiliir ve daha sonra yogunlugu artarak kalinlagir. Daha sonraki evrelerde,
kollajen kiimeleri bazal membrani ¢evreleyen pargalar olusturur. invaziv tiimérlerde,
tiimor hiicreleri stromaya yayilmak ve kan dolasimina dogru goc¢ etmek icin bazal
membrani gecer veya bozulmus bazal membranin fonksiyon gostermedigi yerlere
dogru hareket eder. Stromal hiicreler ¢esitli birgok hiicrenin karismasina ve dokunun
diizensizlesmesine neden olarak tiimoriin i¢ine niifus edebilir (Sekil 1.4) (Clark ve

Vignjevic 2015).
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Sekil 1.4. Kanser hiicresinin invazyon asamalar1 (Clark ve Vignjevic 2015).

Kolorektal kanser hiicrelerinin invaziv oOzelliklerini etkileyen faktorler;
hiicreler arasi baglantilar, hiicre- matriks etkilesimleri ve epitelyal mezenkimal gecis

bagliklar altinda incelenebilmektedir (Clark ve Vignjevic 2015) .
1.4.1. Hiicreler Arasi Baglantilar

Hiicre-hiicre adezyon kompleksi apikalden bazal membrana kadar uzanir ve
sik1 baglanti (tight junctions), adherens baglantilar (AJ), gap baglantilar (GJ),

desmozomlar ve integrinlerden olugsmaktadir (Martin TA 2013).
Siki Baglanti (Tight Junctions (TJ))

Endotel hiicrelerdeki TJ’lar molekiillerin ve inflamasyon hiicrelerinin
gecebildigi bariyer olarak gorev yapmaktadir. Ayrismis kanser hiicrelerinin vaskiiler
endotel gegirgenligi ve etkilesimi kanser metastazi olusumundan Onemli bir
asamadir. Metastazin gergeklesmesi i¢in TJ kanser hiicrelerinin asmasi gereken ilk
bariyerdir. Ilgili TJ proteinlerinin up regiilasyon veya down regiilasyon olmasi
durumunda, kanser hiicrelerindeki herhangi bir degisim hiicrelerin ayrigmasiyla,
hiicre haberlesmesinin inhibe olmasiyla kontrol disi hiicre biiylimesiyle, adezyon

eksikligiyle ve bazal membranin bozulmasiyla sonuglanir (Martin TA 2013).
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Adherens Baglantilar (AJ)

AlJ’lar TJ’1n bazal tarafina lokalize olmus ve yapiskan kuvvet olusturan hiicre
mikrodomainlerdir (Giepmans ve van ljzendoorn 2009). AJ’deki integral membran
proteinleri cadherin ailesindendir ve epitelde en ¢ok bulunani1 E-cadherindir. Kanser
hiicrelerin ayrigmasinin ve yayilmasinin kontroliinde katenin kompleksin ve E-
cadherin’in 6nemli rolii oldugu yoniinde birgok kanit toplanmistir. Timor
malignitesinin 0zelligi olan tiimor invazyonu ve metastazinda hiicre-hiicre adezyon
araciliginda E-cadherinin eksikligiyle karsilasilir. E-cadherinlerin ekspresyonu
hemen hemen tiim kanserlerde down regiile oldugu goriilmiistiir (Cavallaro ve
Christofori 2004). islevsel E-cadherin adezyon kompleksinin yeniden olusmasi farkli
tim6r hiicre tiplerinin invaziv fenotiplerini baskiladigint bir¢ok c¢alisma

gostermektedir (Vleminckx ve ark 1991, Luo ve ark 1999, Hsu ve ark 2000).
Desmozomlar

Hiicreler aras1 baglantilarda, desmozomlar integral proteinlerin (desmokolin
and desmoglein) desmoplaklar ile baglanmasiyla olusan dokularin igindeki
hiicrelerin devamliligin1 saglamak i¢in gerekli olan yapiskan baglantilar olusturur

(Garrod ve Chidgey 2008, Giepmans ve van ljzendoorn 2009).

Farelerin genetik yaklasimlarindan faydanilarak yapilan son zamandaki
calismalar, erken invazyon ve timor gelisimini silirdirmek i¢in adherens
baglantilardan Once olan desmozom down regiilasyonunun goriilmesi timor
baskilanmasinda desmozomlarin rolii oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir (Dusek ve

Attardi 2011).
Gap Baglantilar (GJ)

GJ’lar, kiiciik molekiillerin, ikincil mesajcilarin, iyonlarin ve komsu hiicreler
arasindaki diger molekiillerin difiizyonuna izin veren hiicreler arasindaki o6zel
kanallardir. Bu kanallar, insanda tanimlanan 20’nin tiizerinde tyesi olan
konneksinleri (en ¢ok ifade edileni konneksin 43) iceren integral membran
proteinlerinden olusan bu kanallar bir¢ok asamada diizenlenen dinamik bir siire¢

sonucunda agilabilir ya da kapanabilirler (Giepmans ve van ljzendoorn 2009).
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Sirnes ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, kolorektal kanser
timor baskilayict olarak rol oynadigi ve kolorektal kanser gelisimi boyunca
konneksin43 ekspresyonun eksikligi hastalarin yagam siirelerinin azalmasiyla iliskili
oldugu ilk kez kanitlanmistir. Kolorektal kanser hiicre hatlarinda konneksin43’iin
down regiile olmas1 veya diizensiz yerlesmesi, hiicreler arasi gap baglantilarla
iletisim eksikligiyle iligkilendirilmektedir. Konneksin43’iin kolorektal kanser tiimor

baskilayicisi oldugunu klinik sonuglarda desteklemektedir (Sirnes ve ark 2012).
Integrinler

Integrinler, iki tane ayr1 o ve B alt iiniteden olusan biiyilk ve kompleks
transmembran glikoproteinlerdir. Integrinler hiicre adezyonuna, ekstraselliiler
matriksin dogrudan baglanan fibronektin, vitronektin, laminin veya kollajen gibi
parcalarina aracilik eder ve hiicre hareketine ve invazyonuna destek saglar (Bendas

ve Borsig 2012).
Selektinler

Selektinler, (E-selektin, P-selektin ve L-seelektin) enfeksiyon ya da
yaralanmaya karst inflamatuvar cevap boyunca dolagimdaki l6kositlerin vaskiiler
endotele baglanmasinda énemli olan adezyon molekiilleridir. Selektinler damarlarin

yilizeyini cevreleyen kanser hiicrelerinin adezyonunu diizenledigini birgok kanit

gostermektedir (St Hill 2011).
1.4.2. Hiicre Matriks Etkilesimleri

Ekstraselliiler matriks ve hiicreler arasindaki kontrollii etkilesim, normal
gelisim, migrasyon ve proliferasyon gibi birgok siire¢ i¢cin 6nemlidir (Giepmans ve
van ljzendoorn 2009). Hiicre ve matriks arasindaki etkilesim; integrinler, selektinler,
cadherinler, immiinoglobiilinler siiper familyas1 (Ig), CD44 ve fokal adezyonlari
iceren hiicre adezyon molekiilleri (CAM) gibi bir¢ok yol aracilifiyla gergeklesebilir
(Martin TA 2013).
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Hiicre Adezyon Molekiilleri (CAM)

Hiicre adezyon molekiilleri (CAM) hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
farklilasmas1 gibi hiicresel siiregleri kolaylastirir ve yetiskinlerde doku yapisi ve
biitlinliigiinii saglamak i¢in ve gelisimi boyunca onemlidir. CAM’lar integrinler,
selektinler ~immiinoglobiilinler siiper familyast (IgSF) ve cadherinlerden
olugmaktadir. Normal dokuda, CAM ekspresyonu sik1 bir sekilde diizenlenmektedir.
Ancak, CAM’larin anormal ekspresyonu normal hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerine zarar verir ve timor olusumu ve metastazi kolaylastirabilir. IgSF
iyelerinin ¢ogu kanser ilerleyisinde biyomarker olarak tanimlanmaktadir ve bir¢ok

tiimoriin metastatik gelisimiyle iliskilidir (Wai Wong ve ark 2012).
CD44

CD44 hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini igeren ¢ok fonksiyonlu
hiicre yiizey adezyon molekiiliidiir ve tiimor hiicre invazyonu ve metastazi ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Martin TA 2013). Short hairpin RNA (shRNA) yoluyla
CD44’iin susturulmasi hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve hiicre apoptozunu
baglatir, ki bunun insan kolon kanserinde terapotik tedavi olarak kullanilmasi

onerilmektedir (Park ve ark 2012).
1.4.3. Epitelyal Mezenkimal Gecis
Hiicre Hareketliligi

Kanser hiicrelerinin metastatik karakterini sekillendiren en biiyiik faktor
onlarin hareketliligidir. Hiicre hareketliligi ve migrasyonu normal gelisim icin
onemlidir ve organojenezin, enflamasyonun ve yara iyilesmesinin en biiyiik
parcasidir. Ancak, diizenlenmesine yonelik sinyal yolagindaki degisimler hiicre
invazyonu ve metastazin patolojik siireglerine neden olabilmektedir (Martin TA
2013).
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Matriks Metaloproteinazlar (MMPs)

Matriks metaloproteinazlar, kanser hiicrelerin yayilmasina ve go¢ etmesine
izin veren ekstraselliiller matriks proteinlerinin bozularak hiicre invazyon kapasitesini

gosteren dnemli pargalardan biridir (Martin TA 2013).
1.5. Ficus carica
1.5.1. Ficus carica Taksonomi

Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Altsimif: Hamamelidae
Takim: Urticales
Aile: Moraceae

Cins: Ficus

Tiir: Ficus carica L.
1.5.2. Ficus carica Hakkinda Genel Bilgi ve Kaynak Arastirmasi

Ficus carica (F.carica) (Sekil 1.5) kisin yapraklarini doken, diinyada hem
kuru hem de taze tiiketimde Onemli olan ve en erken ekimi yapilan meyve
agaclarindan biri olan Moraceae ailesine aittir (Cizelge 1.1). Diinya incir tiikketiminin
%70’ini Akdeniz sahillerinde bulunan iilkeler karsilamaktadir. Bu iilkelerde, uzun en
saglikli ve en uzun hayata sahip olmakla iliskili oldugunu diisiiniilen Akdeniz

diyetinin en 6nemli pargasini incirler olusturmaktadir (Trichopoulou ve ark 2006).

Sekil 1.5. Akseki/Antalya bolgesinden toplatilan olgun ve ham incir numuneleri.

19



Cizelge 1.1. F. carica meyvesinin genel dzellikleri (TUBIVES 2018)

Omiir Cok yillik

Yap1 Agag

Ciceklenme 3-9

Habitat Acik alanlar, karisik ormanlar, tagh yamaclar, vadiler, kaya
oyuklar

Yiikseklik 20-1770

Endemik Endemik degil

Tiirkiye dagilmm  Adana, Gaziantep, Istanbul, Zonguldak, Kas‘gamonu, Antalya,
Ayd, Bilecik, Elaz1ig, Erzurum, Eskisehir, [zmir, Kirklareli,
Malatya, Mugla, Ordu, Sinop, Trabzon

Incirin meyvesi, kok ve yapraklar1 gastrointestinal (kolik, sindirim, istahsizlik
ve diyare), respiratuar (zatiire, Oksliriik, bronsiyal hastaliklar) ve kardiyovaskiiler
bozukluklar ve anti-inflamatuar ve anti-spazmodik tedaviler gibi bir¢ok hastalig:
tedavi etmek i¢in geleneksel tipta kullanilmaktadir (M.Werbach 1993, J. A. Duke
2002).

Incirle ilgili daha dnce yapilan kimyasal calismalar fenolik asit, komarin ve
triterpenoidlerin izolasyonuna sebep olmustur (Saeed ve Sabir 2002, Oliveira ve ark
2009, Liu ve ark 2011, Mawa ve ark 2013) ve farmakolojik aragtirmalar antioksidan,
antikanser ve hepatoprotektif etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Rubnov ve ark
2001, Gond ve Khadabadi 2008, Caliskan ve Polat 2011, Mawa ve ark 2013).

F. carica lateks enjeksiyonu, benzopirenle indiikklenmis sarkomanin biiyiime
hizin1 degistirdigi ve albino ratlarda kiiciik tiimorleri baskiladigi goriilmiistiir. 6-O-
acil-p-D-glukosil-B-sitosterol (6-AGS) gibi biyoaktif bilesikler incir lateksden izole
edilmistir. AGS’nin palmitoil tiirevi, linoleil, stearil ve oleil tiirevleriyle
kiyaslandiginda bir¢ok kanser hiicre hatlar1 i¢cin daha ¢ok potansiyele sahip inhibitor
olarak rol oynamaktadir ve AGS in vitro DG-75, Jurkat ve DU-145 kanser hiicre
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hatlarinin inhibitorii oldugu rapor edilmistir. Bu yiizden, AGS yiiksek potansiyele
sahip antikanser ajandir (Rubnov ve ark 2001).

F. carica lateks ve tiirevleri farede transplantasyon yapilan ve spontane
gelisen tiimorlerin biiylimesini baskiladigi gosterilmistir (Ullman 1952, Ullman ve
ark 1952). F. carica lateks, in vitro, mide kanseri hiicre hattinin proliferasyonunu
inhibe etmistir fakat normal hiicrelere karsi herhangi bir sitotoksik aktivite

gostermemistir (Hashemi ve ark 2011).

F. crica lateks kanser hiicrelerinin DNA sentezini inhibe ederek ve kanser
hiicrelerini GO/G1 fazinda durmasina sebep olarak yiiksek antioksidan etkiye
sahiptir. F. carica lateksten elde edilen bazi bilesenler yeni ve potansiyel anti-kanser
ajan olarak hizmet edebilir ve ozellikle anti-kanser aktivitesini kanitlamak igin
hayvan tiimoriyle ilgili daha fazla in vivo arastirma yapilmasi gerekmektedir (Wang
ve ark 2008).

F. carica yapraklari kabuk ve odunsu kisimlariyla kiyaslandiginda daha iyi
antioksidan ve anti-proliferatif aktivite gostermektedir. Ozellikle, yapraklarinin ICsg
degerleri sirasiyla 64 ve 1.48 pg/ml olan en yiiksek peroksidasyon inhibisyonuna ve
anti-radikal aktiviteye sahip olduklarini gostermektedir. Yapraklar: 3.92 pg / ml ICsg
degeriyle yiiksek anti-proliferatif aktiviteye sahiptir. Bu ¢alisma non-melanom cilt
kanserlerinin tedavisi i¢in fotodinamik terapide potalsiyel faydali formiilasyonlarin

gelistirilmesine yeni bir yaklasim sunmaktadir (Conforti ve ark 2012).

A375 (melanom) insan tiimor hiicre hatti iizerinde, F. carica meyvesinden
elde edilen lateks 0.05 mg/ml ICs, degeriyle anti-radikal aktiviteye sahipken,
yapraklardan elde edilen lateks 1.5 pg/ml ICsy degeriyle en yiiksek anti-proliferatif
aktiviteye sahiptir (Menichini ve ark 2012).

F. carica Ekstraktinin HPLC Analizi ve Sonuclar:

Su-metanol ile ekstrakte edilen F. carica’nin HPLC analizi ikili(binary)
pompa ve diyot dizi dedektoriinii igeren (DAD) Shimadzu HPLC sistemle (LC-10A
series, Tokyo, Japan) gerceklestirilmistir ve Shim-pack RP-C18 kolonla (5 pm, 250

mmx4.6 mm) (Shimadzu Co., Japan) donatilmistir. HPLC analizi i¢in Ornek
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hazirlig1: F.carica ekstraktt 10 000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmis, oda
sicakliginda Millipore filtre (0.22 um naylon membran) kullanilarak filtrelenmis ve
analiz icin HPLC igerisine enjekte edilmistir. Orneklerdeki fenolik bilesenler, 35
°C’de mobil fazla (soliisyon A: 0.1% formik asit, soliisyon B: 100% metanol) analiz
edilmistir. Akis hiz1 0.8 ml/dakika ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Deteksiyon 280
nm’de goriintiilenmistir (Escarpa ve Gonzalez 1998, Manal Said Tawfik 2014).

HPLC analizi sonucunda F. carica’da bulunan fenolik bilesikler ve

konsantrasyonlar1 Cizelge 1.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. F. carica’daki fenolik bilesiklerin konsantrasyonlart (mg/100g kuru
agirlik) (Manal Said Tawfik 2014).

Bilesikler mg/100g kuru agirhk
Gallik asit 30.99+2.5
Epigallokatesin 2544+ 1.8
Kafein 20.23+2.1
Katesin 13.88+ 3.1
Epikatesin 1248+1.6
Rutin 3.26+1.3
Epigallokatesin gallat 2.52+0.5
Epikatesin gallat 0.85+0.4
Kuersetin 0.56 +0.7
Isorahmentin 0.29+0.07
Kaempferol 0.12 £0.05

Analiz sonucuna goére F. carica ekstaktinda en yiiksek konsantrasyonda
bulunan gallik asiti, epigallokatesin takip etmistir ve isorahmentin ve kaempferol en

diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Manal Said Tawfik 2014).
1.6. Incir Cekirdegi Yag

Diinya ¢apinda dogal bitki kaynaklarindan elde edilen yaglardan sifa
saglamaya ve istifade etmeye yonelik ilgi artmistir. Yiiksek miktarina oranla daha az
lipit bileseni olan bitkisel yaglar insan sagligi igin biiyiik 6neme sahiptir (Carvalho
ve ark 2006).
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Bitki ¢ekirdeklerinden, 6zellikle F.carica cekirdegi, elde edilen yaglar yeni
yag kaynaklarmi olusturmaktadir. Incir cekirdegi yaginin biyokimyasal bilesenleri
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. F.carica meyvesi yiiksek fenolik antioksidan
miktarina sahiptir ve meyveden elde edilen antioksidanlar, oksidasyon sirasinda
insan plazmasindaki lipoproteinleri koruyabilir ve tiiketildikten sonra plazmadaki

antioksidan kapasitenin ciddi bir artisina neden olabilmektedir (Vinson ve ark 2005).

F. carica ¢ekirdek yaginin total fenolik, flavonoid ve o-difenol igerikleri
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu bilesikler antioksidan aktiviteyle iliskili
olan biyoaktif potansiyelli ikincil bitki metabolitlerinin en biiyiikk sinifin1 olusturur
(R. Ahmad 2011).

F. carica cekirdegi yagi 144.89 mg/ kg fenolik igerige ve 47.27 mg/kg o-
difenole sahiptir. Total flavonoid igerik ise 124.5 mg/kg’dir (Soltana ve ark 2016).

Tokoferol, diisiik konsantrasyonlarina oranla c¢ok etkili antioksidan
aktivitelerinden dolay1 bitkisel yaglarin kalitesinde onemli rol oynar. HPLC
analizleri gama-tokoferol incir ¢ekirdegi yagindaki en etkili izomer oldugunu
gostermektedir. Incir ¢ekirdegi yagindaki gama-tokoferol icerik 2.23 pg/g’dir
(Soltana ve ark 2016). Benzer sekilde, gama-tokoferol ve alfa-tokoferol sirasiyla 0.3
ve 0.2 mg/100 g miktarlarinda incir meyvesinde bulunan iki tokoferol izomeridir
(Pande ve Akoh 2010). Gama-tokoferol, alfa-tokoferolden ya ayni ya da daha yiiksek
antioksidan ozelliklere sahiptir ve findik gibi yiiksek oranda gama-tokoferol igceren
gidalarin kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma riskini azalttigi diisiiniiliir (Saldeen

ve ark 1999, Li ve ark 2007).

Yapilan bir ¢alismada, incir ¢ekirdegi yagmin yag asitleri analizinde; iki
temel yag asidinden biri olan linolenik asit (47.77%) ve linoleik asit (25.48%) ve
bunlar1 oleik asit (14.7%),palmitik asit (8.3%) ve stearik asit (2.94%) izlemektedir.
Bunlara ek olarak, incir ¢ekirdegi yaginda az miktarlarda (0.15-0.29%) gadoleik,
palmitoleik ve arasidik asitler bulunmaktadir. Eser miktarda (<0.1%) margarik, trans-

oleik, trans-linoleik ve margaroleik asit tespit edilmistir (Soltana ve ark 2016).

Bir baska calismada, jel incir ¢ekirdeginden izole edilen yagda, 91.51%

doymamis yag asitlerinin igerisinde en etkili yag asitlerinden linolenik asit (62.65%),
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linoleik aist (18.24%) ve oleik asit (10.62%) bulundugu gosterilmistir (Chua ve ark
2008).

Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin ve besinsel esansiyel yag asitlerinin
bir liyesi olan alfa-linolenik asit (Burdge ve Calder 2005), koroner kalp hastaligina
kars1 koruyabilir (Wijendran ve Hayes 2004). Linoleik asit, anti-inflamatuar, akne
azaltici, nem tutucu gibi ciltteki faydali 6zelliklerinden dolay1 kozmetik sektoriinde

artan popiilariteye sahiptir (Letawe ve ark 1998, Darmstadt ve ark 2002).

Incir cekirdegi yag steroller agisindan olduk¢a zengindir. Total sterol igerik
1061.45 mg/100 g olarak bulunmustur (Soltana ve ark 2016). Sterollerin birgok
kanser riskini azalttigi ve bagisiklik fonksiyonunu artirdigi bilinmektedir (Bouic
2001).

Incir cekirdegi yagi ile yapilan 2,2 ' -diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radikal siipiiriicii aktivite yontemi sonucunda ICsy degeri 215.86 pg/ml, troloks
esdegeri antioksidan kapasite tayin yontemi (TEAC) sonucunda ise 95.25 mM elde
edilmistir. Incir ¢ekirdegi yaginin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir (Soltana ve ark 2016). incir ¢ekirdegi yagindan elde edilen bu yiiksek
antioksidan aktivitenin fenolik igerik (144.89 mg/kg) yonlinden zengin olmasiyla

iliskilendirilebilir (Soltana ve ark 2016).

GC-MS analizleri incir ¢ekirdegi yaginin 26.50% oraninda doymus yag
asitlerinden, 73.50% doymamis yag asitlerinden olustugunu géstermektedir. Ayrica
oleik asit (51.41%), palmitik asit (19.45%) ve palmitoleik asit (14.76%) incir
cekirdegi yaginda bulunan diger baslica yaglardir (Wang 2013 ).

1.6.1. incir Cekirdegi Yag Analizleri

Incir ¢ekirdegi yagi ticari olarak Zade Vital firmasindan temin edilmistir.
Incir gekirdegi yaginda bulunan yag kompozisyonu Shimadzu GC FID 2010
cihaziyla (Cizelge 1.3) ve E vitamini analizi Shimadzu HPLC Floresans dedektor
(Cizelge 1.4) ile firma tarafindan analiz edilmis ve bilimsel kullanim igin izin

almmustir.
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Cizelge 1.3. Incir ¢ekirdegi yaginin % yag asitleri analizi.

Yag Asitleri Sonuglar (%)
Palmitik Asit ( C-16:0) 6,72
Stearik Asit (C- 18:0) 2,69
Oleik Asit (C-18:1) 16,71
Linoleik Asit (C-18:2) 33,24
Linolenik Asit (C-18:3) 39,97
Arasidik Asit (C-20:0) 0,18
Eikosenik Asit (C-20:1) 0,23
Behenik Asit (C-22:0) 0,07

Iki bityiik yag asitlerinden biri olan linolenik asit %39,97 iken linoleik asit
9%33,24 bir orana sahiptir. Bunlar1 sirayla oleik asit (%16,71), palmitik asit (%6,72)
ve stearik Asit (% 2,69) takip eder. Ayrica, incir ¢ekidegi yagi arasidik asit,
eikosenik asit ve behenik asit (%0,23- 0,07) kiigiik oranlarda bulunmaktadir.

Cizelge 1.4. Incir ¢ekirdegi yaginin E vitamini (tokoferol) analizi.

E vitamini Sonuclar (mg/kg)
Alfa- tokoferol 120

Beta- tokoferol 0

Gama- tokoferol 4800
Delta- tokoferol 80

Cizelge 1.4’de gosterildigi gibi incir ¢ekirdegi yaginda 4800 mg/kg gama-
tokoferol bulunmaktadir. Bunu sirayla 120 mg/kg ile alfa-tokoferol ve 80 mg/kg

delta-tokoferol izlemektedir. Yapilan analizde beta-tokoferol tespit edilememistir.

25



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal malzemeler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasal malzemeler ve temin edildigi firmalar.

Kullanilan Kimyasallar

Temin Edilen Firma

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma-Aldrich (A7511)

Alamar blue

Invitrogen Life Technologies

McCoy's 5A (hiicre besiyeri)

ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA)

RPMI 1640 (hiicre besiyeri)

ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA)

Fetal bovine serum (FBS)

DE14-801FH

L-glutamine

Biological Industries (1328110, Kibbutz Beit-
Haemek, Israel)

Penicillin/streptomycin

Biochrom GmbH (12247, Berlin, Almanya)

Methanol

Sigma-Aldrich (24229)

Gallik asit

Sigma-Aldrich (G7384)

Askorbik asit

Sigma-Aldrich (PHR1008)

Trolox

Sigma-Aldrich (238813)

Folin - Ciocalteu reagent

Sigma-Aldrich (F9252)

Siilfirik asit (H,SOy)

Sigma-Aldrich (339741)

Sodyum fosfat

Sigma-Aldrich (342483)

Amonyum molibdat

Sigma-Aldrich (A1343)

DMSO: Dimetil Sulfoksit

Merck (1.16743.1000)

Trypsin- EDTA (% 0.25)

Sigma-Aldrich (T4049)

Phosphate buffered saline
(PBS)

Sigma-Aldrich (P4417)
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Cizelge 2.1 (Devam). Kullanilan kimyasal malzemeler ve temin edildigi firmalar.

Borax (disodium tetraborate
decahydate)

Sigma-Aldrich (S9640)

Toluidine blue

Sigma-Aldrich (89640)

Sodyum karbonat

Sigma-Aldrich (S7795)

Disodyum hidrojen fosfat
dodekahidrat

Sigma-Aldrich (71649)

(Na,HPO,4.12H,0)
Tripan blue Sigma-Aldrich (T6146-1006)
Formaldehit (% 37) Sigma-Aldrich (8.18708)

2.1.2. Cihaz ve Laboratuvar Gerecleri

Kullanilan cihazlar ve kullanim amaci Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlar ve kullanim amaclari.

Cihazin Ady Modeli

Kullanim Amaci

CO, inkiibatori/ Binder

Hiicre kiiltiirlerinin yasamsal faaliyetlerini

stirdlirmeleri ve biiylitiilmesinde kullanilmistir.

pH metre / Thermo Orion
420A+ marka cam elektrot

Deneyde kullanilan ¢ozeltilerin pH
ayarlamalarin1 yapmak i¢in kullanilmistir.

Laminar akimli kabin

Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in kullanilmistir.

Santrifiij / Antech

Hiicrelerin ayirma islemleri i¢in kullanilmastir.

Analitik terazi / ANT
HR250Az

0.0001 g duyarliktaki tartim islemlerini
yapabilmek kullanilmigtir.

-20°C Buzdolab1 / Samsung

+4 ve -20 °C’de saklanmasi gereken
kimyasallari, hiicre kiiltiirii malzemeleri ve F.
carica ekstraktlarint muhafaza etmek igin
kullanilmustir.

-80°C Buzdolab1 / VWR
Symphon

F. carica 6rneklerini, hiicreleri saklamak igin
kullanilmastir.

Inverted Mikroskop / VWR

Hiicrelerin goriintiilenmesi ve takibinde
kullanilmigtir (Sekil 2.1)

Fluorescent Cell Imager

goriintiilenmesi i¢in kullanilmistir (Sekil 2.3)

Invazyon deneyi sonucunda hiicrelerin sayimi ve
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Cizelge 2.2 (Devam). Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Hiicre Sayim Cihazi / BIO-
RAD TC10™ Automated Cell
Counter

Hiicre sayim1 yapmak i¢in kullanilmistir (Sekil
2.2)

Su banyosu / Wisebath

Donmus hiicreleri ¢6zmek, sicakligi 37 °C’ye
getirilmesi gereken hiicre besiyeri ve diger sivi
malzemeler i¢in kullanilmstir.

Otoklav / Niive

Steril olmas1 gereken malzemelerin
sterilizasyonu i¢in kullanilmistir.

Deiyonize ultra-saf su cihazi /
Elga

Ultra saf su elde etmek i¢in kullanilmistir.

Spektrofotometre/Thermo
multiscan-90

Toplam antioksidan, fenolik ve antioksidan
aktivite analizleri ve Alamar blue yontemi
analizlerini yapmak i¢in kullanilmistir.

Homojenizator/WiseTis
Homogenizer with Remote
Digital Controller

F. carica meyvelerinin ekstraksiyon islemleri
icin kullanilmistir.

Rotary ~ Evaporator/Scilogex
RE100-Pro Rotary Evaporator

F. carica meyvelerinin ekstraksiyonu sonrasinda
¢oziiciilerinin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmstir.

Liyofilizator/Scanvac CoolSafe
Freeze Dryer

F. carica meyvelerinin liyofilizasyonu igin
kullanilmistir.

Sekil 2.1. Inverted Mikroskop
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Sekil 2.3. Fluorescent Cell Imager
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2.1.3. Sarf Malzeme

e (ift kuyucuklu lam

e Balon joje

e Azot tanki

o Steril filtre

e Flask

e Falcon tiip

e Kriyo tiip

e Serolojik pipet: Corning® Costar® Stripette® serological pipettes, bulk
packed (5, 10, 25 ml)

e Mikropipet (1000, 200, 10ul)

e Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion Chamber

2.2. Yontemler
2.2.1. Bitki Materyali

Ham ve olgun F. carica meyvelerinin metanol ve su ekstraktlarinin kolorektal
kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu ve invazyonu iizerindeki etkilerini aragtirmak
amaclanmistir. Ham ve olgun F. carica, koordinatlart Kuzey: 37° 02' 23" ve Dogu:
31° 46' 48" olan 1110 metre rakimda bulunan Akseki/ Antalya bolgesinden Agustos
2016 tarihinde toplatilmistir. Meyveler ekstraksiyon islemlerine kadar gore -80 °C’de

muhafaza edilmistir.
2.2.2. F. carica Ekstraksiyonlari

Liyofilizasyon siiblimasyon yoluyla buzun ya da diger donmus ¢oziiciilerin
materyalden uzaklastirilmasi esasina dayanan soguk kurutma yontemidir (Bhalerao
2017). Kontrollii soguk kurutma, islem siireci boyunca kurutma esnasinda materyalin
goriiniistinde ve yapisinda olusabilecek degisiklikleri engellemek igin materyali
diisiik sicaklikta tutar. Ozellikle 1s1 duyarlilifi olan protein, enzim ve organik
bilesikler gibi bircok hassas molekiil barindiran materyallerin kurutulmasinda tercih
edilir. Calismada bu sebeplerden dolayr ham ve olgun F. carica numuneleri

liyofilizatorde liyolifize edilmistir (Sekil 2.4). Liyofilizatérde buzun hazne sicaklig -
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110 °C ve basing 0.093 Pa olarak ayarlanmistir. Ornekler tamamen kurutulduktan

sonra blenderda un haline getirilmistir ve ardindan ekstraksiyon iglemlerine kadar -

20°C’de saklanmustir.

Sekil 2.4. Ham ve olgun F.carica meyvelerinin liyofilizasyonu.
Ham ve Olgun F. carica’ min Su Ekstraksiyonu

Ilk énce 1 gram liyofilize edilmis ham ve olgun F. carica homojenizator

kullanilarak 20 mL distile su igerisinde ekstrakte edilmistir (Sekil 2.5.)

= L/ "

Sekil 2.5. Ham ve olgun F.carica meyvelerinin homojenizatorle ekstraksiyonu.
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Ardindan ekstraksiyonlar 4000xg’de 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
edilmistir ve cam balon joje igerisine supernatant toplanmistir. Pellete 20 mL su ilave
edilerek homojenizatorde ekstrakte edilmeye devam edilmistir. Bu islem 2 kez daha

tekrarlanmis ve toplam su hacmi 80 ml ile sinirlandirilmastir.

Ekstraksiyonda kullanilan su rotary evaporator ile ugurulmustur (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Ekstraksiyonlarin ¢dziiciilerinin rotary evaporatdrde ugurulmasi.

Coziiciisii ugurulmus ekstraksiyonlar sonraki calismalara kadar -20°C’de

saklanmigtir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Coziiciileri ugurulmus olan ekstraksiyonlar.
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Ham ve Olgun F. carica’ min Metanol Ekstraksiyonu

Liyofilize edilmis ham ve olgun F. carica’dan 1 gr alinarak 20 mL metanol
¢oziicii eklenerek homojenizatorde ekstrakte edilmistir (Sekil 2.5). Ardindan
ekstraksiyonlar 4000xg’de 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edilerek cam balon
joje igerisine supernatant toplanmistir. Pellete 20 mL metanol ilave edilerek
ektraksiyon iglemleri son metanol hacmi 80 mL olana kadar tekrarlanmistir.
Ekstraksiyonda kullanilan metanol Sekil 2.6’da goriilen rotary evaporator ile
uzaklagtirilmistir. Coziiciisti uzaklastirilmis ekstraksiyonlar sonraki ¢alismalara kadar

-20°C’de saklanmustir.
2.2.3. Toplam Antioksidan, Fenolik ve Antioksidan Aktivite Analizleri
Toplam Fenolik Madde Tayini

Numunelerin total fenolik madde igerikleri Folin-Ciocalteu prosediirii
kullanilarak belirlenmistir (V. L. Singleton 1965, Akbulut ve ark 2009). Bir tiip
icerisine 0.5 mL ekstraktan (1 mg/ mL) alindiktan sonra, {izerine 2.5 mL Folin-
Ciocaleu reaktifi (0.2 N) ve 2.0 mL sodyum karbonat (75 g/ L) ilave edilmis ve
kanistirilmistir. Ornekler karanlik ortamda 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra 765 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Bu islemler tim
ekstraksiyonlar i¢in ayri ayri uygulanmistir. Kalibrasyon egrisi ve sonuglar
olusturmak i¢in 5-100 ppm konsantrasyonlarda gallik asit standart cozeltileri
miligram gallik asit (GAE)/ kg kuru agirlik olarak ifade edilmistir. Ekstraktlarin total
fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu methodu ile standart olarak gallik asit kullanilarak

belirlenmigtir. Tiim deneyler birbirinden bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlanmistir.
Toplam Antioksidan Kapasite Testi

Total antioksidan kapasite fosfomolibdat testi ile belirlenmistir (Pilar Prieto
1999). Metodun esast Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil

renkli fosfat/ Mo (V) kompleksinin olusumuna dayanmaktadir.

Bitki ekstraktlarinin konsantrasyonlari 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir.
Standart olarak ise askorbik asit 0.5 mg/mL ile 0.0375 mg/mL arasinda bes farkli

konsantrasyonda kullanilmigtir. Metotta kullanilacak reaktif ¢ozeltisi igin; her
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birinden 25 mL olacak sekilde 0,6 M H,SO,4, 28 mM Na;HPO,4.12H,0 ve 4 mM
amonyum molibdat hazirlanarak karistirilmis ve reaktif c¢ozeltisi hazir hale

getirilmistir.

Konsantrasyonu 1 mg/ ml olan ekstraktan 0,1 ml bir tiipe alinip ve bunun
tizerine reaktif ¢ozeltisinden 1 ml eklenmistir. Tiipler karistirilip 95°C’de 90 dakika
boyunca thermal block’ta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢ozeltiler oda
sicakligina getirilip absorbanslar1 695 nm’de spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Ayni
islemler standart antioksidan olarak kullanilan askorbik asit i¢in de yapilmistir.
Antioksidan aktivite Askorbik asit Esdegeri (mgAE/ g) olarak hesaplanmistir. Tiim
islemler diger ekstraktlar ig¢inde yapilmis ve deneyler bagimsiz olarak 3 kez

tekrarlanmustir (Pilar Prieto 1999).
Antioksidan Aktivite Testi

Antioksidan aktivite 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) antioksidan
testine gore belirlenmistir (W.Brand-Williams 1995). Ekstrakttan alinan 0.1 mL (1
mg/ mL) iizerine 3.9 mL metanolde ¢oziinmils DPPH (6x10° M) eklenmistir.
Normal sartlar altinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 515 nm’de absorbanslari
Olclilmiistiir. Standart olarak 0.03-0.5 mM araliginda 5 farkli konsantrasyonda
Troloks standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Antioksidan aktivite prosediirleri standart
¢ozelti olan Troloks i¢in de tekrarlanmistir. Sonu¢lar mmol Troloks Esdegeri TE/kg
kuru agirlik olarak ifade edilmistir. Tiim islemler diger ekstraktlar i¢inde ayr1 ayr

yapilmis ve deneyler bagimsiz olarak 3 kez tekrarlanmistir.
2.2.4. Incir Cekirdegi Yagimin Temini

Incir gekirdegi yagi ticari olarak Zade Vital firmasidan temin edilmistir.
Incir gekirdegi yag1 soguk sikim ve GMP (Good Manufacturing Practices) onayli

oldugu i¢in tercih edilmistir.
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2.2.5. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre Hatlar1 ve Besiyerleri

Bu c¢alismada, ham ve olgun F. carica meyvelerinin su ve metanoldeki
ekstraktlarinin kolorektal kanser hiicre hatlar1 HT-29, DLD-1 ve saglikli epitel hiicre
hatti PNTIA {izerindeki proliferasyonu ve kanser hiicrelerinin invaziv 06zelligi
tizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Calismada kullanilan HT-29 ve DLD-1
kolorektal kanser hiicre hatlart ATCC (American Type Culture Collection, Rockville,
MD, USA) firmasindan temin edilmistir. Saglikli epitel hiicre hatti PNTIA ise
Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir. Ayni kanser tiiriine ait hiicre hatlar1 olmasina
ragmen fizyolojik ve metabolik &zelliklerinin farkli olabilecegi, F. carica
ekstraktlarindan farkl 6lclide etkilenebilecegi ve ayni zamanda yapilan ¢alismanin
bilimsel olarak daha anlamli ifade edilebilmesi i¢in iki farkli kolorektal kanser hiicre
hatt1 (HT-29 ve DLD-1) secilmistir. Kanser hiicre hatlarinda elde edilen sonuglari
saglikli hiicrelerde elde edilen sonuglarla kontrol etmek amaciyla saglikli epitel hiicre

hatt1 PNT1A kullanilmistir.

HT-29 hiicre hatti, 44 yasinda kolorektal adenokarsinoma hastasi olan bir
kadinin timor dokusundan izole edilerek kiiltiire edilmesiyle elde edilen kolorektal
kanser hiicre hattidir. McCoy's 5A hiicre besiyerine, %10 FBS (Fetal Sigir Serumu),

%1 L-glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin ilave edilmis ve +4°C saklanmistir.

DLD-1 hiicre hatt1 erkek bir hastadan izole edilerek kultire edilen bir
kolorektal kanser hiicre hattidir. RPMI 1640 hiicre besiyerine, %10 FBS, %1 L-

glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin ilave edilmis ve +4°C saklanmustir.

PNTI1A hiicre hatt1 35 yasindaki erkek bireyin 6liimiinden sonra elde edilerek
kiiltiire edilen bir hiicre hattidir. RPMI 1640 hiicre besiyerine %10 FBS, %1 L-

glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin ilave edilmis ve +4°C saklanmistir.

F. carica ekstraksiyon oOrnekleri hiicrelerin  kendi besiyerlerinde

¢Ozdirilmiistiir.
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Hiicre A¢ma

Hiicre agma isleminden Once hiicre kiiltiir laminar akimli kabin steril hale
getirilmis ve 37°C su banyosunda bekletilmis olan hiicre besiyeri alkolden
gegirilerek kabine alinmustir. Steril T-75 flaskin tizeri etiketlenmis ve igerisine 10 mL
hiicre besiyeri konmustur. Sivi azot tankindan dondurma tiiplerinde bulunan donmus
haldeki hiicre ¢ikarilmis ve sicakligi 37°C olan su banyosunda agzi1 kapali bir sekilde
¢Ozdiriilmiistiir. Coziindiikten sonra hiicre hizli bir sekilde kabine alinmis ve
igerisinde hiicre besiyeri olan T-75 flaska aktarilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO»
bulunduran inkiibator ortaminda inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda hiicre besiyeri
ortamdan uzaklagtirilarak 10 mL yeni hiicre besiyeri eklenmistir. Boylece hiicrenin
dondurulmasi i¢in konmus olan DMSO hiicrelerden tamamen uzaklastirilmigtir. HT-

29, DLD-1 ve PNT1A hiicre hatlari i¢in tiim bu islemler yapilmstir.
Hiicre Dondurma

Deney tamamlandiktan sonra hiicreyi baska caligmalarda kullanmak igin

kalan hiicre istege bagl olarak dondurulabilir.

Ilk &nce laminar akimli kabinde flaskta bulunan besiyeri uzaklastiriimistir.
Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikanmig ve PBS uzaklastirilmistir.
Flaska tripsin-EDTA ilave edilmis ve hiicreler flask yiizeyinden kalkana kadar
inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreler kalktiktan sonra kabine alinmis ve tripsin-
EDTA’y1 inaktif hale getirmek i¢in hacmin yaklasik 2 kati besiyeri ilave edilmistir.
Daha sonra hiicreler pipetlenerek homojen siispansiyon haline getirilmis ve steril bir
falkon tiipe aktarilmistir. Hiicre siispansiyonu 400xg de 23°C’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmis ve siipernatan uzaklastirilmistir. Pellete 1 ml besiyeri ilave edilmis ve
etiketlenmis dondurma tiiplerine aktarilmistir. Uzerine hiicrenin &zelligine gore %S5
ya da %10 oraninda DMSO ilave edilerek karistirilmistir. Ardindan hizli bir sekilde
dondurma tiipleri buza gomiiliip - 80°C derin dondurucuya kaldirilmistir. En az 24

saat sonra dondurma tiiplerindeki hiicreler s1vi azot tankina transfer edilebilir.
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Hiicre Pasajlanmasi, Sayim ve Ekimi

Hiicrelerin pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltiir kaplarinin yiizeyini %80-90
oraninda kaplamis olmasi1 gerekmektedir. Hiicre pasajlanacagi zaman, hiicre kiiltiir
kabindaki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler serumdan arindirilmak
icin PBS ile yikanmistir. Ardindan PBS aspire edilerek uzaklastirilmistir. Tripsin-
EDTA eklenmis ve hiicreler yiizeyden kalkana kadar inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
Hiicreler kalktiktan sonra tripsin-EDTA, hacmin en az iki kati besiyeriyle inhibe
edilmistir. Hiicreler pipetlendikten sonra elde edilen hiicre slispansiyonu bir falkon
tipe aktarilmistir. Hiicre silispansiyonunun son hacmi 10 mL’ye besiyeriyle

tamamlanmaistir.

Tripan Blue boyasindan 10 pl ependorf tiipe konmus ve hiicre
siispansiyonundan 10 pl {izerine eklenmistir. Pipetleme yapilarak 10 pl alinmis ve
lama yayilmistir. Lam hiicre sayim cihazina (BIO-RAD TC10™ Automated Cell
Counter) yerlestirilmis ve cihaz canli hiicre sayisini otomatik olarak hesaplamistir.
Ekimi yapilacak hiicre sayisina gore hesap yapilmis ve 24 kuyucuklu plakalara 2’li
tekrarlar seklinde ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra ekimi yapilmis hiicreler,

ekstraksiyonlarla muamele edilmeye hazir hale gelmektedir.
Hiicrenin F. carica Ekstraksiyonlari ile Muamele Edilmesi

Ekstraksiyonlar 0.1-10 mg/mL konsantrasyon araliginda hiicre besiyerlerinde
cozdiiriilerek hazirlanmis ve vorteksle karistirilarak ekstraksiyon soliisyonu homojen
hale getirilmistir. Daha once ekilmis olan hiicrelerin hiicre besiyerleri aspire edilerek
uzaklastirilmistir. Farkli konsantrasyondaki ekstraksiyon soliisyonu hiicrenin iizerine

ilave edilmis ve inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Hiicrenin Incir Cekirdegi Yagi ile Muamele Edilmesi

Incir ¢ekidegi yagi énce DMSO ile ¢dzdiiriilmiistiir. Sonrasinda hiicre i¢in
%0.2°den fazla DMSO’nun olmasi toksisiteye sebep oldugu icin bu oranin altinda
olacak sekilde hiicre besiyeriyle seyreltilmis ve vorteksle homojen hale getirilmistir.
Hiicreyle muamele etmek i¢in 6-60 mg/mL konsantrasyon aralifinda incir ¢ekirdegi

yagi sollisyonlar1 hazirlanmistir. Daha once ekilmis olan hiicrelerin hiicre besiyerleri
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aspire edilerek uzaklagtirllmistir. Farkli konsantrasyondaki incir g¢ekirdegi yagi
soliisyonu hiicrenin {izerine ilave edilmis ve inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe

edilmistir.
2.2.6. Hiicre Proliferasyon Analizi

F. carica ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yaginin HT-29, DLD-1 ve PNT1A
hiicre hatlarinin proliferasyonu tizerine etkisi ve ICsy degerleri, F. carica’nin 0.1 —10
mg/mL ve incir c¢ekirdegi yagmin 6-60 mg/mL arasinda degisen gesitli
konsantrasyonlar1 kullanilarak belirlenmistir. Hiicre biiylimesindeki farkliliklar,
spektrofotometrik olarak resazurinin (mavi renk) resorufine (pembe renk)

doniigiimiiniin 6l¢iilmesi esasina dayanan Alamar Blue metodu ile goriintiilenmistir.

Su banyosunda 37°C’de bekletilmis hiicre besiyeri ve Alamar Blue karanlik
laminar akimli kabine alimmustir. Hiicre besiyeri ve Alamar blue 10: 1 oraninda
karigtirilmistir. Ekstraksiyon ile muamele edilen hiicrelerin sivi igerikleri aspire
edilerek uzaklastirildiktan sonra bu karisim hiicrelerin iizerine ilave edilmis ve 37°C
ve %5 CO, bulunduran inkiibatérde 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak spektrofotometre cihazinda 570 nm ve
600 nm dalga boylarinda absorbanslart 6l¢giilmiis ve hesaplama yapilmistir. Elde
edilen hesaplama sonucunda proliferasyon grafikleri cizilmistir. Daha sonra %50

hiicre biiytimesini engelleyen ekstraksiyon konsantrasyonu (ICsp) hesaplanmustir.
2.2.7. Hiicre invazyon Analizi

F. carica’nin ve incir ¢ekirdegi yagimin HT-29 ve DLD-1 hiicre mobilitesi
tizerindeki etkisi taban1 membran matriks kapli BioCoatMatrigel invazyon odalar

(BD Biosciences) ile degerlendirilmistir.

HT-29 ve DLD-1 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara 2’li tekrar olacak sekilde
ekilmistir. 24 saat sonra F. carica ekstraktlar1 ve incir ¢ekirdegi yagi ile [1Csg
degerlerinde muamele edildikten sonra 48 saat boyunca inkiibatérde inkiibe

edilmistir.

Matrigel, besiyeri icerisinde 2 saat boyunca 37°C’de %5 CO’li ortamda

tekrar hidratlanmistir. F. carica ve incir g¢ekirdegi yagi ile muamele edilen

38



hiicrelerdeki besiyerleri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Ardindan PBS ile yikanmis
ve PBS uzaklastirlmigtir. Tripsin-EDTA eklenmis ve inkiibatére konmustur.
Hiicreler kalktiktan sonra hacmin yaklasik 2 kat1 besiyeri ile tripsin-EDTA inhibe
edilmistir. Hiicreler ependoflara alinmis ve 400xg de 23°C’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Supernatan kismi aspire edilmistir. Pellete diisiik oranda FBS
iceren besiyeri ilave edilmis ve pipetlenerek homojen hale getirilmistir. Diigiik
oranda FBS igerisinde bulunan hiicreler, 24 kuyucuklu plakaya yerlestirilmis olan
matrigel invazyon odasinin igerisine konurken disarisina yiiksek oranda FBS igeren
besiyeri konur. Diisiik oranda FBS igeren besiyerindeki kanser hiicreleri, yiiksek
oranda FBS iceren besiyeri bulunan alt odaya dogru gog¢ etmeleri i¢in 24 saat
boyunca 37°C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra invazyon
odasinin i¢indeki ve disindaki besiyerleri uzaklastirilmistir. PBS ile yikanmis ve PBS
uzaklagtirilir. Membranlar 2 dakika boyunca %3.7 formaldehit ile fikse edilmis ve 10
dakika boyunca %100 metanol ile gegirgen hale getirilmistir. Hiicrelerin
goriintiilenmesi i¢in oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dakika boyunca %l
toluidin ile boyanmistir. Daha sonra alt tabakaya gecen hiicreler mikroskop altinda

goriintiilenmis ve sayilmistir.

Ust invazyon odasi

Diisiik FBS'li besiyeri

l = Alt invazyon odasi
!
. Membran
«~|  matrix taban
t \ \ ~ ; :
Polikarbohidrat
’ \ membran

Membran porlan
Yiiksek FBS'li besiyeri

Sekil 2.8. Matrigel invazyon odalari.
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2.2.8. istatistiksel Analiz

Calismalar sonucunda elde edilen datalarin istatistiksel analizleri ig¢in
Windows GraphPad prizma (Siirim 5.0) istatistiksel yazilim paketi kullanilarak
gerceklestirilmistir (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Ikili gruplar
arasindaki istatiksel analiz Student t-Testi ile gruplar arasindaki analiz ise One-Way
ANOVA ile yapilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. F. carica Ekstraktlarinin Verimleri

Tiirkiye Antalya/ Akseki bolgesinden toplatilan F. carica olgun ve ham
meyvelerinin su ve metanol ekstraksiyonlarinin verim sonuclar1 asagidaki Cizelge

3.1° de ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Verim hesabi agagidaki formiile gore hesaplanmstir.

Verim (%) = Ekstraksiyonun agirligt (gr) x 100 / Kuru agirlik (gr)
(3.1)

Cizelge 3.1. F.carica ham ve olgun meyvelerin su ve metanol ekstraktlarinin
verimleri.

Ekstraksiyon Verimi (%)

Ham F. carica Olgun F. carica
Su 49.3 85.5
Metanol 35.8 79.7
100-
804
E
o
-
X
] ] ]
> >
\°o° QF \‘?e?
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N >
@6 @Q‘\
Ekstraksiyon

Sekil 3.1. F.carica ham ve olgun meyvelerin su ve metanol ekstraktlarinin verimleri.
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Meyvelerden elde  edilen  ekstraktlara  gore  yilizde  verimleri
karsilastirildiginda, su ile elde edilen ekstraktlarin veriminin metanola gére daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Olgun F. carica’nin su ve metanol ekstraksiyonlardan
elde edilen verim ham F. carica’dan elde edilen verimlere gbre daha yiiksek
bulunmustur. Tiim ekstraksiyonlar kiyaslandiginda en yiiksek verim olgun F. carica
su ekstraksiyonunda (% 85.5), en diisik verim ham F. carica metanol

ekstraksiyonunda (% 35.8) oldugu tespit edilmistir.
3.2. Toplam Antioksidan, Fenolik ve Antioksidan Aktivite Analizleri
3.2.1. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Analizleri

Ekstraktlarin toplam fenolik igeriklerini belirlemek i¢in kullanilan gallik asit
standart grafigi Sekil 3.2°de gosterilmistir. Su ve metanol ile ekstrakte edilen F.
carica olgun ve ham meyvelerine ait toplam fenolik madde igerigi Cizelge 3.2 ve

Sekil 3.3’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Gallik asit standart grafigi.

42



Cizelge 3.2. F. carica ham ve olgun meyvelerin su ve metanol ekstraktlarinin toplam
fenolik miktarlari.

Toplam Fenolik Miktari
(mg Gallik Asit Esdegeri (GAE)/ 100 gr kuru agirhk)

Ham F. carica Olgun F. carica

Su 388.3 482.2
Metanol 3336.5 25.3

n
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(—] [— [—]
[ (= (=]
i o

Toplam Fenolik Miktar:
(mg GAE/100 g kuru agirhk)

]

Ekstraksiyon

Sekil 3.3. F. carica ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlari.

En yiiksek toplam fenolik igerigi 3336.5 mg GAE/100 g kuru agirlik ile F.
carica ham metanol ekstraktinda elde edilmis ve bunu sirasiyla 482.2 mg GAE/100 g
kuru agirlik ve 388.3 mg GAE/100 g kuru agirlik ile F. carica olgun su ekstrakti ve
F. carica ham su ekstrakti izlemistir. En diisiik fenolik madde miktar1 25.3 mg GAE/
100 g kuru agirlik ile F. carica olgun metanol ekstraktindan elde edilmistir.

3.2.2. Ekstraktlarin Toplam Antioksidan Kapasite Analizleri

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitelerini belirlemek icin kullanilan
askorbik asit standart grafigi Sekil 3.4’de gosterilmistir. Su ve metanol ile ekstrakte
edilen F. carica olgun ve ham meyvelerine ait toplam antioksidan kapasiteleri
Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Askorbik asit standart grafigi.

Cizelge 3.3. F. carica ham ve olgun meyvelerin su ve metanol ekstraktlarinin toplam
antioksidan kapasite miktarlari.

Toplam Antioksidan Kapasite
(mg Askorbik Asit Esdegeri (AE)/ g kuru agirhk)

Ham F. carica Olgun F. carica
Su 16.2 4.5
Metanol 33.0 9.8
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Sekil 3.5. F. carica ekstraktlarina ait toplam antioksidan kapasiteleri.

En yiiksek toplam antioksidan kapasite 33.0 mg AE/ g kuru agirlik ile F.
carica ham metanol ekstraktinda elde edilmis ve bunu sirasiyla 16.2 mg AE/ g kuru
agirlik ve 9.8 mg AE/ g kuru agirlik ile F. carica ham su ekstrakti ve F. carica olgun
metanol ekstrakti izlemistir. En diisiik toplam antioksidan kapasite 4.5 mg AE/ g

kuru agirlik ile F. carica olgun su ekstraktindan elde edilmistir.

3.2.3. Ekstraktlarin Antioksidan Aktivite Analizleri

Ekstraktlarin antioksidan aktivite miktarini belirlemek i¢in kullanilan Troloks
standart grafigi Sekil 3.6’da gosterilmistir. Su ve metanol ile ekstrakte edilen F.
carica olgun ve ham meyvelerine ait antioksidan aktivite analizi Cizelge 3.4 ve Sekil

3.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. Troloks standart grafigi.

Cizelge 3.4. F. carica ham ve olgun meyvelerin su ve metanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivite miktarlari.

Antioksidan Aktivite
(mmol Trolox Esdegeri (TE)/kg kuru agirhk)

Ham F. carica Olgun F. carica
Su 11.6 7.2
Metanol 23.2 5.6
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Sekil 3.7. F. carica ekstraktlarina ait antioksidan aktivite miktarlari.

En yiiksek antioksidan aktivite 23.2 mmol TE/kg kuru agirlik ile F. carica
ham metanol ekstraktinda elde edilmis ve bunu sirasiyla 11.6 mg mmol TE/kg kuru
agirlik ve 7.2 mmol TE/kg kuru agirlik ile F. carica ham su ekstrakti ve F. carica
olgun su ekstrakti izlemistir. En diisiik toplam antioksidan kapasite 5.6 mmol TE/kg

kuru agirlik ile F. carica olgun metanol ekstraktinda elde edilmistir.
3.3. Hiicre Proliferasyon Analizleri

3.3.1. Ekstraktlarin ve Incir Cekirdegi Yagmn Hiicrelerin Proliferasyonu

Uzerine Etkisi

Ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yagmin hiicrelerin %50 biiylimesini
engelleyen bilesik konsantrasyonunu (ICsp) belirlemek amaciyla ekstraktlar igin 0.1-
10 mg/ml konsantrasyon incir ¢ekirdegi yagi i¢in 6-60 mg/mL konsantrasyon
araliklarinda ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yagimin hiicrelerin proliferasyonlarina
etkisi gozlemlenmistir. Ekstraktlar, hiicre besiyerinde ¢oziilmiistiir, incir ¢ekirdegi
yag1 ise DMSO ve hiicre besiyerinde c¢oziilmiistiir ve hiicrelere uygulanmistir.
Hiicreler ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yagi icerisinde li¢ giin bekletildikten sonra

hiicrelerdeki besiyeri aspire edilmis ve hazirlanan Alamar Blue reaktifi hiicrelerin
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tizerine eklenmistir. Hiicreler {i¢ saat inkiibatorde (%5 CO,, 37°C) bekletildikten
sonra Olcililen absorbans degerleri ile hesaplama yapilmistir. Konsantrasyonlarin
logaritmalar1 ile absorbans degerlerinin yiizdeleri hesaplandiktan sonra ICsg
hesaplamasi i¢in datalar Windows GraphPad prizma (Siirim 6) programina

aktarilmis ve 1Csg degerleri belirlenmistir.

Ekstraktlarin ve Incir Cekirdegi Yagimin HT-29 Hiicre Hattimin Proliferasyonu

Uzerine Etkisi

ICso galismalar1 sonucunda; ekstraktlarin HT-29 hiicre hattinin proliferasyonu
tizerine etkisi saptanarak ICsg degeri su-olgun ekstrakti i¢in 1.5 mg/mL, metanol-
olgun ekstrakti i¢in 1.75 mg/mL ve incir ¢ekirdegi yagi icin 57 mg/mL olarak
hesaplanmustir (Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10).
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Sekil 3.8. Su- olgun ekstrakti igin ICsp belirlenmesi
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Sekil 3.9. Metanol- olgun ekstrakti i¢in ICsg belirlenmesi
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Sekil 3.10. Incir gekirdegi yag igin ICsq belirlenmesi

Ekstraktlarin ve Incir Cekirdegi Yagimin DLD-1 Hiicre Hattinin Proliferasyonu

Uzerine Etkisi

ICs0 ¢alismalart1  sonucunda; ekstraktlarin  DLD-1  hiicre hattinin
proliferasyonu {lizerine etkisi saptanarak ICso degeri su-olgun ekstrakti i¢in 6.6
mg/mL ve incir ¢ekirdegi yagi igin 32,16 mg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 3.11,
3.12).
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Sekil 3.11. Su-olgun ekstrakti i¢in ICsq belirlenmesi
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Sekil 3.12. Incir gekirdegi yag igin ICsq belirlenmesi

Ekstraktlarin  ve 1Incir Cekirdegi Yagmin PNTIA Hiicre Hattinin

Proliferasyonu Uzerine Etkisi

ICso c¢alismalari  sonucunda; ekstraktlarin  PNT1A  hiicre hattinin
proliferasyonu iizerine etkisi saptanarak ICsy degeri su-olgun ekstrakti i¢in 17.37

mg/mL ve incir ¢ekirdegi yagi i¢in 96.6 mg/mL (Sekil 3.13, 3.14).
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Sekil 3.13. Su-olgun ekstrakti igin ICsq belirlenmesi
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Sekil 3.14. Incir ¢ekirdegi yagi igin ICsg belirlenmesi

Tiim ekstraksiyonlarin ve incir ¢ekirdegi yagmin HT-29, DLD-1 ve PNT1A
hiicre hatlarinin proliferasyonuna etkisi ICso degerleriyle incelenmistir. Ancak tiim
hiicre hatlar1 i¢in su-ham ve metanol-ham ekstraksiyonlarinin ICsy degerleri >30
mg/mL ve iizerinde ¢ikmistir. DLD-1 ve PNTIA hiicre hatt1 igin, metanol-olgun
ekstraksiyonunun ICsp degeri >30 mg/mL tizerinde ¢ikmistir. ICsg degerlerinin ¢ok

yiiksek olmas1 hiicre hatlar iizerinde anti-proliferatif etkinin ¢ok diisiik oldugunu
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gostermektedir ve anlamli sonu¢ olmamasindan dolayr ileri ¢aligmalarda

degerlendirilmemistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Ekstraksiyonlarin ve incir ¢ekirdegi yaginin ICso degerleri (mg/mL).

Su Su Metanol  Metanol Incir
Ham Olgun Ham Olgun Cekirdegi
Yag
HT-29 >30 15 >30 1.75 57
DLD-1 >30 6.6 >30 >30 32.16
PNT1A >30 17.37 >30 >30 96.6

3.4. Ekstraktlarin ve Incir Cekirdegi Yagimin Hiicrelerin invazyonu Uzerine

Etkisi

3.4.1. Ekstraktlarmn ve Incir Cekirdegi Yagmmm HT-29 Hiicre Hattinn

invazyonu Uzerine Etkisi

F. carica ekstratlarindan anti-proliferatif etki gosteren su-olgun ve metanol-
olgun ekstratlarinin ve incir ¢ekirdegi yagmin HT-29 hiicresi {izerinde anti-invaziv

etkisinin analizi Sekil 3. 15°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.15. Su, metanol ve incir cekirdegi yagi ile muamele edilmis HT-29
hiicrelerinin kantitatif invazyon analizleri (***p<0.0001).

Olgun F. carica su ekstraksiyonunun HT-29 hiicresi tizerinde 2.13-katlik bir
invaziv etkisi vardir. (***p<0.0001). Incir ¢ekirdegi yagmin HT-29 hiicresi iizerinde

1.3-katlik anti-invaziv bir etkisi vardir (** p<0.001).

3.4.2. Ekstraktlarm ve Incir Cekirdegi Yagmmn DLD-1 Hiicre Hattinin

invazyonu Uzerine Etkisi

F. carica ekstratlarindan anti-proliferatif etki gosteren su-olgun ve metanol-
olgun ekstratlarinin ve incir ¢ekirdegi yaginin DLD-1 hiicresi {izerinde anti-invaziv

etkisinin analizi Sekil 3. 16’de gdsterilmektedir.
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Sekil 3.16. Su, metanol ve incir ¢ekirdegi yagi ile muamele edilmis DLD-1
hiicrelerinin kantitatif invazyon analizleri (***p<0.0001 ve ** p<0.001).

Olgun F. carica su ekstraksiyonunun DLD-1 hiicrelerinin invazyon
potansiyellerini %30 oraninda azaltirken (***p<0.0001), incir ¢ekirdegi yag1 ise %16

oraninda azaltmaktadir (** p<0.001).
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4. TARTISMA

Bitkilerden elde edilen biyomolekiiller, hastaliklar1 Onlemedeki rolleri
acisindan oldukca dikkat ¢cekmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar bu dogal iiriinlerin
alimi ile kalp hastaligi mortalitesi, kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin azalan
oranlart arasinda &nemli bir pozitif iliski oldugunu gdstermektedir. Insan
organizmasinda bulunan serbest radikaller, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
bu hastaliklar1 baslatan birgok molekiillerin oksidatif hasarina neden olabilmektedir

(Garcia- Alonso 2004).

Fenolikler, organik asitler, vitamin E ve karotenoidler gibi antioksidan
bilesikler serbest radikalleri temizlemekte ve boOylece dejeneratif hastaliklara yol
acan oksidatif mekanizmayi inhibe etmektedirler (du Toit ve ark 2001, Silva ve ark
2004).

Hem kuru hem de yas incir insan beslenmesinde zengin lif kaynagi,
mineraller, antioksidan fenoller, proteinler, seker, Oonemli yag asitleri, serbest

kolestrol ve organik asitler acisindan 6nemli bir yer tutmaktadir.

Calismada, incir meyvesindeki total fenolik madde miktarini 345.26 mg/100
g kuru agirlik olarak hesaplanmistir. Ayni zamanda Tiirkiye, Dama ve ispanyaya ait
kuru incirlerin total fenolik igerikleri sirasiyla 19,2, 19.1, 17.8 mg/100g kuru agirlik
olarak tespit edilmistir, bu fark farkli incir tlirlinlin ve farkli mevsimlerde
edinilmesinden kaynaklandigi diisiilmektedir. Incirlerin fenolik bilesik igerikleri;
kuersetin sirastyla 10.2, 13.0, 10.9 mg/100 g iken kaempferol 2, 10, 20 mg/ 100 g’dir
(Fernando Vallejo 2012).

Yapilan bir ¢alismada, siyah yas incirin (F. carica) total fenolik bilesik
miktarint 536.43 mg GAE/100 g kuru agirlik ve antioksidan aktivitesini 71.86 mg
GAE/100 g kuru agirlik olarak tespit edilmistir (Bachir Bey ve ark 2014).

Calismada, Coruh vadisi Yusufeli bolgesinden temin edilen 24 lokal incir
genotipi ve iki standart incir ¢esidi (Sarilop ve Bursa siyahi) bitki materyali olarak
kullanilmistir. Incir genotiplerindeki total fenolik miktar1 24 ve 237 mg/100 g GAE
yas agirlik arasinda degismektedir. Sarilop incirinin total fenolik miktar1 49 mg/100
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g GAE yas agirlik iken, bursa siyahi incirinin 64 mg/100 g GAE yas agirlik oldugu
goriilmistiir. Ayrica en yiiksek total fenolik miktarlar1 siyah, koyu mor ve mor renkli
fenotiplerde oldugu tespit edilmistir Incir genotiplerin total antioksidan kapasiteleri
demir iyonu indirgeyici antioksidan giic (FRAP) ve troloks esdegerli antioksidan
kapasite (TEAC) testleriyle belirlenmistir. TEAC sonuglarina gore; genotiplerin total
antioksidan kapasiteleri 36- 623 umol Troloks esdegerligi (TE)/100 g yas agirlik
arasinda ¢ikmistir ve bursa siyahi ve sarilop total antioksidan kapasiteleri sirasiyla
116- 37 umol Troloks esdegerligi (TE)/100 g yas agirlik olarak bulunmustur. FRAP
sonuglarina gore; genotiplerin total antioksidan kapasiteleri 4.6-18.7 mmol Fe*?/ kg
yas agirlik arasinda ¢ikmistir ve bursa siyahi ve sarilop total antioksidan kapasiteleri
sirastyla 8.6- 7.9 mmol Fe'?/ kg yas agirlik olarak tespit edilmistir. Genel olarak
siyah ve mor renkli genotipe sahip incirlerin digerlerine oranla daha yiiksek total

antioksidana sahip oldugu gortlmistiir (Ercisli ve ark 2012).

Calismaya gore, Akdeniz bolgesinden 76 lokal incir genotiplerinin total
fenolik miktarlarin1 194 ve 2200 mg/kg GAE yas agirlik arasinda bulunmustur
(Caliskan ve Polat 2011).

Yaptigimiz ¢alismada; su-ham, su-olgun, metanol-ham ve metanol-olgun
ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri sirasiyla 388.3, 482.2, 3336.5 ve 25.3 mg
GAE/ 100 g kuru agirlik olarak hesap edilmistir. En diisiik fenolik madde miktari
metanol-olgun ekstraktindan elde edilirken, en yiiksek metanol-ham ekstraktindan
elde edilmistir. Su-ham, su-olgun, metanol-ham ve metanol-olgun ekstraktlarinin
toplam antioksidan kapasiteleri sirasiyla 16.2, 4.5, 33.0 ve 9.8 mg AE/ g kuru agirlik
olarak bulunmustur. En diisiik total antioksidan miktar1 su-olgun ekstraktindan elde
edilirken, en yiliksek metanol-ham ekstraktindan elde edilmistir. Antioksidan aktivite
miktarlart su-ham, su-olgun, metanol-ham ve metanol-olgun i¢in sirasiyla 11.6, 7.2,
23.2 ve 5.6 mmol TE/kg kuru agirlik olarak hesaplanmigtir. En diisiik antioksidan
aktivite metanol-olgun ekstraktinda iken, en yiiksek metanol-ham ekstraktindan elde
edilmistir. Ekstraktlarin total fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan kapasiteleri
literatlir sonuglart ile uyumlu ¢ikmistir. Ekstraktlar arasindaki farkliligin kullanilan
ayni tiirdeki incirin ham ve olgun formda olmasindan ve ¢oziicii farkliligindan

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Yapilan bir calismaya gore; F. carica ekstraktinin HPLC fenolik bilesik
analizinde gallik asit (30.99), epigallokatesin (25.44), kafein (20.23), katesin (13.88),
epikatesin (12.48), rutin (3.26), epigallokatesin gallat (2.52), epikatesin gallat (0.85),
kuersetin (0.56), isorahmentin (0.29) ve kaempferol (0.12) mg/100g kuru agirhik
olarak belirlenmistir (Manal Said Tawfik 2014).

Calisma sonucunda, F. carica incir ¢ekirdegi yagmin % yag asit
kompozisyonu palmitik asit (8.3 + 0.03), stearik asit ( 2.94 + 0.03), oleik asit (14.7
+ 0.18), lineleik asit (25.48 + 0.03), linolenik asit (47.77 + 0.1), arasidik asit (0.29 +
0.04) ve eikosenik asit (0.15 + 0.02) olarak analiz edilmistir. Ayrica gama-tokoferol
miktar1 2.23 + 0.26 (ug/g) olarak tespit edilmistir (Soltana ve ark 2016).

Tez c¢alismamizda, kullandigimiz incir ¢ekirdegi yaginin yag asit
kompozisyonu, linolenik asit (% 39.97), linoleik asit (% 33.24), oleik asit (% 16.71),
palmitik asit (% 6.72), stearik asit (% 2.69) eikosenik asit (% 0.23), arasidik asit (%
0.18) ve behenik asit (% 0.07) olarak analiz edilmistir. E-vitamini analizinde; 4800
mg/kg gama-tokoferol bulunmaktadir. Bunu sirayla 120 mg/kg ile alfa-tokoferol ve
80 mg/kg delta-tokoferol izlemektedir. Yapilan analizde beta-tokoferol tespit

edilememistir. Yapilmis olan analizlerin literatiirle benzer sonuglar gostermektedir.

Incir lateksinin aktivitesi ile ilgili ilk bilimsel arastirma Ullman ve arkadaslari
tarafindan 1940’11 yillarda yapilmistir (Ullman 1945, Ullman 1952, Ullman ve ark
1952). Sicanlara yiiksek dozlarda incir lateks enjekte edildiginde 6liimciil oldugu
bulunmustur. Benzopirenle indiikklenmis sarkoma tasiyan ratlara diisiik dozlarda
enjekte edildiginde tiimor biiylimesinin inhibisyonuna ve kiiciik tlimdrlerin

kaybolmasina sebep olmusgtur (Ullman 1945).

Yapilan ¢alismaya gore; incir lateksinden 6-O-agil-B-D-glukosil-p-sitosterol
(6-AGS) molekiiliinii izole etmis ve bu molekiilii potansiyel sitotoksik ajan olarak
tanimlamiglardir. Raji Burkitt B hiicre lenfoma hiicre hatt1 25 ve 50 pg/mL 6-AGS
molekiilii ile muamele edildiginde sirasiyla %46 ve %49 oraninda hiicre bliylimesini
inhibe ederken, DG-75 Burkitt B hiicre lenfoma hiicre hattinin biiylimesini %41ve
%87 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Jurkat T-hiicre 16semi hiicre hatt1 25 ve
50 pg/mL 6-AGS molekiilii ile muamele edildiginde ise sirasiyla %62 ve %81

oraninda hiicre biiyiimesini inhibe ederken, HD-MAR t-hiicre 16semi hiicre hattinin
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biiyiimesini %57ve %66 oraninda hiicre biiylimesini inhibe ettigi belirlenmistir. DU-
145 prostat kanseri hiicre hattt 25 ve 50 pg/mL 6-AGS molekiili ile muamele
edildiginde sirastyla %61 ve %75 oraninda hiicre biiyiimesini inhibe ederken, MCF-7
meme kanseri hiicre hattininin biiylimesini %57 ve %66 oraninda inhibe ettigi tespit

edilmistir (Rubnov ve ark 2001).

Calismada, F. carica lateksin farkli konsantrasyonlardaki antikanser etkisi
calistlmistir. F. carica lateksin 5 mg/ml konsantrasyon periferik mononiikleer
hiicrelerin {izerinde belli bir etki olusturmamasina ragmen mide kanser hiicre hattinin
biiyiimesinin inhibisyonunda biiyiik etkiye sahip oldugu goriilmistiir. (Hashemi ve
ark 2011).

A375 (melanom) insan tiimor hiicre hatt1 tizerinde, F. carica meyvesinden
elde edilen lateks 0.05 mg/ml ICsy degeriyle anti-radikal aktiviteye sahipken,
yapraklardan elde edilen lateks 1.5 pg/ml ICso degeriyle en yiiksek anti-proliferatif
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Menichini ve ark 2012).

Yapilan bir g¢alismada, T98G, U-138 MG ve U-87 MG insan beyin
gliyoblastoma hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 2 x 10* hiicre /kuyucuk olacak
sekilde ekim yapilmigtir. F. carica lateks 0.125-2 mg/mL araliginda degisen farkli
konsantrasyonlarda 24-72 saat boyunca hiicrelerle muamele edildikten sonra hiicre
proliferasyonu, WST-1 hiicre proliferasyon analiz kitini kullanilarak belirlenmistir.
F. carica lateks 0.25 mg/mL konsantrasyonda; T98G hiicresininin proliferasyonunu
58.7%, U-138 MG hiicresininkini 54.94% ve U-87 MG 68.81% oraninda azalttig1
tespit edilmistir. insan mononiikleer lenfositler 0.25 mg/mL F.carica lateksle
muamele edildiginde proliferasyonunun 24 saat icinde 14.83 + 0.33 %, 48 saat i¢inde
23.00 + 2.12 % ve 72 saat i¢inde 29.75 + 2.05 % oraninda inhibisyona ugradigi
belirlenmistir. Bu bulgular F. carica lateksin timor olmayan hiicrelerinin iizerinde

cok diisiik sitotoksik etkisi oldugunu gostermektedir (Tezcan ve ark 2015).

Insan tiimdr hiicre hattt C32 (amelanotik melanom) iizerinde F. carica
orneklerin anti-proliferatif etkisi incelenmistir. Analiz sonucunda; 1Cso degerleri
sirastyla 10.69 ve 10.0 pg/mL olan F. carica’nin kabuk ve odunsu kisimlariyla
kiyaslandiginda yapraklart ICsp 3.92 pg/mL degeriyle en yiiksek anti-proliferatif
aktiviteye sahip oldugu gortlmiustiir (Conforti ve ark 2012).
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Yapilan ¢alisma, F. carica ekstraklarinin ve lateksin doza bagimli analizde 2
pg/mL kadar az konsantrasyonda Hela hiicrelerinin canliligin1 azaltabildigini
gostermistir. Yaprak ve meyvelerin etanol, etil asetat ve diklorometan ekstraktlarin
yaklasik 1Csg degerleri sirasiyla 10, 19, 12 pg/mL ve 12, 12, 11.5 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Lateksin 1Csq degeri ise yaklasik 17 pg/mL’dir (Khodarahmi ve ark
2011).

F. carica lateksin su ekstraksiyonunun fenolik bilesiklerinin HPLC-DAD
kullanarak belirlendigi analiz sonucuna gore; protokatesik asit, kafeik asit, ferulik
asit, p-kumarik asit ve kuersetin 28.784 & 0.080, 3.06 £ 0.027, 2.536 + 0.005, 2.746 +
0.007 ve 0.562 + 0.004 mg/L oranlarinda tespit edilmistir. F. carica lateks
ekstraktinin T98G hiicresinin invazyonu iizerine etkisi koryoallantoik membran
modeli (CAM) ile incelenmistir. T98G hiicreleri biiyiitiilmiis ve neovaskiilerizasyon
ile uyarilmis yumurta CAM yiizeyine yerlestirilmistir. CAM sonuglarina gore;
kontrol tiimor hiicrelerinin ortalama tiimor biiytkligi 0.013 + 0.002 gr iken, F.
carica lateks ile muamele edildiginde tiimor biyiikligi 0.008 + 0.001 gr oldugu

goriilmistiir (Tezcan ve ark 2015).

Daha onceki ¢aligmalar, protokatesik asit iceren bitki ekstraktlarinin
invazyonu Onleyici potansiyelde oldugunu goéstermektedir (Yin ve ark 2009, Lin ve
ark 2011, Spilioti ve ark 2014). Tezcan ve arkadaslar1 yaptiklari galismada, insan
beyin gliyoblastoma hiicrelerinin invazyonu lizerinde F. carica lateks ekstraktinin
potansiyel etkisinin F. carica lateks ekstraktinin protokatesik asit iceriginden
kaynaklanabilecegini ve ileri diizeyde g¢alismalarla desteklenmesi gerektigini One

surmektedirler.

Tez c¢alismamizda su-ham, su-olgun, metanol-ham ve metanol-olgun F.
carica ekstraktlart ve incir ¢ekirdegi yagmm HT-29, DLD-1 ve PNTIA hiicre
hatlarinin proliferasyonuna etkisinin analizi sonucunda; tiim hiicre hatlari i¢in su-
ham ve metanol-ham ekstraksiyonlarinin ICsp degerleri >30 mg/mL ve iizerinde
¢ikmistir. Ayrica DLD-1 ve PNT1A hiicre hatt1 i¢in metanol-olgun ekstraksiyonunun
ICso degeri >30 mg/mL iizerinde ¢ikmistir. Su-ham ve metanol-ham ekstraktlarinin
HT-29, DLD-1 ve PNTI1A hiicre hatlar1 iizerinde ve metanol-olgun ekstraktinin
DLD-1 ve PNTI1A hiicre hatlar1 tizerinde anlamli bir anti-proliferatif etkiye sahip
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olmadig1 sonucuna varilmistir. HT-29 hiicre hattinin proliferasyonu tizerindeki su-
olgun, metanol-olgun ekstraktlarinin ve incir ¢ekirdegi yaginin 1Csy degeri sirasiyla
1.5, 1.75 ve 57 mg/mL olarak hesaplanmistir. DLD-1 hiicre hattinin proliferasyonu
tizerindeki su-olgun ekstrakti ve incir ¢ekirdegi yaginin 1Csp degeri sirasiyla 6.6 ve
32.16 mg/mL olarak tespit edilmistir. Kontrol olan PNTI1A hiicre hattinin
proliferasyonu tizerindeki su-olgun ekstrakti ve incir ¢ekirdegi yaginin ICsy degeri
sirasiyla 17.37 mg/mL ve 96.6 mg/mL’dir. Sonuglara gore; PNTIA saglikli
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmek i¢in kanser hiicrelerine gore ¢ok daha
yilksek konsantrasyonlarda Su-olgun ve incir c¢ekirdegi yag kullanilmasi
gerekmektedir ve bu sonu¢ verilen bu maddelerden saglikli hiicrelerin minimum
diizeyde yan etkilerin olabilecegini gostermektedir. Metanol-olgun ekstrakti sadece
HT-29 hiicrelerinde anti-proliferatif bir etki gosterirken DLD-1 ve PNT1A
hiicrelerinde herhangi bir etki gostermemistir. Su-olgun ekstrakti, kontrol PNT1A ve
DLD-1 hiicrelerine kiyasla HT-29 hiicrelerinde daha yiiksek anti-proliferatif etkiye
sahiptir. Incir ¢ekirdegi yagi kontrol PNT1A ile kiyaslandiginda HT-29 ve DLD-1
kanser hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde daha yiiksek anti-proliferatif etkiye
sahiptir ve en yiiksek etkiyi DLD-1 hiicresinde gostermistir. Yapilan anti-proliferatif
etki belirleme g¢alismamizin sonuglari yukarida belirtilen literatiir ¢alismalariyla

uyumlu oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, su-olgun F. carica ekstraktt HT-29 hiicresi tizerinde 2.13-
katlik bir invaziv etkiye sahiptir. Metanol-olgun ekstraktinin HT-29 hiicresi tizerinde
anti-proliferatif etkisi olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli invaziv ya da anti-
invaziv bir etki tespit edilememistir. Incir ¢ekirdegi yaginin HT-29 hiicresi iizerinde
1.3-katlik anti-invaziv bir etkisi vardir. Su-olgun F.carica ekstrakti (%30) DLD-1
hiicrelerinin invazyon potansiyellerini, incir ¢ekirdegi yagina (%16) gore ¢cok daha
fazla azaltmistir. Incir cekirdegi yagi her iki kanser hiicre hattinin invazyon
potansiyelini azaltmistir. Calisma sonucunda sadece su-olgun ekstrakti HT-29

hiicresinin invazyonunu artiran yonde etki etmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda F. carica su-olgun, metanol-olgun ve incir ¢ekirdegi yaginin
kolorektal kanser hiicreleri HT-29, DLD-1 ve saglikli epitel hiicresi PNT1A hiicreleri
tizerinde doza bagimli olarak proliferasyonunu inhibe ettigi ortaya konmustur. Ancak
bu ekstraktlarin ve incir ¢ekirdegi yaginin kullanimi kanser hiicrelerinin tedavisinde
yeterli olmadigr ve kolorektal kanser hastalari i¢in besinsel destekleyici tedavi
olabilecegi hususunda kesin bir sonuca ulasilamamistir. incir meyvesinden elde
edilen su ve metanol ekstaktlarinin ve incir ¢ekirdegi yagmin kolorektal kanser
hiicrelerinin proliferasyonu ve invazyonu iizerine etkileri literatirde ilk kez
aragtirtlmistir. Bu elde edilen verilerin literatiirdeki onemli bir acig1 kapattigi
diistiniilmektedir. Ayrica molekiiler diizeyde ¢alismalarla proliferasyon ve invazyon

stireglerinin aydinlatilmas1 hedeflenmektedir.
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