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YUKSEK LiSANS TEZi

INSAN KOLOREKTAL KANSER HUCRELERINE FARKLI
SARIMSAK (ALLIUM SATIVUM L.) EKSTRAKTLARININ
ANTIKARSINOJENIK ETKISININ ARASTIRILMASI

OMAR KHALID HAMID ALSHAWI

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANA 1§iLiM DALI
DANISMAN:DR. OGR. UYESI NURAY EMIN

Kolorektal kanser, ii¢iincii en yaygin kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6liimlerin ikinci en
yaygin nedenini olusturmaktadir. Ailesel ve kalitsal faktorlerin yani sira fiziksel hareketsizlik,
obezite, sigara ve alkol tilketimi gibi ¢evresel yasam tarzi, kolorektal kanser ile iliskili bilinen
risk faktorlerini olusturmaktadir. Gelismis iilkelerde kolorektal kanserin goriilme sikligindaki
yiikselis, sayilan bu nedenlerin yani sira, artan yaslanan niifusa, sagliksiz modern beslenme
aligkanliklarma ve sigara kullanimu gibi risk faktorlerindeki artisla iliskilidir. Yiiriitiilen bu tez
caligmasinda, sarimsak (Allium Sativum) ve 1s1l fermentasyonla elde edilmis siyah sarimsak
ekstraktlarinin, kolorektal kanser hiicrelerinin (HCT116) proliferasyonu iizerine inhibisyon
etkisinin tespiti amaclanmistir. Bu dogrultuda, beyaz ve siyah sarimsak kullanimi ile farkli
yontemlerle hazirlanmig dort farkli sarimsak ekstrakti kullanilarak bunlarin, HCT116 hiicre
hatlan lizerindeki etkileri arastirilarak IC50 degerleri tespit edildi. Ayrica, bu ekstraktlarin
saglikl hiicreler tizerine olan etkileri sigan femur kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok
hiicreler kullanilarak belirlenmeye ¢alisildi. Beyaz sarimsak ve siyah sarimsak maserat yagi
elde etmek i¢in baz yag olarak zeytinyagi kullandi. Tez kapsaminda beyaz sarimsak maserat
yag1, siyah sarimsak maserat yagi, beyaz sarimsak ugucu yagi ve beyaz sarimsak etanol
ekstrelerinin antikarsinojenik etkinligi test edildi. Zeytin yagi ve cisplatin kontrol olarak
kullanildi. Elde edilen bulgular zeytinyaginda hazirlanmis beyaz sarimsak maserat yaginin ve
siyah sarimsak maserat yaginin, insan kanser hiicrelerinin proliferasyonunu farkli oranlarda
artirdig1 tespit edildi. Beyaz sarimsak etanol ekstraktinin insan kolon kanseri hiicrelerinin
biiylimesini inhibe ederek hiicrelerin dlmesini sagladigi, ancak en etkili sitotoksik etkinin
beyaz sarimsak ugucu yaginin kullanimi ile elde edildigi goriildii. Mezenkimal kok hiicreler
ile yapilan kontrol testlerinde ise tiim ekstraktlarin saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik etki
gostermedigi tespit edildi. Sonug olarak, siyah sarimsak maserasyonunun antikarsinojenik
etkisi iizerine, farkli baz yaglarin kullaniminin arastirilmas: gerektigi diisliniilmektedir.
Ayrica, beyaz sarimsak ugucu yaglarinin antikarsinojenik ajan olarak farmakolojide, sulu
ekstraktlarinin ise geleneksel tedavide bitkisel ilag olarak kullanimi 6nerilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kolorektal kanser; Taskoprii; Allium sativum L.; Siyah
sarimsak; anticarsinojenisite; sitotoksisite.
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE ANTICARCINOGENIC EFFECTS
OF DIFFERENT GARLIC (ALLIUM SATIVUM L.) EXTRACTS
ON HUMAN COLORECTAL CANCER CELLS

OMAR KHALID HAMID ALSHAWI

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. NURAY EMIN

Colorectal cancer is the third most common type of cancer and the fourth most common cause
of cancer-related death. The familial and hereditary factors, environmental lifestyle such as
physical inactivity, obesity, smoking and alcohol consumption constitute known risk factors
associated with colorectal cancer. In addition to these reasons, the rise of colorectal cancer in
developed countries can be attributed to the increasing aging population, unhealthy modern
dietary habits, and the increase in risk factors such as smoking. In this thesis study, it was
aimed to determine the inhibition effect of garlic (Allium Sativum) and black garlic extracts
obtained by thermal fermentation on the proliferation of colorectal cancer cells (HCT116). In
this direction, 1C50 values were determined by investigating the effects of four different garlic
extracts prepared with different methods using white and black garlic, and their effects on
HCT116 cell lines. In addition, the effects of these extracts on healthy cells were tried to be
determined by using rat bone marrow mesenchymal stem cells. Olive oil was used as the base
oil to make maserate oil from white garlic and black garlic. In the scope of the thesis, the
anticarcinogenic activity of white garlic maserate oil, black garlic maserate oil, white garlic
essential oil and white garlic ethanol extracts was tested. Olive oil and cisplatin were used as
controls. According to the obtained findings, it was determined that white garlic maserate oil
prepared in olive oil and black garlic maserate oil increased the proliferation of human cancer
cells at different rates. It was observed that white garlic ethanol extract caused the cells to die
by inhibiting the growth of human colon cancer cells, but the most effective cytotoxic effect
was achieved with the use of white garlic essential oil. In the control performed with
mesenchymal stem cells, it was determined that extracts cytotoxic effects on healthy cells. As
a result, it is thought that the use of different base oils should be investigated on the
anticarcinogenic effect of black garlic maserasion. In addition, white garlic essential oils and
its aqueous extracts can easily be prepared and it is suggested that they can be used as
anticarcinogenic agents in pharmacology and traditional treatments consecutively.

KEYWORDS: Colorectal cancer; Taskopri; Allium  sativum; black garlic;
anticarcinogenicity; cytotoxicity.
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TESEKKUR

Hazirlamis oldugum yiiksek lisans tez konusunu veren, tezimin hazirhginda ve
yiirlitiilmesinde bilgileri ve deneyimi ile bana yol gdsteren, laboratuvar ortaminda
yapilmasi gereken her deney ve asamada gerekli imkanlar1 sunarak yardimlarini
esirgemeyen Danisman Hocam Dr. Ogr. Uyesi Nuray EMIN’e, tez ¢alismamin proje
kapsaminda desteklenmesine yardimci olan, bilgileri ve tecriibeleri ile arastirmaci
kimligimin gelismesine destek olan Dr. Ogr. Uyesi Giilsiim Ulke CALISKAN’a,
kullanilan ekstraksiyonlarin hazirlanmasi i¢in deney diizeneklerinin temininde ve
kullaniminda destegini aldigim Dr. Ogr. Uyesi Nesrin iCLI’ye, Laboratuvar
caligmalar1 sirasinda destegini esirgemeyen arkadaglarim Salma A. Taher
MOHAMED, Kiymet NURAL, Havva YAZAR, Hilal ZENGIN, ipek CEYLAN ve
Elit OZELCAGLAYAN ile her zaman yanimda olan ve desteklerini esirgemeyen
kiymetli dostlarima, Doku Kiiltiir Laboratuvart imkanlarin1 kullanmamada
destekleri esirgemeyen Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi
Dekanligi’na, Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre Laboratuvari
imkanlarmi kullanmamda desteklerini esirgemeyen Kastamonu Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvart Arastirma ve Uygulama Merkezi Miidiirliigii’ne ve
burada gorevli degerli Hoca’larima ve son olarak bugiinlere gelmemi saglayan, her
sartta maddi ve manevi destekleri ile bana gii¢ veren sevgili Aileme,

Tesekkiirlerimi Sunarim.

Yiirtitiilen bu ytiksek lisans tez ¢caligmasinda siyah sarimsak tiretimi, sarimsak ugucu
yaglarmm {iretimi ve bunlarin karakterizasyon islemleri TUBITAK ARDEB
1190558 numarali arastirma projesi kapsaminda desteklenmistir.

Calismalar sirasinda kullanilan HCT116 kolorektal kanser hiicre hatlar1 ve Kemik
iligi Mezankimal Kok Hiicreleri (kiMKH) Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve
Kok Hiicre Laboratuvart envanterine kayitli sivi azotta stoklu hiicre hatlarindan
kullanilmis olup, kiMKH’lerin kullaniminin Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin
Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeligin 1. Boliim 4. Madde u) Fikrasi'nda
belirtilen 3R ilkesi tanimlamas1 ve 8.Madde k) fikras1 geregince HADYEK iznine
tabi olmadigi KU-HADYEK ’in 14.12.2020 tarihli 6 say:li toplantisinin 38 numarali
karart ile bildirilmistir.

OMAR KHALID HAMID ALSHAWI

Kastamonu, 2020
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1. GIRIS

Kanser, bir grup anormal hiicrenin normal hiicre béliinmesi kurallarindan farkli olarak
kontrolstiz bir sekilde boliindiigii bir hastalik olarak tanimlanabilmektedir. Normal
hiicreler hiicrenin bdliinmesi, baska bir hiicreye farklilagmasi veya 6lmesi gerektigini
belirleyen sinyallere tabidir. Kanser hiicreleri, bu sinyallerden bir dereceye kadar
bagimsizlik gelistirerek kontrolsiiz biiyiime ve c¢ogalmaya neden olmaktadir. Bu
¢ogalmanin devam etmesine ve yayilmasina izin verilirse 6liimciil olabilmektedir.
Aslinda kansere bagli Oliimlerin neredeyse %901 tiimdriin yayilmasindan
kaynaklanmaktadir ve bu yayilma siirecine metastaz adi verilmektedir (Hejmadi,
2014).

Kanser genellikle kati bir tiimor olarak olusmaktadir. Ancak l16semi (kan kanseri) gibi
bazi kanserler timor olusturmamaktadir. Bunun yerine, 16semi hiicreleri kan ve kanin
dolastig1 biitiin doku ve organlari kapsamaktadir. Bazi kanser tiirleri ise kolayca tedavi
edilebilirken, digerleri biiyiik 6lclide ilk farklilasan hiicrenin ortaya ¢iktigi viicut
organina (akciger, girtlak, kalin bagirsak vb.) bagli olarak, teshis edildikleri zaman
genellikle tamamen tedavi edilemez hale gelmektedirler. Ortaya ¢ikan semptomlar ve
tedaviye yaklasim da baslangic yerine gore degismektedir. Bu nedenle doktorlarin
farkli organlardan kaynaklanan tiimorleri farkli hastaliklar olarak gormeleri alisiimis
bir durum haline gelmistir (Doll ve Peto, 1981). Farkli kanser hiicreleri, farkli
davraniglar gosterebilmekle birlikte tiim tiimoérler kotii huylu olmayip, bazi tiimdrler

iyi huyludur. Iyi huylu tiimérler biiyiimez ve yasami tehdit etmezler (Sudhakar, 2009).

1.1 Kanser ve Kolon Kanseri

Kolorektal kanser (KRK), her iki cinsiyet i¢in de en yaygin tiglincii tan1 ve en 6limciil
ikinci malignitedir. KRK'nin hem giiglii ¢evresel iliskileri hem de genetik risk
faktorleri bulunmaktadir. Yeni vakalarin goriilme sikligi ve 6liim orani, muhtemelen
kanser taramasindaki artis ve daha 1yi tedavi yOntemleriyle iliskili olarak, geng
yetiskinler (50 yas alt1) disinda, son yillarda azaldig1 goriillmektedir. Tiim KRK'lerin
yaklagik %5'1 kalitsal sendrom olan Ailevi Adenomatdz Polipoz ve Lynch sendromuna

yol agmaktadir (Recio-Boiles vd., 2019).



Kolorektal kanserin etiyolojisinde hem genetik hem de ¢evresel faktdrler onemli bir
rol oynamaktadir. Kolorektal kanserlerin ¢ogu sporadiktir; hastalarin yaklasik dortte
iicliniin olumsuz aile Oykiisli vardir. Cogu Bat1 toplumunda, kolorektal kanser i¢in
ortalama yasam boyu risk %3-5 araligindadir. Ancak bu risk, kolorektal kanserli
birinci derece aile iiyesi olan ve 50-70 yaslarinda teshis edilen bireylerde neredeyse iki
katina; tan1 aninda birinci derece akraba 50 yasin altinda ise risk {i¢ katina ¢gikmaktadir.
Iki veya daha fazla etkilenen aile iiyesi olan bireylerde risk daha da artmaktadir.
Sporadik kolorektal kanser i¢in, ailevi yatkinlikla artan risk, diisiik penetransli genetik
faktorleri yansitmaktadir. Bu nedenle pozitif aile dykiisii kolorektal kanserli hastalarin
yaklasik %5-20'sinde rol oynamaktadir (Kuipers vd., 2015).

Sekil 1.1 Kolon kanseri (URL 2020)

1.2  Kanser Epidemiyolojisi

Kiiresel epidemiyolojik aragtirmalar, ¢evresel ve mesleki ¢aligmalarda kullanilan
kimyasallar1 potansiyel karsinojen olarak tanimlamistir. Kanser hiicrelerindeki genetik
degisikliklerin geri dondiiriilemez olmasi ve malign degisikliklerin bir nesil hiicreden
digerine aktarilmasi, esasen sigara dumani ve g¢evresel kimyasallar tarafindan
DNA’nin modifiye edilmesi ile agiklanmaya calisilmaktadir. Kimyasal karsinojenlerin
etkisiyle DNA sarmalinda olusan hasar rastgele meydana gelmekte ve iligkili fenotipik

degisikliklerin segilmesiyle karsinojenite belirlenebilmektedir. Demografik kayma,



kentlesme, sanayilesme, yasam tarzlarindaki degisiklikler, niifus artig1 ve yaslanma,
tilkede epidemiyolojik gegise katkida bulunmaktadir. Niifus biiyiikliigiindeki artis ve
bulasici hastaliklarin kontroliinii takiben yasam sartlarindaki iyilesmeden kaynaklanan
yasli niifusun oranindaki artis nedeniyle yeni kanser vakalarinin sayisi da hizla
artmaktadir (Murth vd., 2004). Diinya ¢apinda sekiz 6liimden biri, AIDS, tiiberkiiloz
ve sitmadan daha fazla 6liime neden olan kanserden kaynaklanmaktadir. Kanser,
ekonomik olarak gelismis iilkelerde kalp hastaliklarindan sonra ikinci 6nde gelen 6liim
nedeniyken gelismekte olan iilkelerde, kalp hastaliklari ile ishale neden olan ender

sendromlari takip eden 6nde gelen {iglincii 6liim nedenidir (Garcia vd., 2007).

Inodence ASR

DOOBNES

F i

Source: GLOGOCAN 2012 (1ARC)

Sekil 1.2 2012'de kolorektal kanserin tahmini yasa gore standartlastirilmis insidans orani
(standart: diinya niifusu) (Globocan, 2012)

Gelismekte olan tilkelerde, ¢ocuk oliimleri ve bulasici hastaliklardan kaynaklanan
oliimlerin azalmasi ile daha fazla insanin ileri yaslara kadar hayatta kalmasi kanser
yiikiini bir hayli artirmaktadir. Ayrica, gelismekte olan iilkelerdeki insanlarin sigara
tiiketimi, daha ytliksek doymus yag, kalorili gidalarin kullanim1 ve fiziksel aktivitenin
azaltilmasi gibi bat1 yasam tarzi davranislarini benimsenmesiyle birlikte, onleyici
tedbirlerin yaygin olarak uygulanmamasi durumunda bati tilkelerindeki gibi kanser

oranlar1 diger toplumlarda da hizla artma riski olusturmaktadir (Garcia vd., 2007).

Baslica risk faktorlerinin yaygimligi, kanser taramasi, tedavinin kullanilabilirligi ve
kalitesi, raporlamanin eksiksizligi, yas dagilimi gibi faktorlere bagli olarak tibbi
uygulamalarin bulunabilirligi ve kullanim1 gibi bolgesel farkliliklar kanser tiplerinin

bolgesel farkliliklarina neden olmaktadir. Ornegin, tiitiin kanserin en onemli risk



faktoriidiir ve bunu diyet uygulamalari, yetersiz fiziksel aktivite, alkol tiiketimi,
viriislere ve cinsel davraniglara bagli enfeksiyonlar takip etmektedir (Murth vd.,
2004). Arastirmalar, meme kanseri Oliimlerinin %19'unun ve kolorektal kanser
mortalitesinin %26'sinin artan kilo ve fiziksel hareketsizlik ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Diyet faktorlerini, yerlesim yerlerindeki kanser insidansi ve mortalite
ile iliskilendirmek i¢in epidemiyolojik ¢aligmalar yiritilmektedir. Bu ¢alismalarda
genel olarak yag, kolon, rektum, meme, yumurtalik ve prostat kanseri riski ile en fazla
iligkili olan diyet bileseni arastirilmaktadir. Yillar igerisinde yapilan bu arastirmalar
neticesinde, dnlenebilir kanser riskleri olarak olas1 faktorlerin listeleri olusturulmus ve
yeni arastirmalarla da bu listeler siirekli glincellenmistir. Kanser kaynakli 6liime en
fazla, diyetin neden oldugu tahmin edilmektedir. Arastirmalara gére diyet faktorlerinin
kanser o6liimlerinin %35'ine sebep oldugu, ancak giiven sinirlarinin %10-70 oldugu

goriilmektedir (Kritchevsky, 2003).

Epidemiyolojik bir ¢aligmada, 591,978 Avrupa’li denckte diyet lifi alimi ve kolon
kanseri insidansi arasindaki iliski incelenmis ve diisiik lifli diyet tiiketen deneklerin lif
aliminin arttirilmasinin kolorektal kanser riskinde %40'lik bir diisiise sebep oldugu
sonucuna varilmistir. Artan alkol tiiketimi, basta oral ve farinks, larinks, 6zofagus,
karaciger veya kolorektal ve meme gibi ¢esitli yerlerdeki kanserlere neden oldugu
yapilan ¢alismalarla bulunmustur (Shetty vd., 2009). Yiiksek miktarda veya diizenli
alkol tiiketimi, 351,000 kanser oliimiine, kronik hepatit B viriisii enfeksiyonuna ve

diinyadaki karaciger kanseri 6liimlerinin yarisina neden olmaktadir.

Kanser vakalarinin ve Oliimlerinin  sikligt  da cografi  bolgelere gore
degismektedir. Gelismekte olan iilkelerdeki erkek (mide ve karaciger) ve kadinlarda
(serviks ve mide) onde gelen ii¢ kanserden ikisi enfeksiyonla iliskilendirilmektedir.
Mide kanseri, diinya ¢apinda enfeksiyonla iligkili en yaygin kanser olmaya devam
etmekte, bunu karaciger ve serviks kanserleri izlemektedir. En sik teshis edilen kanser
Dogu ve Giiney Afrika'da serviks uteri, Kuzey ve Bat1 Afrika'da meme kanseri ve

Kaposi'nin Orta Afrika'daki sarkom kanseridir (Sitas vd., 2008).

Insidans ve mortalite oranlar;, kanser olusumunda en sik kullanilan iki

parametredir. Bu istatistik faktorleri, belirli bir popiilasyonda belirli bir zaman



diliminde sirasiyla yeni teshis edilen kanser vakalarinin veya dliimlerinin sayisini
dlgmektedir. Insidans ve 6liim oranlar1 genellikle yilda 100,000 kisi basna ifade
edilmektedir. Tiim kanserlerin %5-10'unun kalitsal oldugu, yani genetik degisikligi
aileden kalitsal yolla alan bireylerin belirli bir kanser olusumu i¢in ¢ok yiiksek oranda
risk tasidigr tahmin edilmektedir. Birgok kanserin kalitsal ve cevresel faktorlerin bir
kombinasyonundan kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Garcia vd., 2007). bir¢ok
toplumda kanser kayitlar1 ve hayatta kalma bilgileri tutulmadigindan diinyada kanseri
yenerek iyilesenlerin toplam sayisi bilinmemektedir. Kanser oykiisii olan kisilerin
sayisinin, hayatta kalmadaki iyilesme, niifusun beklenen biiylimesi ve yaslanmasi

nedeniyle oniimiizdeki yillarda artmasi beklenmektedir (Parkin 2002).
1.3  Kanser Tedavi Yontemleri
1.3.1 Kemoterapi

Kemoterapi ajanlari, DNA sentezini veya fonksiyonunu etkileyerek kanser hiicrelerini
oldiirmektedir. Cerrahi ve radyasyon tedavisi belirli bolgelerde yer alan kanserlerin
tedavisi ile smirli iken, kemoterapinin en biiyiik avantaji yaygin veya metastatik
kanseri tedavi edebilmesidir. Hizli biiyliyen hiicrelerin yavas biiyliyen hiicrelerden
daha fazla etkilenmesiyle, birgok kemoterapi ajaninin ortaya ¢ikmasinda énemli rol
oynamaktadir. Bazi kemoterapi ajanlari, bir hiicreyi dongiliniin sadece bir fazinda
oldiirebilir oldugu durumlarda hiicre dongiisii spesifik iken, tim fazlarda aktif olan
hiicrelerde hiicre dongiisii spesifik degildir. Sa¢ folikiilleri, deri ve gastrointestinal
sistemi olusturan hiicreler en hizli biiyliyen hiicrelerden bir kismidir, bu nedenle
kemoterapinin etkilerine en duyarli olanlardir denilebilir. Cogu kemoterapi ajaninin
kanser hiicrelerini 6ldiirme yolu DNA sentezini veya fonksiyonunu etkilemektir. En
yaygin kemoterapi ajanlar alkile edici ajanlar, antimetabolitler, antrasiklinler, bitki

alkaloidleri, antitiimor antibiyotikleri, taksanlar ve platinlerdir (Mihlon vd., 2010).



Sekil 1.3 Kemoterapi (URL 2020)

1.3.1.1 Cisplatin

Cisplatin, cis-diamminedichloroplatinum (II) olarak da adlandirilan, kare diizlemsel
geometriye sahip metalik (platin) bir koordinasyon bilesigidir. Oda sicakliginda beyaz,
koyu sar1 ve sari-turuncu renklerde olan kristal bir tozdur. Suda az ¢6ziiniir ve
dimetilprimanid ve N, N-dimetilformamidde tamamen ¢oziiniir. Cisplatin normal
sicaklik da ve basing altinda sabit, ancak zamanla yavas yavas trans-izomere
dontisebilir (Dasari, 2014).

Cisplatin ilk olarak 1844'te M. Peyrone tarafindan sentezlenmis ve kimyasal yapist ilk
olarak 1893'te Alfred Werner tarafindan agiklanmistir. Bununla birlikte, bilesik
yapisina dair agiklamalar 1960'larda Rosenberg'in ilk gozlemleri sonucunda elde
edilmistir. Michigan Eyalet Universitesi, platin ag elektrotlarmin bazi elektroliz
tirtinlerinin  Escherichia coli'deki hiicre boliinmesini engelleyebildigine dikkat
cekerek, bu iriinlerin kanser kemoterapisinde olast kullanimina biiyiik ilgi
uyandirmigtir. Bu aktiviteden sorumlu ajan olarak cis-diklorodiamminplatin (1)
(cisplatin, r) tanimlanmasindan bu yana, kanser tedavisinde platin, paladyum ve diger
temel metallerin koordinasyon bilesiklerinin kullanimina dikkat ¢ekilmistir (Dasari,
2014).

Cisplatin ozellikle yumurtalik kanseri, testisler, bas, boyun ve kati tiimoérler dahil

olmak tizere c¢esitli timorlerde antikarsinojenik aktivite gostermektedir. Cisplatinin



sitotoksik o6zelliklere sahip oldugu 1960'larda kesfedilmesiyle birlikte 1970'lerin
sonunda, enfeksiy6z hiicre kanserlerinin sistemik tedavisinde anahtar bilesen olarak
yer almistir. Kanser igin yaygin olarak kullanilan birgok kemoterapi ilaci arasinda
cisplatin en ¢ok kullanilan ilaglardandir. Cisplatinin kanser tedavisi i¢in FDA onayinin
1978'de alinmasi, platin (II) ve diger metal iceren bilesiklerin potansiyel antikanser
ilaglar1 olarak degerlendirilmesine yonelik caligmalara hiz kazandirmistir (Dasari,

2014).

L
Cl ¢~  NNH3

Sekil 1.4 Sisplatinin kimyasal yapis1

Cisplatinin sarkomalar, yumusak doku, kemik, kas ve kan damar: kanseri gibi farkli
kanser tiirleriyle miicadele ettigi klinik olarak kanitlanmistir. Bu tiir kanserler son
zamanlarda daha iyi anlasilmis ve bu nedenle yasami daha az tehdit edici hale gelmis
olsa da, tedavileri konusunda birgok dnemli zorluk hala devam etmektedir. Ayrica, ilag
direnci ve Onemli yan etkileri nedeniyle, cisplatinin diger kanser ilaglariyla
kombinasyonu yapilarak olusturulan tedavilerde, birgok kanser tipi i¢in yeni terapotik
stratejiler uygulanmaktadir. Ornegin bir arastirmada, cisplatin ve ilgili platin bazl
ilaglarin fizikokimyasal oOzelliklerinin kapsamli incelenmesi, ¢esitli kanserlerin
tedavisi i¢in (tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde) kullanimlarinin
tartisitlmasi, molekiilerlerinin incelenmesi, etki mekanizmalar1 ve potansiyel yan

etkileri detayl1 olarak ortaya konulmustur (Dasari, 2014).
1.3.2 Radyasyon Terapisi

Radyasyon terapisinde, kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in yiiksek enerjili X-1sinlar

kullanilmaktadir. Yiiksek enerjili 1sinlar kanser hiicrelerinin DNA sarmalina zarar



vermekle birlikte normal hiicrelerde de diisiik oranda DNA hasari olusmaktadir
(Sadeghi vd., 2010). Ancak normal hiicreler kanser hiicrelerinden daha yavas

¢ogaldiklari i¢in radyasyon hasarin1 kendi kendilerine onarabilmektedir.

Kemoterapi gibi sistemik tedavilerin aksine, radyasyon tedavisi lokal bir tedavi olup,
viicudun belirli bir alanini tedavi eder. iki temel tedavi yontemi bulunmaktadir.
Bunlardan ilki bir radyasyon 1gininin viicudun disindan yonlendirildigi dis radyasyon
terapisi ile ayn1 zamanda viicudun i¢ine cerrahi olarak bir radyoaktivite kaynaginin
yerlestirildigi brakiterapi veya implant tedavisi olarak da adlandirilan i¢ radyasyon
tedavisidir. Radyasyon X-1sin1 terapisi, kobalt terapisi, proton terapisi veya yogunluk
ayarl radyasyon terapisi (IMRT) olarak da adlandirilir ve dogrusal bir hizlandirici
kullanilarak uygulanmaktadir. Tiimoriin yakininda bulunan normal organlarda hasar
olusumunu dnlemek i¢in 3D konformal radyoterapi olarak bilinen bir islem kullanmak
miimkiindiir. Bilgisayar yazilimlari, radyasyon iginlarinin tiimore uygulama dozunun

daha hassas ayarlanmasina izin vermektedir (Viswanathan ve Erickson, 2009).

Sekil 1.5 Kanserin Radyasyon Tedavisi (URL 2020)

Kullanilan diger tedavi yontemi ise dahili radyasyon tedavisidir. Bu tedavi radyoaktif
maddenin kiigiik parcalar1 vasitasiyla ve igine sivi radyoaktif bir maddenin enjekte
edilmesiyle implante edilmis bir rezervuar kullanarak kanser hiicrelerine miimkiin

oldugunca yakin olan yiiksek enerjili 1sinlarin kaynagini yerlestirmektedir (Balakin,

2011).



1.3.3 Biyolojik Terapi

Biyolojik ajanlar, biyolojik tepkiyi modifiye ediciler (BRM'ler) ve immiinoterapi
olarak da adlandirilan biyolojik tedaviler, hastaligin Onlenmesi igin bagisiklik
sisteminin giiclendirilmesine yardime1 olmaktadir. Biyolojik terapinin amaci, kanserle
savagsma yetenegini arttirmak ve diger tedavilerin yan etkilerinin hafifletilmesini
saglamaktir. Bu, viicutta dogal olarak bulunan ya da hastadan alinan viicut hiicrelerinin
laboratuvar ortaminda biyolojik maddelerle etkilestirilmesi sonucunda hasarli
hiicrelerin tekrardan eski formuna donmesini sagladiktan sonra hastaya geri
nakledilmesi ile olmaktadir. Farkli biyolojik tedaviler oldugu gibi bagisiklik sistemini
uyarmanin da bir¢cok yolu vardir. Bu biyolojik maddelerden bazilari: interferon,
interlokin, koloni uyarici faktorler, monoklonal antikorlar, asilar ve gen
terapisidir. Biyolojik tedavilerin yan etkileri arasinda ates, titreme, viicut agrilari,
bulanti/kusma, istah kaybi1 ve yorgunluk bulunmaktadir. Hasta kisiye verilen dozlarin
konsantrasyonu ve tedavinin uygulanis sekline bagl olarak, hastanin kan basincinda
diisiis, ciltte dokiinti veya kizariklik goézlemlenebilir ve enjeksiyon bolgesinde
sismeler olusabilir (Oldham vd., 2009).

Biyolojik terapiler agizdan, damardan, deri altindan (deri alt1) ve kas i¢inden (kas
icine) dahil olmak iizere farkli yollarla uygulanabilmektedir. Ayrica belirli bir
bolgenin tedavi edilmesi i¢in biyolojik madde dogrudan da viicut bosluguna
yerlestirilebilmektedir. Ornegin mezotelyomaya (bir tiir plevral kanser) karsi
yonlendirilen gen tedavisi dogrudan torasik bosluga enjekte edilebilmektedir (Oldham
vd., 2009).

1.3.4 Gen Terapisi

Gen terapisi, viicutta eksik veya islev gormeyen genlerin yerini almak i¢in farkl
yollarla uygulanabilir. Ornegin, timér baskilayici p53'ii eksik olan ya da bir mutasyon
nedeniyle islev gérmeyen bir kopyast olan hiicreler, hiicreye p53' iin isleyen kopyalari
eklenerek olusacak sorunun Oniine gegilebilir (Vogelstein vd., 2004). Onkogenlerin
islevleri durdurularak, kanser hiicrelerinin metastaz yapmast Onlenebilir. Genler,

kanser hiicrelerinin diger hiicrelerden ayriminin yapilabilmesi i¢in kanser hiicrelerini



yabanci istilacilara doniistiirerek bagisiklik sistemi olusturmasiyla, saglikli hiicreleri
tedavinin yan etkilerinden korumaktadir. Gen terapisi yontemi ile kanser hiicrelerine
genler eklenerek, kanserli hiicreyi kemoterapiye (SM Wold vd, 2013), radyasyon
terapisine veya hormon tedavilerine karsi daha savunmasiz hale getirerek hasta kiginin
iyilesmesi saglanmaktadir. Bu genler, kanser hiicrelerinin yeni damarlar olusturarak
kan yoluyla metastaz olugturmasinin da 6niine ge¢mek i¢in kullanilabilmektedir. Gen
terapisi spesifik vektor olarak kullanilan viriisler vasitasiyla uygulanmaktadir (Burke
vd., 2002). Bu viriisleri igeren hiicreler in vitro ortamda olgunlastirilir ve daha sonra
intravendz inflizyonla hastaya tekrardan viicut bosluguna (yani akciger) veya bir timor
dokusunun bulundugu bélgeye enjekte edilir. Gen terapisi hala deneysel asamalarda

oldugu i¢in, yapilan arastirma calismalar1 gelistirilmektedir.

Adencovecton
@‘ COMmact gens

k4

Defective gene [

Corrected gane

Sekil 1.6 Gen tedavisi (URL 2020)

Hastanin bagisiklik sistemi, yabanci vektore birtakim tepkiler olusturmaktadir.
Ornegin; ates, siddetli titreme (sertlesmeler), kan basincinda diisiis, bulanti, kusma ve
bas agrist gibi semptomlar inflizyondan 24-48 saat i¢inde giderilmektedir. Bununla
birlikte, uzun vadeli yan etkiler net olarak ortaya konulmamistir. Bugiine kadar, gen
terapisi genellikle kemoterapi gibi diger terapilerle birlikte kullanilmaktadir (Jia vd,
2012).
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1.3.5 Hormon Tedavisi

Hormonlar, pankreas, hipofiz, tiroid ve adrenal bezleri de igeren endokrin sistemi
tarafindan dogal olarak iiretilen kimyasal maddelerdir. Bunlar arasinda Ostrojen,

testosteron, insiilin, tiroid hormonu, kortizol ve epinefrin bulunmaktadir.

Hormon tedavisi ¢ogunlukla meme ve prostat kanserleri gibi hormon bagiml
kanserleri tedavi etmek icin kullanilmakta ve c¢esitli sekillerde uygulanabilmektedir.
Oral ilag tedavisi, deri alt1 ve kas i¢i enjeksiyon tedavisi, cerrahi miidahale, kadinlarda
yumurtaliklarin alinmasi veya erkeklerde prostat bezinin bazi hormonlarin iretimini
azaltmak i¢in alinmasi bu tedavi yontemine 6rnek verilebilir. Hormon terapilerinden
en ¢ok kullanilanlara; anti-Ostrojenler, aromataz inhibitorleri, antiandrojenler ve
hormon agonisti (LHRH Agonisti) salan liiteinizan hormonlar 6rnek olarak

gosterilebilir (Dreicer ve Wilding, 1992; Reid vd., 1999; Derzko vd., 2007).

Hormon tedavisi ile kanserin durumunu tespit edebilmek i¢in tiimor belirteglerinin
takibini yapmak gerekmektedir. Bunlar, tiimore tepki olarak tiimor tarafindan ya da
viicut tarafindan tretilen maddelerdir. Bu belirteclerin bazilar1 spesifik bir kanser
tiriine Ozgiidiir, digerleri ise ¢esitli kanser tiirlerinde goriilmektedir. Bir tiimor
belirtecinin en iyi 6rnegi, erken prostat kanserini teshis etmek i¢in uygulanan prostatik
spesifik antijen (PSA) iken, ameliyat 6ncesi ve sonrasi serum karsino-embriyonik
antijen (CEA) seviyelerinin anormal (> veya = 5,0ng/ml) tanimlanmasi, kolon kanseri
niiksleri olan hastalarin yardimer kanser prognozunda veya ameliyat sonrasi

gozetiminde yararl olabilmektedir (Wang vd., 2007).

1.3.6 Hedefli Terapi

Hedefli terapi, kanser olusumunda rol oynadig1 bilinen ya da siiphelenilen hedeflere
ve molekiillere saldirarak hiicreleri kapsiilleme ile bloke eden bir timdriin

biiyiimesinde ve gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli bir yol izlemektedir.
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Sekil 1.7 Mide kanserinin molekiiler hedefli tedavileri (Song vd., 2017)

1.3.7 Kanser Asilari

Kanser agilari, normal hiicrelerin aksine, kanserli hiicrelerin enfeksiy6z hiicreler gibi
algilanmadigindan, bagisiklik sistemi tiimor hiicrelerini yabanci istilacilar olarak
tanimlayacak sekilde tasarlanmistir. Timor hiicreleri ¢ogunlukla tiimorle iliskili
antijenler (TAA) olarak bilinen farkli antijenleri eksprese etmektedir. Ancak,
TAA'larin ¢ogu normal hiicrelerde de bulunmaktadir. Bagisiklik sistemi bu antijenleri
kendi antijenleri olarak gordiigiinden, herhangi bir etki olusturmamaktadir (Pardoll,
1993).

Kanser flizerine bugiine kadar yapilan arastirma calismalarinda, meme, prostat,
karaciger, bobrek, pankreas ve akciger kanserlerini, melanomu, belirli 16semi ve
lenfoma tiplerini hedef alan asilar klinik asamada kalmistir (Disis, 2014). Bazi
kanserler viral enfeksiyonlarla iliskilidir, bu nedenle insan papilloma viriisiiniin
serviks kanserine neden oldugu ya da belirli bir karaciger kanseri tipinin hepatit B ve
C virtsleri ile iligkili oldugu bilinmektedir. Bu viriislerden enfeksiyonu dnleyen asilar
gelistirilmesi ve uygulanmasi, kanserli dokularin olugmasini ve yayilmasini 6nlemeye
yardimci olacaktir, ancak bunlar kanser asilar1 degildir. Giiglii bir bagisiklik sistemi
olmast i¢in bagisiklik sisteminin tiimiiniin birlikte uyarilmasi gerekir. Bununla birlikte,
bir tiimor, her biri farkli olan yiizey antijenlerine sahip veya farkli tipte hiicreler

igerebilir. Bu durum bagisiklik sisteminin, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirt
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etmesini  zorlastirmakta ve  bagisiklik  tepkisinin  birlikte  uyarilmasini
engellemektedir. Bagisiklik tepkisi, timor iizerinde herhangi bir onemli etkinin
meydana gelmesi i¢in genellikle ¢ok zayiftir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, kanser asilari
genellikle bagisiklik tepkisini arttirmak amaciyla TAA'ya ek olarak birlikte

stimiilasyon saglamak {izere tasarlanmistir (Hollingsworth ve Jansen, 2019).
1.3.8 Kemik iligi ve Kok Hiicre Tedavisi
1.3.8.1 Allojenik hiicre nakli

Kemik iligi, beyaz kan hiicreleri, kirmiz1 kan hiicreleri ve trombosit haline gelmek
tizere olgunlasan hematopoietik kok hiicrelerden olusur. Allojenik transplante hiicreler
bir vericiden veya gobek kordon kanindan elde edilebilir (Barker ve Wagner, 2003;
Forman ve Nakamura, 2015). Hiicreler hastanin 6zdes bir ikizinden geliyorsa nakil
singeneiktir ve hiicreler otolog nakil seklindedir ¢iinkii hiicreler hastanin hiicreleri ile
aynidir. Hiicreler, insan 10kosit antijeni (HLA) testi ile yapilan hasta ile
eslestirilmelidir. HLA tipi 6 antijenden olusur, 3'i anneden alinirken, 3'i de babadan
kalitsal olarak almabilir. Ayn1 ebeveynlerden gelen kardeslerin birbirleriyle eslesme
sans1 %25'tir ancak hicbir kardes eslesmezse, hastanin ebeveynleri veya ¢cocuklari test
edilebilir. Losemi, lenfomalar, multipl miyelom, siddetli aplastik anemi ve orak hiicre
hastaligi, digerleri arasinda bir allojenik nakil ile tedavi edilebilmektedir (Horowitz,
2009).

1.3.8.2 Otolog hiicre nakli

Otolog nakilde hasta hiicrelerini kendisine bagislamaktadir. Bu nakil sinifi 16semi,
miyelodisplastik sendrom, multipl miyelom (Louw vd., 2009), Hodgkin hastaligi,
Hodgkin dis1 lenfoma, testis kanseri ve ndroblastomu tedavi etmek icin

kullanilmaktadir.
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Sekil 1.8 Doktorlar kok hiicreleri toplar (URL 2020)
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2. KANSER TEDAVISINDE KULLANILAN DOGAL URUNLER

Birgok bitki tarafindan iiretilen dogal bilesikler, ilag kesfi ve gelistirilmesinde dnemli
rol oynamaktadir. 1981 ve 2002 yillar1 arasinda tanitilan yeni kii¢iik molekiillii
kimyasal maddelerin tahminen yaris1 (%49) dogal kokenli kimyasal maddeler, dogal
tiriinlere dayanan yari sentetik ya da sentetik maddelerdir (Thomas ve Victor, 2014).

Dogal iiriinlerden elde edilen ekstratlar, dogal olarak biyosentezlenen bir¢ok bilesigin
karisimlarin1 ve bunlarin izole edilmis kimyasal bilesenlerini icermektedir. Onemli
dogal iirlinlere, bitkiler, mantarlar, bakteriler, protozoolar, bocekler, diger hayvanlar
ve insanlar gibi karasal veya deniz yagami formlarindan 6rnekler verilebilir (Rollinger
vd., 2006). Dogal tirtinler primer ve sekonder metabolitlere bdliinebilir. Primer
metabolitler, onlar1 iireten organizmanin beslenmesi i¢in vazgecilmez ve dogada
evrenseldir. Sekonder metabolitler ise parazitler, yirticilara karsi koruma, tozlayicilar
cekme gibi yararli 6zelliklere sahip olmakla birlikte iireticinin biiylimesi ve gogalmasi
icin gerekli degildir. Genellikle, sekonder metabolitler daha fazla kimyasal cesitlilik
gostermektedir (Thomas ve Victor, 2014).

2.1  Dogal Uriinlerin Sentetik Maddelere Gore Avantajlari ve Dezavantajlar

Dogal kaynakli kimyasal maddeler sentetiklerden farklidir, ¢iinkii daha fazla yapisal
cesitlilik gosterirler. Dogal iiriinler tipik olarak sentezlenen kimyasallardan daha fazla
sterik karmasikliga ve daha fazla kiral merkeze sahiptir. Cogunlukla daha fazla sayida
oksijen atomu ve hidrojen bag1 dondrleri veya alicilar tasir. Dogal {irlinler molekiiler
sertlige, daha genis bir molekdiler kiitle dagilimina, daha yiiksek bir oktanol-su dagilim

katsayisina ve daha fazla halka sistemi ¢esitliligine sahiptir (Thomas ve Victor, 2014).

Dogal iiriinlerin kimyasal ¢esitliligi, her organizmaya etki eden evrimsel baskinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmistir. Bir organizmanin biyosentez sistemleri, degisen
ortamlara uyum gostermesi devamli olarak gerceklestirdikleri mutasyona
baglanabilir. Evrim stirecinde ¢ok ¢esitli kimyasal maddeler gelismistir. Dogal
iriinlerin sentetik maddelere kiyasla yapisal karmasikligi, dogal molekiillerin sonraki

modifikasyonlarini zor ve pahali hale getirmektedir (Thomas ve Victor, 2014).
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Ayrica, bu karmagiklik toplam kimyasal sentez prosediirlerinde zorluklara sebep
olmaktadir. Sonug¢ olarak, piyasada bulunan bir¢ok dogal iirlin canli organizmada
miimkiinse hiicre kiiltiirlerinde biyosentezlenir. Ornegin, morfin ve kodein gibi
alkaloidleri elde etmenin en eckonomik yolu Papaver tiirlerinden izole
edilmesidir. Dogal iiriinlerin bir diger yarar1 da biyolojik ¢cevrede artan uyumluluk ve
stabilitedir (Thomas ve Victor, 2014).

Ozetle, dogal kaynakli kimyasal maddeler yeni ilaglarin gelistirilmesi icin tercih edilen
molekiillerdir. Bitkiler bu konuda hala biiyiik bir potansiyele sahiptir ¢linkii diinyadaki
bitkilerin sadece %10'u kimyasal bilesenler ve biyolojik aktivite igin analiz
edilmistir. Ayrica, biyolojik aktiviteye sahip oldugu kesfedilen yaklagik 100,000

ikincil metabolitin sadece yaris1 arastirilmistir (Thomas ve Victor, 2014).
2.2 Dogadan ila¢ Ornekleri

Morfin, narkotin, emetin, striknin, sinkonin, kafein, atropin, vb. gibi alkaloidler,
dogadan tiiretilen olduk¢a giiglii bir ilag smifin1 temsil etmektedir (Rollinger vd.,
2006). Antimalaryal ilaglar kinolin ve ilgili aril alkoller, Cinchona kabugunun bir
bileseni olan kinine dayanmaktadir. Artemisia annua bitkisinin bir bileseni olan
Artemisin atese karsi etkilidir. Antimalaryaller olarak birkag yar1 sentetik artemisin
tirevi kullanilmaktadir. Albizia adinocephola'nin kék kabugundan ve yapraklarindan
izole edilen makrosiklik spermin alkaloidleri, antimalaryal hedef plazmepsin Il ile

etkilesime girmektedir (Thomas ve Victor, 2014).

Sekil 2.1 Alkaloid, Morfin (URL 2020)
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Catharanthus roseus'tan elde edilen vinblastin ve vincristin 6énemli antikanser
ilaglaridir. Taxol, pasifik porsuk agacinin (Taxus brevifolia) kurutulmus kabugundan
cikarilan bir antikanser ilacidir. Bu agag yavas biiyiiyen ve dahasi nesli tilkenmekte
olan benekli baykusa ev sahipligi yaptigi i¢in, bilim adamlar1 daha yaygin olarak
porsuk tiirlerinin ignelerinden ¢ikarilan 10-deasetil bakatinden taksol iiretiminin yari

sentetik yolunu tercih etmektedirler (Thomas ve Victor, 2014).

2.3 Deniz Canhlarmmin Terapoétik Kullanimi

2.3.1 Scorpaenidae Baliklar

Scorpaenopsis venosa'nin zehir ve bezinin ham fraksiyonlari bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda Scorpaenopsis venosa'nin bazi irklarinin salgiladigi zehir Pseudomonas
sp., Staphylococcus aureus, Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Proteus sp. ve
Escherichia coli gibi bakterilerin yani sira Rhizoctonia solani, Pythium proliferum ve
Aspergillus niger gibi mantar irklarina kars1 da antimikrobiyal etki gostermistir.
(Sasikala ve Ravindran, 2013). Akrep baligi zehri, genellikle yeni ilaglarin
gelistirilmesi hususunda kullanilmaktadir. Aslan balig1 lizerinde yapilan Onceki
calismalarda ise zehrin biyoaktif maddeler, peptitler ve proteazlari igerdigi tespit
edilmistir. Bu biyoaktif maddeler gelecekte ilaglarin gelistirilmesinde daha faydali
olabilir. Bu nedenle arastirmalarda balik zehri kullanim1 yeni gelismeye baglamigtir

(Brown, 2012).

2.3.2 Zehir Toplama ve Ekstraksiyon

Deniz  canlilarindan  zehir  salgilarinin  toplanmasi1  farkli  yontemlerle
gerceklestirilebilmektedir. Genel olarak iki farkli zehir ¢ikarma yontemi

kullanilmaktadir. Bu yontemler;

Aspirasyon yontemi: Her bir omurgayi1 kaplayan kilif omurganin tabanina kadar styrilir
ve zehir, bir vakum kaynagina bagli mikropipet ile glandiiler oluklardan 5°C 'de
tutulan bir toplama sisesine aspire edilir. Ekstrakt daha sonra 5000 rpm'de 10 dakika

stireyle santrifiijlendi ve siipernatant liyofilize edilir.
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Toplu yontem: Baligin sirt bolgesinden styrilan dikenler 5°C 'lik bir damitilmis su
kabina daldirildi. 5 dakika siireyle hafifce ¢alkaland1 ve ¢ozelti bosaltildi. Bu prosediir
ti¢ kez tekrarlandi ve yikamalar birlestirilerek liyofilize edildi.

24  Kanser Tedavisinde Sifah Bitkiler

Antikanser potansiyeli olan bitkiler tiim diinyada bulunmakla birlikte 6zellikle sifali
bitkiler kanser tedavisinde ilgi ¢ekmektedir. Ornegin, Sili'de Boldo (Peumus boldus
Molina, Monimiaceae) yapraklart hepatoprotektiftir. Ciinkii, boldin gibi aporfin
benzeri  alkaloidler  igermektedir. Ayrica,  antitimor  ozellikligi  de
gestermektedir. Giiney Amerika bitkisi graviola olarak da bilinen Minea muricata L.
(Annonaceae) ise kanser hiicrelerinde ilag direncini inhibe etttigi bulunan asetogenin
icermektedir ve bu nedenle kemoterapide kullanilmasi Onerilmektedir. Bu bitki,
Amazon yagmur ormanlarinda ve Giiney Amerika'nin diger bolgelerinde yetismekle
birlikte bilesiminde lapachol ve beta-lapachone I bulunmaktadir (Thomas ve Victor,
2014).

Sekil 2.2 Boldo yapraklar1 (URL 2020)

Alvaradoin E, Alvaradoa haitiensis Urb. yapraklarinda bulunmaktadir Bu bilesik
antilosemik aktivite gostermektedir. Pancratium littorale Jacq antikanser potansiyele
sahip pankratistatin 3,4-O-siklik fosfat sodyum tuzu icermektedir. Rokaglat tiirevi
silvestrol, Endonezya'da toplanan Aglaia foveolata Pannell'in meyvesinde ve
dallarinda tespit edilmistir. Silvestrol, gogiis, prostat ve akciger kanserlerine karsi

sitotoksik etkiler ortaya koymaktadir (Thomas ve Victor, 2014).
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Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae), Vinca alkaloidleri igerdigi bilinen
bir bitkidir. Vinca alkaloidleri, her tubulin dimerinde iki yiiksek afinite bolgesine
baglanir. Bu baglanma, a-heterodimerin stabilizasyonuna ve sonug¢ olarak

mikrotiibelerin stabilitesine neden olmaktadir (Thomas ve Victor, 2014).

Sekil 2.3 Vinca (URL 2020)

Paklitaksel, Taxus brevifolia Nutt'tan izole edilir. (Taxaceae, korteks) ve
mikrotiibiillerin ~ dengesizlesmesini  tesvik eder. Mitotik  dongiiniin  isleyisini
engelleyerek veya kromozom salinimlarmi azaltarak mitotik tutuklamaya neden
olur. Tub-tubulin amino terminalinde bir taksol baglanma bdolgesi de
bulunmaktadir. Cin'de Taxus chinensis (Miq.) De Laub'da yiiksek diizeyde paklitaksel

bulunmaktadir (Taxaceae) (Thomas ve Victor, 2014).

TCM'de antikanser potansiyeli olan birgok bitki vardir. Camptothecin, Camptotheca
acuminata Decne'den izole edilmistir. Nyssaceae, Cin'de yetisir Ve topoizomeraz |
aracili DNA iplik¢iklerinin kirilmasindan sonra DNA'min ligasyonunu inhibe
eder. Cin’de yetisen bir tibbi bitki olan chinense (Berberidaceae), podophyllotoxin
icermektedir (Thomas ve Victor, 2014).

Kanseri tedavi etmek i¢in diger hedefler arasinda malign kanser hiicrelerinde sinyal
iletim yollarinin proteinleri bulunmaktadir. Ornegin, emodin Cin Rheum palmatum
L.'de (Polygonaceae) bulunmustur ve Kkazeinkinaz-2'yi inhibe etmektedir.
Verbascoside, Garcinia hanburyi Hook'tan izole edilmistir ve F. Clusiaceae

telomerazi inhibe etmektedir (Thomas ve Victor, 2014).
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Telomerazlar tiimor hiicresi 6liimsiizlestirmesi i¢in gereklidir. Sinomenium acutum
(Thunb.) Magnolia officinalis (Menispermaceac) 'de bulunan ¢esitli Capsicum tiirleri
L. (Solanaceae) ve sinomeminde bulunan kapsaisin, dogal anjiyogenez inhibitérleridir

(Thomas ve Victor, 2014).
2.5  Dogal Uriinlerin Kanser Kemoterapisine Etkisi

Tarihsel olarak, ham dogal iriinde yer alan O6zler insanlar tarafindan ilaglarin
hammadesi olarak kullanilmaktadir. 19. yiizyilda, bu tiir ekstrelerden aktif bilesenleri
saflagtirmak miimkiin hale gelmistir. Ornegin, morfin, kinin, atropin ve kokain gibi
alkaloidler bu donemden giiniimiize kadar yaygin olarak kullanilan maddelerdir. Bir
ekstrakt ile karsilastirildiginda, saflastirilmis bir dogal iiriin, dozun standartlastirilmasi
ve karisimda bulunan diger bilesenler nedeniyle yan etkilerin 6nlenmesi agisindan
biiyiikk 6neme sahiptir (Koehn, 2012). Geleneksel ilaglari aragtirmanin baslangicindan
itibaren, biyolojik olarak aktif dogal tirlinlerin kesfi, 20. yiizyilda bilesenlere ve
molekiiler yapiya dayali taramayi iceren biiyilk Olgekli yeniliklere dogru
ilerlemistir. Bu yontemde, bitkiye ait hammadde 6ziitlintin kiitiiphanesi biyolojik bir
tahlil ile test edilmekte ve aktif molekiiler yapisi daha sonra aydinlatilan ayr1 ayri
bilesikleri tanimlamak {izere fraksiyonlara ayrilmaktadir (Koehn, 2012). Bununla
birlikte, dogal iriinlerin tek basina yetersiz kalmasi sebebiyle sentetik maddelerin
tiretilmesine de baslanmistir. Molekiiler diizeyde hastalik hedeflerine yonelik artan
ongoriiler ile, tibbi kimyagerler tarafindan yapilan c¢ok sayida sentetik kiiciik
molekiillii ilacin yan1 sira hiicre kiiltiirii ile yapilan biiyiik molekiiler agirlikli biyolojik
tirlinler tretilmistir. Bu nedenlerden dolay1 dogal {iriin taramasindaki asil zorluklar,

gelecekte onemli bir rol oynamaya devam edip etmeyecegi konusunda tartismaya yol

acmaktadir (Koehn, 2012).
2.5.1 Biyolojik Aktiviteye Yatkinihk

Dogal tiriinler genellikle iiretici organizmanin 6nemli kaynaklarini tiiketen cok asamali
biyosentetik yolaklarla yapilmaktadir. Bu yollarin tutulmasinin iiretici organizmaya,
kendi i¢inde veya dogal ortamindaki diger tiirlerle etkilesimlerinde olumlu bir fayda

sagladigi muhtemeldir. Ayrica, biyolojik olarak ilgili protein, sinirli sayida protein
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katlanmasi ile nispeten kiigiilmektedir. Bu nedenle, belirli bir protein ile etkilesime
girecek sekilde tasarlanmis dogal bir {iriin, terapotik bir hedef olarak ilgilenilen baska

bir proteine yiiksek afinite ile tesadiifen baglanabilmektedir (Koehn, 2012).
2.6 Sarimsagin Tibbi Degeri

Diyet faktorleri ¢esitli insan  hastaliklarinin  gelisiminde  anahtar  rol
oynamaktadir. Kiiltiirler arasinda, insan sagligini gelistirdigine inanilan bir¢ok farkli
diyet modeli vardir. Kiiltiirel farkliliklara ragmen, saglikli beslenme modellerinin bazi
ortak Ozellikleri bulunmaktadir. Bitkisel gidalari faydali diyet olarak algilanmasi

yiizyillar boyunca birgok kiiltiiriin gelenekleri tarafindan tavsiye edilmektedir.

<= | '
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Sekil 2.4 Sarimsak sogani

Sarimsak (Allium sativum L.), farkli geleneklerde profilaktik ve ayni zamanda
terapotik tibbi bitki olarak dnem kazanmistir. Botanik olarak Allium sativum, sogan,
frenk sogan1 ve arpacik soganlariyla birlikte Lillaceae ailesinin bir tiyesidir. Sarimsak,
tarih boyunca diyet ve tibbi alanda 6nemli roller oynamustir. Bu tibbi bitkiye en eski
referanslardan bazilari, muhtemelen MO 6. yiizyillda derlenen Zerdiist kutsal
yazilarinin bir koleksiyonu olan Avesta'da rastlanmistir (Banerjee ve Maulik, 2002;
Petrovska ve Cekovska 2010). Sarimsak ayrica Siimer ve eski Misirlilar tarafindan
onemli bir ilag olarak kullanilmistir. Yunanistan'daki en eski Olimpiyatlar sirasinda,
dayanikliligr arttirmak i¢in sporculara sarimsak verildigine dair bazi kanitlar
bulunmustur. Eski Cin ve Hint tibbinda ise sarimsak solunum ve sindirime yardimct

olmak, clizzam ve parazit istilasin1 tedavi etmek igin kullanilmisitir. Ortacag
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doneminde de sarimsak farkli hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir rol oynamistir, Al
Qanoon Fil Tibin {inli kitabinda (Tip Kanunu), sarimsagi artrit, dis agrisi, kronik
oksiiriik, kabizlik, parazit istilasi, y1lan ve bocek 1siriklari, jinekolojik tedavide yararh
bir bilesik olarak Onermis ve bu hastaliklarin yani sira bulasici hastaliklarda da
antibiyotik olarak etkili oldugunu ortaya koymustur. Roénesans'in baslamasiyla
birlikte, = Avrupa'da  sarimsagin  saglik  yararlarina  Ozellikle  dikkat
¢ekilmistir. Sarimsak; sagligi korunmasindaki etkileri hakkindaki yaygin inang
nedeniyle modern tibbin 6zel ilgi alan1 olmustur. Baz1 Bati iilkelerinde, sarimsak
Oziitlerinin satigi, Onde gelen receteli ilaclarin satisi ile yarismaktadir. Sarimsak i¢in
terapdtik ve Onleyici rolleri gosteren kayda deger bir epidemiyolojik kanit
bulunmamaktadir. Ancak birka¢ deneysel ve klinik arastirma, sarimsak ve 6ziitlerinin
birgok olumlu etkisini gostermektedir (Banerjee ve Maulik, 2002; Petrovska ve
Cekovska 2010).

Sarimsak soganli bir bitkidir ve yiiksekligi 1,2 m'ye kadar ¢ikabilir. Sarimsagin
bliylimesi kolaydir ve 1liman iklimlerde yetistirilebilir. Farkli tiirleri arasinda en
onemlisi sert govdeli ve yumusak govdeli sarimsak tiirleridir. Allisin (alil 2-
propenetiosiilfinat veya dialil tiyosiilfinat), sarimsak veya ¢ig sarimsak homojenatinin
sulu ekstraktinda bulunan baglica biyoaktif bilesiktir. Sarimsak kiyildiginda veya
ezildiginde, allinaz enzimi aktive edilir ve alinden alisin tiretimi gergeklesir (Banerjee
ve Maulik, 2002; Petrovska ve Cekovska 2010). Sarimsak homojenatinda bulunan
diger 6nemli bilesikler, 1 -propenil alil tiyosiilfonat, alil metil tiyosiilfonat, (E, Z) -
4,5,9-trithiadodeca-l, 6,11-trien  9-oksit (ajoen), yl-glutamil ve -S-alkil-
Likisteindir. Homejenat oda sicakliginda birkag saat inkiibe edildiginde adenozin
konsantrasyonu birkag kat artar. Yaygin olarak incelenen bir diger sarimsak preparati,
sarimsak Oziitiidiir. 1,5 yildan fazla bir siire %15-20 etanol iginde bekletilen
dilimlenmis sarimsagin, sarimsak 6ziine gore daha etkili oldugu yapilan ¢alismalar ile
tespit edilmistir (Banerjee ve Maulik, 2002; Petrovska ve Cekovska 2010). Tiim bu
stirecin 6nemli 6l¢iide allisin kaybina ve S-alililsistein, sallylmercaptocysteine, allixin,
N-0 - (Ideoxy-D-fructos-1 -il) -Larginin ve selenyum gibi bazi yeni bilesiklerin artan
aktivitesine bagli oldugu varsayilmaktadir. Tibbi olarak kullanilan sarimsak yagi,
cogunlukla buharli damitma islemi ile hazirlanmaktadir. Buharla damitilmis sarimsak

yagi, dialil, alilmetil ve dimetil mono ila heksa siilfiirlerden olugmaktadir.
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2.6.1 Ateroskleroz ve Hiperlipidemi

Sarimsagin kolesterol seviyesini diisiirme kabiliyetine sahip oldugu, bunun sonucunda
lipid peroksidasyonunu azalttigini ve plak olusumunu engelledigini iddia edilmektdir.
In vitro c¢aligmalar, diisiik yogunluklu lipoproteini (LDL) baskilama yetenegine ve
LDL'min oksidasyona karsi artan direncine sahip oldugunu acik¢a gostermistir.
Kontrollii insan g¢aligmalarindan elde edilen sonuglar, 1990'larin basinda yapilan
caligmalarla karigtirllarak etkili sonuglar1 gosterilmistir. Sarimsak ekstresi igin yeni
stireglerin gelirtirilmesine yonelik yapilan son ¢aligmalardan, 15 hiperkolesterolemi
hastasiyla yapilan bir ¢aligmada, Monascus pilosus kiifii ile fermente edilmis
sarimsaktan tretilen bir driin degerlendirilmistir. Hazirlanan preparat, tedavi
bagladiktan 2 ve 4 hafta sonra kontrol edildiginde serumdaki toplam Kkolesterol ve
diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerini 6nemli 6l¢iide diistiigii tespit edilmistir.
Trigliserid seviyesi ise, hipertrigliseridemik hastalarda bir azalmaya egilim
gosterirken, yiiksek  yogunluklu lipoprotein  konsantarsyonun degismedigi
goriilmiistiir. 60 giinliikk takviyeden sonra, diisikk yogunluklu lipoprotein, serum
trigliserit miktar1 ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein konsantarasyonlarinin sirasiyla
%21,37 ve 36,7 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir (Gebreyohannes vd., 2013).

Sekil 2.5 Ateroskleroz (URL 2020)

2.6.2 Yiiksek Tansiyonu EtkKisi

Sarimsak muhtemelen en ¢ok tansiyon kontrolii i¢in tamamlayici bir terapi olarak
popiiler hale gelmistir. Son zamanlara yapilan bir in vitro ¢alismada, sarimsak siilfiir
bilesiklerinin, kirmizi kan hiicrelerinin sarimsak organik polistilfitleri, hidrojen siilfide

doniistiiriir ve hidrojen siilifide bilinen bir endojen kardiyoprotektif vaskiiler hiicre
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sinyal molekiiliidiir. 2400 mg sarimsak tabletinin 31,2 mg allisin iceren yiiksek doz
olarak kullanmasi, diyastolik basinci 5 saatten sonra 16 mm-Hg diisiirdii bir de 415
hastadan toplanan veriler lizerine yapilan bir meta-analiz de 7,7 mm-Hg diyastolik

basincin azaldigini géstermistir (Gebreyohannes vd., 2013).
2.6.3 Kardiyovaskiiler Hastalik Uzerindeki Etkisi

Kalp ve dolasim sistemi bozukluklar1 diger hastaliklardan daha fazla yasamsal
faaliyetlere engel olmakla birlikte koroner arterlerin tikanmasi diger faktérlerden daha
fazla 6lime neden olmaktadir. Kan ve oksijen saglayan kalp ile, zamanla plak
biriktikge arterler giderek daha dar hale gelir. Ne zaman kan arz kisitlanirsa, kalbin
belirli bir kism1 oksijenden yoksun kalir ve kalp krizine yol agar. Kalp hastaliklarinin
sebeplerinden olan yiiksek tansiyon ve yliksek kan serum kolesterol seviyeleri
sarimsagin terapotik etkisinden dogrudan etkilenmektedir. Koroner kalp hastaliginda
sarimsagin roliiyle ilgili tavsanlarda deney yapildi ve 6nceden var olan aterosklerotik
birikintilerin ve lezyonlarin bile tersine ¢evrilebilecegi bulundu. Siirekli olarak
sarimsak tiiketilen Hindistan'da yapilan bir arastirmada, 432 koroner arter hastasi
rastgele iki gruba ayrildi ve yarisina siitte sarimsak suyu verildi, diger grup hastalara
sarimsak suyu verilmedi. Bu ¢alisma siiresinin {i¢ yili i¢inde, sarimsak suyu
verilmeyen grupta neredeyse iki kat daha fazla hastamin Oldiigiinii gosterdi.
Oksidanlar1 temizledigi, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
seviyelerini artirdigi, lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA'y1 inhibe ederek kolesterol sentezini azalttigi iyi gosterilmistir.
Ayrica, ndronlart norotoksisite ve apoptozdan koruyarak, bodylece iskemi veya
reperfiizyonla iligkili néronal 6liimi Onleyerek ve O0grenme ve hafiza tutulmasini
gelistirerek biligsel gerilemeyi Onlemeye yardimci olabilir. (Gebreyohannes vd.,
2013).

2.6.4 Sarmmsagm Diyabet Uzerine Etkisi

Deneysel ¢aligmalar sarimsakta belirgin bir hipoglisemik etki gosterse de, sarimsagin
insan kan sekeri lizerindeki etkisi hala tartismalidir. Birgok calisma sarimsagin

diyabetik hayvanlarda kan sekeri seviyesini diisiirebildigini gostermistir. Sarimsak,
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sicanlarda ve farelerde streptozotosin- ve ayrica alloksana bagli diyabetes mellitusta
kan glikozunun azaltilmasinda etkili olmustur. Diyabetik hastalarda sarimsagin
dislipidemiye kisa siireli faydalar1 gosterilmistir. Sarimsak, diyabetik hastalarda serum
total kolesterol ve LDL kolesterolii onemli 6l¢iide azaltmustir ve HDL kolesterolii
plaseboya kiyasla orta derecede arttirmistir (Gebreyohannes vd., 2013). Sarimsaktan
tiretilen biyoaktif bir bilesen olan Sallyl sistein, NADPH oksidaz alt birim
ekspresyonunun modiilasyonu yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyerek
diyabetik sicanlarda erektil islevi restore etmistir (Yang vd., 2013). Diyabetik
hastalarda 12 hafta boyunca metformin ve sarimsak tedavisi, aglik kan sekerini (FBG)
azaltmig, ancak FBG'deki degisim yiizdesi, yalnizca metformin kullanmak yerine
sarimsak ile takviye edilmis metformin Kullanimi ile daha da 6nem kazanmistir
(Kumar vd., 2013). Sarimsak ekstraktlari ile kronik beslenme sonucunda, kan sekeri
seviyesinde onemli bir diisiis gergeklesmistir. Bununla birlikte, bazi ¢aligmalarda ise
uygulama sonrasinda kan sekeri seviyesinde bir degisiklik olmamistir. Bu nedenle,
diyabetik hastalarda sarimsagin etki rolii daha fazla arastirilmalidir. Sarimsagin
diyabetes mellitus {izerindeki faydali etkisi esas olarak alliin, allisin, dialil disiilfiir,
dialil trisiilfiir, dialil siilfit, S-alil sistein, ajoen ve alil merkaptan gibi ucucu kiikiirt
bilesiklerinin varligina baglanmaktadir. Sarimsak ekstraktlarinin insiilin direncini

azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (Gebreyohannes vd., 2013).
2.6.5 Sarimsagin Hepatotoksisite Uzerine Etkisi

Birka¢ calisma ile, sarimsagin karaciger hiicrelerini birtakim toksik ajanlardan
koruyabildigi ortaya ¢ikmistir. Asetaminofen, bir¢ok tilkede kullanilan 6nde gelen bir
analjezik ve antipiretik ilagtir. Asirt dozun insanlarda ve kemirgenlerde
hepatotoksisiteye ve nefrotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir. Asetaminofenin
%90'indan fazlasi siilfat ve glukuronid konjugatlarina doniistiiriilmesine ve idrarla
atilmasina ragmen, kiigiik bir kismi farkli karaciger enzimleri tarafindan metabolize
edilmektedir. Bu, hiicre  proteinlerini  arttirabilir ve  toksisiteye  neden
olabilir. Sarimsagin asetaminofen kaynakli hepatotoksisiteye karsi koruyuculugu da
gosterilmistir. Gentamisin, ayrica karaciger hasari markor enzimlerinin seviyesinin
ylkselmesi (aspartat transaminaz ve alanin aminotransferaz) ve plazma albiimin

seviyesinde azalma ile ortaya ¢ikan hepatik hasar1 indiiklemektedir. Sarimsak tozunun
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diyete dahil edilmesi, siganlari gentamisin kaynakli hepatotoksisiteye karsi korur,
antioksidan durumunu iyilestirir ve oksidatif stresi modiile eder. Ayrica sarimsak,
sicanlarda nitratin  hepatotoksisite etkisini azaltmistir. Sarimsak  6zii, lipid
peroksidasyonunu azaltabilir ve antioksidan savunma sistemini gelistirebilir (Wang
vd., 1996).

2.6.6 Antimikrobiyal Ozellikler

Sarimsak, ¢esitli toplumlarda yiizyillar boyunca bulasici hastaliklarla miicadele etmek
icin kullanilmigtir. Tarihsel olarak, Louis Pasteur'un 1858'de sarimsagin antibakteriyel

ozelligini ilk kez tanimladigina inanilmaktadir.

Sekil 2.6 Allisin Igeren Sarimsak Ekstraktlarmin Burkholderia cepacia Kompleksine Karsi
Antimikrobiyal Aktivitesi (Wallock vd., 2014)

Daha yakin zamanda, sarimsagin gram-pozitif, gram-negatif ve aside direngli bakteri
gruplarina kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Bunlar arasinda Salmonell Candidanin,
Escherichia coli, Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus aureus, Salmonella,
Klebsiella, Micrococcus, Bacill subtulis, Clostridium, Mycobacterium ve
Helicobacter bulunmaktadir (Harris vd., 2001; Goncagul ve Ayaz, 2010). Sarimsagin
faydali bagirsak mikroflorasi ile potansiyel olarak zararli enterobakteriler arasinda
farkli bir inhibisyon uyguladigi ortaya konulmustur. Sarimsaklarin antibakteriyel
aktivitesi yaygin olarak allisine baglanmaktadir. Allisinin stilthidril degistirme

aktivitesine sahip oldugu ve silthidril enzimlerini inhibe edebildigi
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bilinmektedir. Sistein  ve glutatyon, allisin tiyolasyon aktivitesine karsi
koyar. Sarimsak 6zii ve allisinin bazi vankomisine direngli enterokoklar iizerinde
bakteriyostatik etkiler gosterdigi bilinmektedir. Vankomisin ile kombinasyon halinde
kullanildiginda inhibitdr bir sinerjizm gozlenmistir (Goncagul ve Ayaz, 2010;
Gebreyohannes vd., 2013). Allisinin, vankomisin direncini kodlayan ve vankomisine
duyarliligi artiran TN1546 transpozon enzimleri lizerindeki siilthidril gruplarim
modifiye ettigi diisiiniilmektedir. Farkli dis sarimsak ekstraktlarinin insan dental plak
mikrobiyotasina kars1t antibakteriyel etkisi in vitro c¢aligmada gosterilmistir
(Houshmand vd., 2013). Siprofloksasin ile sarimsak oziitii arasindaki sinerjizm
gosterilmis ancak ampisilin ve sarimsak ozleri arasinda dogru bir oranti oldugu
gosterilmemistir (Zain al-abdeen vd., 2013). %95 etanol ile ekstrakte edilen sarimsak
ve zencefil rizomlarmin karanfilleri, ¢oklu ila¢ klinik patojenlerine karsi anti-
bakteriyel aktiviteye sahip olduklart bilindigi i¢in ilaca direngli mikrobiyal
hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilabilmektedir. Pseudomonas aeruginosa, karigima
en duyarli mikroorganizmadir (Karuppiah ve Rajaram, 2012). Sarimsak ayrica ¢oklu

ilag uygulamasina direngli tiiberkiiloz iginde bir tedavi olarak onerilmistir.

2.6.7 Antiprotozoal Aktivite

Cesitli calismalar, parazite kars1 sarimsak ekstraktlarinin ve fitokimyasallarinin anti-
protozoal aktivitesini bildirmistir. Ornegin; bir in vitro calismada, akéziin, etanolik ve
diklorometan A. Sativum o6zleri, Haemonchus'a karsi antihelmintik aktivite
sergilemistir. Sarimsagin etanolik 6ziiti Haemonchus contortus igin en etkili olan
ekstrakt olmustur. Sulu sarimsak Oziitii ise Trichuris muris ve Angiostrongylus

cantonensis'e karsi giiglii aktivite gostermistir (El-Saber Batiha vd., 2020).

Sarimsak ektraktinin Blastocystis spp. tiirlerinin biiylimesini in vivo olarak inhibe
ettigi  gosterilmistir. Bu sarimsak o6zlerine atfedilen antimikrobiyalaktivitenin
fitokimyasallar ile saglandigi, 6rnegin tiyosiilfinatlarin, birka¢ mikroorganizmada
bulunan tiyol enzimlerinin inhibisyonu ile ilgili olan, antibakteriyel aktiviteye sahip
biyoaktif bilesiklerden biri oldugu bildirilmistir. Allisin ayn1 zamanda, parazitin
RNA'sinin yani sira DNA ve protein sentezini Onleyerek etki etmektdir. Bununla

birlikte, allisin ve sarimsak 6ziinden izole edilen fitokimyasallardan olan DATS,
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Entamoeba histolytica, Plasmodium falciparum, Babesia, Theleria, Trypanosoma
brucei ve Giardia lamblia'ya kars1 antiparazitik aktivite gostermistir. Ajoen ise ayrica
insan glutatyon rediiktazin1 ve T. Cruzi'nin tripanothione rediiktaz enzimi inhibe
ederek antiparazitik aktivite sergilemistir. Sarimsak yaginin ayrica Cochlospermum
planchonii, Plasmodium, Giardia, Leishmania ve Trypanosoma gibi
mikroorganizmalar tizerinde genis spektruma yonelik aktivitesi bildirilmistir (EI-Saber
Batiha vd., 2020).

2.6.8 Antifungal Aktivite

Antifingal aktivite ilk olarak 1936 yilinda Schmidt ve Marquardt tarafindan
epidermofit kiiltiirleriyle ¢alisirken bulunmustur. Candida, Torulopsis, Trichophyton,
Cryptococcus, Aspergillus, Trichosporon ve Rhodotorula dahil olmak iizere bir¢ok
mantar sarimsaga karsi hassastir. Sarimsak ekstraktlarinin oksijen alimimni azalttigy,
organizmanin bilylimesini azalttigi, lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezini
engelledigi ve hiicre membranlarina zarar verdigi bilinmektedir. Bir saf allisin
Orneginin antifungal oldugu gosterilmistir. Allisinin ¢oziicti ekstraksiyonu ile
reaksiyondan  uzaklastirilmasi  antifungal  aktiviteyi  azaltmistir. Sarimsak
bilesenlerinden biri olan dialil tristilfit, kriptokokal menenjit, ajoene ve Aspergillus'a
kars1 etkinlik gostermistir. Tiyolun aktiviteyi azalttigi ve tiyol oksidasyonunun allisin
tarafindan bloke edildigi diistintilmiistiir (Marchese vd., 2016; Fufa, 2019).

Solunum aktivitesinin inhibisyonunun, siiksinat dehidrojenazin inhibisyonuna bagl
oldugu diisiiniilmektedir. Candidanin yapismasi Sarimsak 6zii varliginda biiyiik 6l¢iide
azalmaktadir. Yine, bu etki tiyol bilesikleri ilave edilerek azaltilir. Aspergillus niger,
C. Albicans ve Paracoccidiodes dahil olmak iizere baz1 mantar biiyiime karigimlarina
ajoen eklenmesi, allisin ile deneyimlenenden daha diisiik konsantrasyonlarda
inhibisyon ile sonuglanmistir. Allisin veya allisin tiirevli bilesenler olmadan sarimsak
oziitli ile yapilan ¢aligmalarda in vitro antifungal aktivite goriilmemistir. Bununla
birlikte, enfekte farelere verildiginde, goriilen organizma sayisi yaklasik %80'lere
diismiistiir. Ayrica sarimsagin, havadaki patojen Botrytis cinerea ve Trichoderma

harzianum olmak {izere iki tiir Tlizerinde antifungal etkiler sergiledigi
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bildirilmistir. Protez stomatitli hastalarda nistatin yerine sarimsak kullaniminin daha

fazla faydasi oldugu bildirilmistir (Marchese vd., 2016; Fufa, 2019).

Sekil 2.7 Sarimsagin antifungal aktivitesi (Li vd, 2016).

2.6.9 Antiviral Aktivite

Sarimsaklarin antibakteriyel etkisine kiyasla, antiviral 6zelliklerinin arastiriimasi
iizerine ¢ok az calisma yapilmistir. Az sayida ¢alisma, sarimsak 6ziitiiniin influenza A
ve b'ye, sitomegaloviriis, rinoviriis, HIV, herpes simpleksine karst in vitro aktivite
gosterdigini bildirmistir (Harris vd., 2001). Allisin, dialil trisiilfid ve ajoen'in viriis 1
herpes simplex, viriis 2 viral pndmoni ve rotaviriise kars1 aktif oldugu gosterilmistir.
HIV durumunda, ajoenin integrin bagimli siirecleri inhibe ederek etki sagladigi
diistintilmektedir. Alil alkol ve dialil distilfiiriin HIV ile enfekte olmus hiicrelere karsi
etkili oldugu da kanmitlanmustir (Harris vd., 2001). Allisin veya S-alil sistein ile
herhangi bir aktivite gézlenmemistir. Goriinlise gore sadece allisin ve allisin tiirevi
maddeler aktiftir. Birlikte alindiginda, sarimsak ekstraktinin etkileri ilact faydali
yapmaktadir. Sarimsagin soguk alginliginin 6nlenmesi veya tedavisinde etkileri ile
ilgili klinik calismalar yetersizdir. Bir g¢alismada, sarimsagin soguk algmligimnin

olusumunu 6nleyebilecegi, ancak bu bulguyu dogrulamak icin daha fazla ¢alismaya
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ihtiya¢ oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, sarimsaklarin soguk alginligi
tizerindeki etkililik iddialarmin biiyiik 6l¢iide diisiik kaliteli kanitlara dayal oldugu
goriilmektedir. Birgok iilkede klinik tedaviler i¢in sarimsak 6ziitii kullanilmistir ancak
uzun siireli uygulamayi takiben istenmeyen bulgulara da tam olarak dikkat
edilmelidir. Sarimsak ve tiirevleri hakkinda birgok ¢alisma yapilmis olsa da, sarimsak
ekstraktinin tam biyolojik mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi iizerine ¢aligmalar

halen devam etmektedir (Harris vd., 2001).

2.6.10 Anti-Tumor Aktivite

Birgok in vitro ve in vivo ¢alisma, sarimsak oziitlerinin ve ilgili bilesenlerinin kanseri
onleyici etkilerini ortaya koymustur. Sarimsagin, antikanser 6zelliklere sahip ¢ok
sayida giiclii biyoaktif bilesigi ve dnemli olarak alilsiilfid tiirevlerini biiyiik dlgiide
icerdigi bulunmustur (Thomson ve Ali, 2003; Khanum vd., 2004). Farkli sarimsak
tiirevlerinin, karsinojenezde, DNA sentezi, mutajenez, serbest radikallerin atilmasi,
hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinin yani sira anjiyogenez gibi artan sayida
molekiiler mekanizmay1 modiile ettigi bildirilmistir. G2/M fazinda meydana gelen
hiicre dongiisii  blokaji ile kanser hiicrelerinin biiyiime hizi sarimsak ile
azaltilabilmektedir. ABD Ulusal Kanser Enstitiisii 1990 yilinda, hangi gidalarin
kanserin Onlenmesinde O6nemli bir rol oynadigini belirlemek i¢in Tasarimci Gida
Programini baslatmis ve yapilan bu programda sarimsagin, kanser 6nleyici 6zelliklere

sahip en gii¢lii yiyecek olabilecegi sonucuna varilmistir.

Kemirgenlerde, sarimsak ve bilesenlerinin karacigerde kimyasal olarak indiiklenmis
timorlerin gelisimini engelledigi bildirilmistir (Thomson ve Ali, 2003; Khanum vd.,
2004). Kolon, prostat, mesane, meme bezi, 6zofagus, akciger ve cilt tiimérlerinin hem
kemirgen hem de insan c¢alismalarinda hastalik {izerindeki ilerleyisi takip
edilmistir. Sarimsaktan izole edilmis bir organosiilfiir bilesigi olan dialil trisiilfiir
(DATS), hem in vitro hem de in vivo arastirmalarda antikanser aktivite
gostermistir. DATS'n prostat epitel hiicrelerine karsi sitotoksisitesi, PC-3 kanser
hiicrelerinin aksine azalmistir (Borkowska, 2013). Sarimsak ve bilesenlerinin olasi
antikarsinojen  mekanizmalari,  karsinojen  aktivasyonun  inhibisyonunu,

detoksifikasyonun arttirilmasini, atilimi ve DNA'nin korunmasini, aktive edilmis
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karsinojenlerden korunmay1 saglamistir. Ayrica, DATS timor kiitlesini ve timor
igindeki mitotik hiicre sayisimi azaltmigtir. DATS tiimoérlerde mitozu ve histon
deasetilaz aktivitesini azaltmigtir, H3 ve H4'liin artan asetilasyonu, hiicre dongiisii
ilerlemesini inhibe etmistir ve tiimor onleyici belirtegleri azaltmistir (survivin, Bcl-2,
c-Myc, mtor, EGFR, VEGF) (Wallace vd., 2013). Sarimsak bilesenlerinin,
karsinojenlerin DNA'ya kovalent baglanmasin1 engelledigi, karsinojenlerin
bozulmasi arttirdigi, anti-oksidatif ve serbest radikal stipiiriicii 6zelliklere sahip
oldugu, hiicre proliferasyonunu, apoptozunu ve bagisiklik yanitlarini diizenledigi
bulunmustur. Yagda ¢oziintir kiikiirt agisindan zengin bilesik ve sarimsak tiirevi dogal
bilesik olan ajoenin, 16semili hastalarin diger kan hiicrelerine ek olarak 16semik
hiicrelerde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Peroksit {iretiminin uyarilmasi,
kaspaz-3 benzeri aktivasyonu ve kaspaz-8 aktivitesi yoluyla insan 16semi hiicrelerinde
ajoene bagli apoptoz gergeklesmektedir. Sarimsak, bir meme kanseri baskilayicisi olan
eikosapentaenoik asidin etkisini sinerjize etmekle birlikte bir meme kanseri arttirici
olan linoleik asidin etkisini antagonize etmektedir (Tsubura vd., 2011). Ajoenin bir
insan timdr hiicresi soylarina kars1 anti-proliferatif aktivitesi gosterilmistir. Ayrica
allisin, insan meme endometriyal ve kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe eder. Biiyiime inhibisyonuna, hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin WIG1 ve g2Ilm
fazinda birikmesi eslik eder. Bu nedenle allisin, sarimsak tiirevlerinin anti-proliferatif
etkisinden de sorumludur. Dialil siilfit ve dialil disiilfiir, insan promiyelositik 16semi
hiicrelerinde arilamin Nasetiltransferaz aktivitesini ve 2- aminofloren-DNA'y1 inhibe
eder (Lin vd., 2002). Sarimsak gibi selenyumla zenginlestirilmis bitkilerin tiiketimi ile
bazi malignite risklerinin azaltilmasi 6nerilmistir (Thomson ve Ali, 2003; Khanum vd.,
2004). DATS, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri, DNA hasar1 seviyelerini arttirarak
endoplazmik retikulum stresini ve mitokondri aracili apoptozu indiikleyerek insan
melanomu A375 hiicrelerinin ve bazal hiicreli karsinom hiicrelerinin biiyiimesini

inhibe etmektedir (Wang vd., 2010).

2.7  Siyah Sarimsak

Sarimsak isleme {iriinleri arasinda siyah sarimsak, piyasadaki en iyi bilinen
fonksiyonel gidalardan biri olarak ortaya c¢ikmaktadir. Cig sarimsakla

karsilastirildiginda, siyah sarimsak, tipik bir siyah renge, tath bir tada ve rahatsiz edici
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koku icermeyen ¢igneme yapisina sahiptir. Ayrica, siyah sarimsagin antikanser, anti-
obezite, immiinomodiilator, hipolipidemik, antioksidan, hepatoprotektif ve
noroprotektif etkiler dahil olmak Ttzere cesitli biyoaktiviteleri literatiirde yer
almaktadir. Fakat, siyah sarimsak ve onun terapétik etkilerinin temelden klinik

arastirmalara kadar sistematik bir incelemesi hala eksiktir (Tran vd., 2019).

Lezzeti ve bol miktarda biyoaktif bilesigi nedeniyle, siyah sarimsak, son yillarda
tiikketim talebinde ve karliliginda dikkat ¢ekici bir biiylime ile nutrasétikler fonksiyonel
gida pazarinda en ¢ok bilinen ve 6ne ¢ikan liriinlerden biri haline gelmistir. Ayrica,
siyah sarimsak sadece tiiketicinin ilgisini degil, ayn1 zamanda {iretim prosediiriiniin
tyilestirilmesi ve siyah sarimsaktan yeni isleme iirlinlerinin inovasyonu konusunda

arastirmaci ve treticilerinde dikkatini ¢ekmistir (Tran vd., 2019).

2.7.1 Siyah Sarimsagin Antikarsinojenik Etkisi

Son yillarda siyah sarimsagin antikanser etkisi i¢in literatiire eklenen kanitlarin
sayisinin artmastyla, bazi arastirmacilar siyah sarimsagin mide kanserinden 16semiye
kadar kanseri 6nlemek ve tedavi etmek igin bir diyet tiriinii olarak kullanilabilecegini

One stirmiistiir.

Kanser hastaliklarinin tedavisi sirasinda hiicre dongiisiinii durdurmasi, apoptoz, timor
biiylimesinin inhibisyonu ve istilas1 dahil olmak tizere farkl etkileri, Siyah sarimsagin
antikanser etki mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir. 2011 yilinda Wang ve ¢alisma
arkadaslari, siyah sarimsagin sulu Oziitiiniin hiicre ¢ogalmasini onleyebilecegini ve
insan mide kanseri hiicre dizisi olan SGC-7901 hiicrelerinin apoptozunu doza bagl
olarak tetikleyebilecegini 6ne slirmiislerdir. Arastirmacilar ayrica, siyah sarimsagin
timoOr tasiyan farelerde timor biiyiimesi {izerindeki inhibe edici etkisini
gozlemlemislerdir (Wang vd., 2012). Bununla birlikte, siyah sarimsak anti-invazif
etkiye sahiptir ve baglanti sikiliginin artmasinda rol oynayan matriks
metaloproteinazlardan MMP-2 ve MMP-9'un asagi regiilasyonu yoluyla metastaz ve
invazivligin aracilar1 olarak insan mide karsinomu AGS hiicrelerinde timor

metastazint 6nlemektedir (Shin vd., 2010).
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Siyah sarimsagin kolon kanseri hiicre dizisi {izerindeki antikanserojen etkisi de
gosterilmistir. Ayrica, siyah sarimsagin alkollii oziitii ile tedavide PTEN'i ve
fosfatidilinozitol 3-kinaz protein kinaz B (PI3K/Akt) sinyal iletim yolunun tyeleri
olan Akt/pAkt ekspresyonunu azaltabilir. Bu da p70S6K 1 proteininin modiilasyonuna,
apoptozun indiiksiyonuna yol acar ve HT29 insan kolon kanseri hiicre hattinin hiicre
dongiisiiniin durdurulmasimi saglar (Dong vd., 2014). Park ve arkadaslari, siyah
sarimsak heksan 6ziitlinlin, insan histiositik lenfoma olan U937 hiicrelerinin hiicre
canliligini azaltabilecegini bildirmistir. Siyah sarimsagin heksan 6ziitiiniin, apoptoz ile
ilgili proteinlerin ifadesinin degistirilmesi yoluyla hem i¢sel hem de digsal yollarin
indiiksiyonunu sergiledigini bulunmustur. Siyah sarimsagin 6liim reseptorii (DR) -4
ve Fas ligandini yukar1 diizenledigini, Bax/Bcl-2 oranini artirdigini ve sadece endojen
mitokondriyal yolu degil ayn1 zamanda 6liim reseptorii aracili apoptotik yolu da igeren
Bid proteininin kesilmesini indiikledigini bulmuslardir (Park vd., 2014). Baz
arastirmacilar ayrica, siyah sarimsagin hiicre biiylimesini inhibe edebilecegini ve
akciger kanseri hiicre dizisi olan Lewis hiicrelerinin iyonlastiric1 radyasyona karsi

duyarliligin1 artirabilecegini kanitlamiglardir (Yang vd., 2013).
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3. HUCRE KULTURUNUN TEMEL iLKELERi

Hiicre kiiltiirii glinlimiizde tiim diinyada yaygin olarak uygulanmaktadir. Hiicrelerin
viicut disinda bliylimesini ve korunmasinmi saglamak icin gerekli teknikler 20. yiizyil
boyunca gelistirilmistir. {1k insan kanseri hiicre dizisi olan HeLa'nin yaymlanmasindan
bu yana gegen yaklasik 75 yil i¢inde, insan kanseri spektrumunun ¢ogunu temsil eden
binlerce hiicre dizisi tiiretilmistir. Hiicrelerin in vitro c¢alisilmasiyla elde edilen
verilerin yorumlanmasinda dikkatli olunmasi gerekmekle birlikte, kanser gibi
karmagik bir hastaligin arastirilmast sirasinda olayin bilesen parcalarina

basitlestirilmesi imkani bulunmaktadir (Langdon, 2010).

3.1 Hiicre Kiiltiiriinde Temel Gereksinimler

Hiicrelerin kiiltiirde gelismesi igin gesitli kosullarin yerine getirilmesi gerekir. In vivo
ortamda, hiicre sagligi icin beslenme ve c¢evre kosullarinin uygun olmasi
sarttir. Beslenme, serum ilavesi olan veya olmayan ortamlar tarafindan
saglanmaktadir. Yapiskan hiicreler i¢in, bir yiizeye (genel olarak plastik) baglanma
onemlidir, ancak karbondioksit ve oksijen seviyelerinin belirli sinirlar i¢inde tutulmasi

da gerekmektedir (Langdon, 2010).

3.1.1 Ortam Kosullari

Glinlimiizde hiicre kiiltiiriinde kullanilmakta olan sentetik ortam 1950'lerde
gelistirilmistir. Bu bazal ortamlar amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler ve tuzlar
icermektedir. Serum, biiylime faktdrleri ve hormonlar gibi diger bilesenler, biiyiime
icin gerekli tam karisimi saglamak tizere bazal ortama eklenmektedir. Temel besi
yerinin/stvisinin en temel bilesenleri, 6rnegin Eagle'in bazal ortamimi (BME)
icerenlerden, ortam-199 gibi ¢cok daha genis bir bilesen araligina sahip olanlara kadar
degisir. Ortam ayrica ideal bir sekilde sabit bir pH saglamak i¢in tamponlanmalidir ve
pH 7,4 civarinda olmalidir (Langdon, 2010).

Gelistirilen ilk besiyeri ortamindan biri BME’dir. Bu, Harry Eagle'in hem normal hem

de habis hiicre tiplerini destekleyecek bir ortami tanimlama ¢alismalarindan ortaya
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¢ikmistir. Bu ortam daha sonra bir dizi uygun ortam iiretecek sekilde modifiye
edilmistir. Tek tek amino asitlerin miktarlarinin artirtlmasi, Eagle'in minimum temel
ortamin1 (MEM) verirken, Dulbecco’nun modifiye Eagle ortami (DMEM), glikoz
iceriginin 4,5 kat, amino asit ve vitamin igeriginin dort kat artirilmig

konsantarasyonlarini igermektedir.

Vasat, ticari olarak gesitli formatlarda tiretilebilmektedir. Bunlar, normal bilesimde ve
diistik raf dmriinde ortamlar (raf 6mrii, 9-12 ay), seyreltilmis konsantreler (genellikle
10X) (raf omrii, 12-24 ay) ve uzun raf dmriine sahip toz ortam ( 2-3 yil) seklinde
tiretilebilmektedir. Konsantreler ve toz ortam, steril su ilavesini gerektirmekte olup,
pH ayarlamasi i¢in sodyumbikarbonat tampon sistemi kullanilmaktadir (Langdon,
2010).

3.1.2 Serum

Ortam, hiicre biiyimesi i¢in gerekli olan temel besin maddelerinin bir¢gogunu
icermesine ragmen, serum tarafindan temel olarak kullanilan anahtar elementler
saglanmaktadir. Serum, in vivo hiicre ortaminda bulunan in vivo hormonal, besinsel
ve stromal elementlerin ¢gogunu degistirebildigi dlcilide kiiltiirdeki hiicrelerin hayatta

kalmasini ve biiylimesini desteklemektedir (Langdon, 2010).

Serum proteinleri arasinda hormonlar, biiyiime faktorleri, lipitler, tasima (baglayici)
proteinler, enzim kofaktorleri ve baglanma faktdrleri bulunmaktadir. Serumun
bireysel bilesenlerinin konsantrasyonlari, iiretiminde kullanilan hayvanlarin yasina ve
saglik durumuna gore degismektedir ve bu nedenle, insan ve at serumlari da
kullanilmasina ragmen, ¢ogu kanser kiiltiirii galismasi igin fetal ve yenidogan buzagi

serumlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Langdon, 2010).
3.1.3 Serum i¢ermeyen Vasat

Serum kullanimi, kiiltiirde birgok hiicre tipinin biiyiimesini desteklemektedir, ancak
bunun kullanimu ile iliskili bir takim dezavantajlar da bulunmaktadr. ilk olarak, ortam
bilesenleri agik¢a tanimlanmis olmasina ragmen, karistirillarak kullaniminda

uygulanan maddelerin  bilesimine  bagli  olarak yapisinda  degisiklikler
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olusacaktir. Bilesimdeki bu farkliliklar, biiyiime hizi, baglanma ve diger fonksiyonel
u¢ noktalar dahil olmak iizere bir dizi parametre iizerinde bazi degisiklikler meydana
getirmektedir. Son olarak, serum {iriinleri giiniimiizde rutin olarak kontrol edilmesine
ragmen, gecmis donemlerde elde edilenlerde kirleticiler, 6zellikle viriisler siklikla
bulunmaktaydi. Bu nedenlerden dolayi, maliyet ve daha fazla tekrarlanabilirlik
hususlariyla birlikte, tamamen tanimlanmis ortamin kullanimina gegis saglanmistir

(Langdon, 2010).

3.1.4 Substrat

Kiiltlirde biiyiime ve farklilagma i¢in hemen hemen tiim kanser hiicreleri, bir substrat
ile etkilesime ihtiya¢ duyar. Cogu kanser hiicresi plastik veya cam flizerinde tek
tabakalar halinde ¢ogalir. En 6nemli istisnalar sirasiyla tek hiicreli ve hiicre kiimeleri
olarak siispansiyonda biiylimeyi tercih eden hematopoietik hiicre dizileri ve en kiigiik
hiicreli akciger kanser hiicre dizileridir. Polistiren en yaygin kullanilan plastiktir,
ancak polikarbonat, politetrafloroetilen ve polivinil gibi diger substratlar da
mevcuttur. Bu plastikler, yiiklii bir ylizey tiretmek i¢in 1s1nlama veya kimyasallarla
islem gerektirir. Substrat hiicre dis1 matris (ECM) bilesenleri ile kaplanarak hiicre
yapismasi biiyliik Olciide arttirilabilir. Yaygin olarak kullanilan ECM proteinleri
arasinda kolajen, fibronektin ve laminin bulunmaktadir. Alternatif olarak, substratlar
serum ile veya ECM molekiilleri iireten hiicreler tarafindan sartlandirilmis ortam ile

onceden kaplanabilir (Langdon, 2010).

3.1.5 Fiziki Cevre

Optimal hiicre biiyiimesi icin fiziksel ortam kosullarinin belirli sinirlar iginde
korunmasi gerekir. Cogu memeli kiiltiirii i¢in, tercih edilen sicaklik 36,5 © + 1 °C'dir
ve hiicreler daha diisiik sicakliklarda biiyiiyebilse de, 40 °C’ nin {iizerindeki
sicakliklarda hizla oliirler. Kiiltiir ortamlari, genellikle bir CO2 atmosferi gerektiren
tamponlama sistemleri igerir ve siklikla %5 CO2 tercih edilir. Cogu kanser hiicresi 7,2—
7,4 civarinda bir pH degeri gerektirir ve hiicre bilyiimesi, ortami asitlestiren solunum
yan iiriinleri iirettiginden ortam diizenli olarak degistirilmelidir. Ortama yaygin olarak

eklenen pH gostergesi ph 6,5'te sar1, pH 7,0'da turuncu, pH 7,4'te kirmizi ve pH 7,8'de
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mor olan fenol kirmizisidir, ve kiiltiiriin pH durumunun basit bir gorsel gostergesini

olusturmaktadir (Langdon, 2010).

Son olarak, ortamdan suyun buharlagsmasi, sonunda hiicre lizisine neden olabilecek tuz
seviyelerini konsantre edeceginden, nem seviyeleri dnemlidir. Optimal biiyiime i¢in,

medyanin ozmolalitesi nispeten dar siirlar i¢inde tutulmalidir.

3.2 Birincil Hiicre Kiiltiirii

Birincil kiiltiir, yani bir kigsiden kurulan baslangig kiiltiirii, orijinal doku ile en yakindan
iligkili durumu temsil eder. Kullanilan birincil malzeme, hiicrelerin dogrudan
fragmandan goc¢ edebilecegi ve biiyiiyebilecegi substrata tutturulabilecek bir fragman,
ornegin bir eksplantin mekanik veya enzimatik yollarla tek parcaya ayrilabilen timor

materyali olabilir.

Malzemenin kaynagi, bu islemin etkinligi tizerinde Kritik role sahip olabilir. Kiiltiirler,
stispansiyonda halihazirda hiicreleri iceren primer asit veya plevral efiizyonlardan kati
tiimorlerden daha kolay olusturulur. Ayristirmak i¢in rutin olarak kullanilan enzimler

arasinda tripsin ve kollajenaz bulunmaktadir (Langdon, 2010).

3.3 Kanser Hiicre Hatlar:

Birincil kiiltiiriin - 6tesinde bir kiiltlirtin - gelistirilmesi  bir “hiicre hatt1” ile
sonuglanir. Bir hiicre hattinin 6nemi, tekrar ¢alismalar1 i¢in yenilenebilir bir hiicre
materyali kaynagi saglama yeteneginde olmasidir. Hiicre hattt modelleri, orijinal
kanserin ozelliklerini yansitmalidir, 6rnegin; bagisiklik yetersizligi olan farelere
nakledildiginde histopatolojinin korunmasi, genotipik ve fenotipik &zellikler, gen
ekspresyonu ve ilag duyarliliginin olmasidir. Bununla birlikte, genellikle in vitro
bliylime i¢in secilen zayif farklilasmis tiimorlerden siklikla hizli biiyiiyen hiicre
dizileri oldugundan, yaygin kullanimdaki hiicre dizileri her zaman klinik hastaligin

cogunda bulunanlari yansitmayabilir (Langdon, 2010).

Hemen hemen her tiir kanser hiicresi kiiltlir ortaminda yetistirilebilir. 1960'larin

basinda Hayflick ve Moorhead'in klasik ¢alismalari, diploid insan fibroblastlarinin
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“kriz” ve yaglanmaya girmeden once kiiltiirde sinirli sayida boliinmeye (yaklasik 50)
maruz kalabilecegini gostermistir. Cogu kanser hiicre dizisi belirsiz sayida boliinmeye
baglar ve Olimsiiz hiicre hatlar1 binlerce boliinmeye kadar uzanabilir. Bir hiicre
dizisinin "siirekli" olabilmesi igin, baslangi¢ kiiltiiriinde siiresiz olarak boliinme
kabiliyetine sahip hiicrelerin diigiik seviyelerde bulunmasi veya hiicrelerin
"transformasyon" gegirmesi gerekir. Bu doniisim kimyasal veya viral yollarla
saglanabilir. Yeni bir hiicre hatt1 olusturulduktan sonra, kontaminasyon igermedigi

karakterize edilmeli ve dogrulanmalidir (Langdon, 2010).
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4. MATERYAL ve METOD

Yiirtitiilen yiiksek lisans tezinde, antikarsinojenik etkisi halk arasinda bilinen ydreye
0zgii, cografi tescil isareti olan Tagkoprii sarimsaginin farkli yontemler kullanilarak
elde edilen oziitleri ile kolon kanserinin tedavisine yonelik antikarsinojenik reaktif

arastirmalar1 gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda antikarsinojenisitesi arastirilan reaktif maddelerin, saglikli
hiicrelere olan etkileri kemik iligi mezankimak kok hiicreleri kullanilarak tespit
edilmistir. Kemik iligi mezankimak kok hiicreleri, yiiksek plastisiteye sahip olmasi
nedeniyle basta bag dokusu hiicreleri olmak iizere ¢ok sayida viicut hiicresine
farklilasabilme kapasitesine sahip olmasi nedeniyle kontrol grubu analizleri i¢in tercih
edilmistir. Sonug olarak, hazilanan sarimsak ektratlarinin Kolorektal kanser hiicreleri
ile kemik iligi mezankimak kok hiicreleri lizerine olan olasi etkileri karsilagtiriimali

olarak test edilmis ve bulgular1 birlikte degerlendirilmistir.

41  Materyal

Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalarda yerine gore analitik saflikta yerine gore daha
yiiksek saflikta reaktifler kullanilmigtir. Sarimsak olarak Kastamonu Ili Taskdprii
ilcesinde yetisen ve cografi tescili almis olan Taskdprii Sarimsagi ve bu sarimsagin 1sil

fermantasyonu ile iiretilmis siyah sarimsak kullanilmistir.

Maserasyon yagi elde etme ¢alismalarinda kullanilacak olan zeytin yagi piyasadan saf
sizma zeytin yagi olarak satin alinarak, serbest yag asidi miktar1 dlgiildiikten sonra
kullanilmistir. Calismalarin temelini olusturan sarimsak, cografi yer isareti almis olan
Kastamonu-Tagkoprii  sarimsagi lreticiden satin alinarak kullanilmistir.  Siyah
sarimsak, Kastamonu-Tagkoprii sarimsaginin 1s1l fermantasyonu ile laboratuvarda elde

edilerek kullanilmustir.

Hiicre kiiltiirii islemlerinde kullamlan a-MEM (Sigma, ABD), FBS (EC, Italya),
penisilin streptomisin (Sigma, ABD), MTT (Serva, Almanya) satin alinarak

kullanilmustir.
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4.2 Metot

Tez ¢alismas1 kapsaminda yapilacak islemlerde belirli bir diizen takip edildi. Bu
islemler asagida listelendi. S6z konusu islemlerin ardindan elde edilen sonuglar SPSS

ve dgrenci t-testi ile degerlendirildi.

— Zeytin yaginin yag asitliginin tayini

— Sarimsak ekstraktlarinin hazirlanmasi

— Sarimsak yaglarinin LC-MS-MS ve GC-MS analizleri

— Sarimsak yaglarinin FTIR analizi

— Kaolon kanseri (HCT116) ve kemik iligi Mezankimal Kok Hiicre Hatlarinin
(kiMKH) hazirlanmast

— HCT116 ve kiMKH 96-kuyucuklu petrilere ekimi

— Hazirlanan reaktiflerin ve kontrol olarak saf zeytinyagi ve cisplatin ile
sistotoksik analizler ve MTT sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi ile IC50

degerinin tespiti

4.2.1 Serbest Yag Asitliginin Tayini

Yaglarda, serbest yag asitleri toplami, oleik asit yiizdesi olarak belirtilmektedir.
Yaglardaki asit sayisi ise 1 gram yagin notrlestirilmesi i¢in gerekli potasyum hidroksit
veya sodyum hidroksidin mg olarak agirligi seklinde tanimlanmaktadir ve buna asit
ylizdesi de denilmektedir. Maserasyon islemlerine baslamadan once, zeytin yagi
icerisindeki serbest yag asiti miktar tespit edildi. Serbest yag asiti miktar1 yagdan
almman numunenin, etanolde hazirlanmis 0,1 N KOH ile titre edilmesi ile tespit edildi.
Analiz numunesinin serbest yag asitligi kiitlece ylizde deger olarak ve genellikle oleik

asit lizerinden asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi.

Harcanan her ml 0,1 N KOH 0,028 g oleik aside es degerdir. Buna gore;

%Serbest Yag Asidi=V/m x 0,028 x 100 (%oleik asit cinsinden)

Burada: V= Titrasyonda harcanan 0,1 N etil alkollii potasyum hidroksit ¢ézeltisi hacmi

(ml) m= Alinan numunenin kiitlesi (g).
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Titrasyon sonucunda serbest yag asiti miktar1 %1’in altinda kaldig1 (%0,8) i¢in serbest
yag asitligini diisirmek igin ek bir islem yapilmasina gerek goriilmedi ve diger

islemlerde dogrudan kullanildi.

4.2.2 Siyah Sarimsagin Hazirlanmasi

Siyah sarimsak eldesi i¢in orta boy dis biiyiikligiine sahip Taskoprii sarimsagi
kullanildi. Sarimsaklar kabuklarindan ayrilmadan saplarindan temizlendi. Sonra, hava
ve nem giris-¢ikisina izin veren ventilasyon kapakli plastik kaplara konuldu.
Sonrasinda, 60°C’ta ayarli %90 nem ayarlh 6zel iiretim nem kabininde (Elektromag,
Tiirkiye) 40 giin siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda fermantasyonu tamamlanarak
elde edilen siyah sarimsaklar daha sonraki islemlerde kullanilmak iizere 4°C’ta

muhafaza edildi.

Sekil 4.1 Siyah sarimsaklar, ham Task6prii sarimsaklariin nem ayarl etiivde 40 giin
inkiibasyonu ile hazirlandi. Inkiibasyon sonucu olusan siyah sarimsaklar elde edildi.

4.2.3 Ekstraksiyon Calismalari

Sarimsak ekstraklarinin eldesi i¢in dort farkli yontem kullanildi. Sarimsak yaginin elde
edilmesinde maserasyon, soxhlet ekstraksiyonu ve soguk ekstraksiyon yontemi

kullanilirken, ugucu yaglar clevenger diizenegi ile elde edildi.
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4.2.3.1 Beyaz sarimsak lipojenik maserasyon ekstraktinin hazirlanmasi

Orta biiyiikliikte 20 dis (120 g) sarimsak kabuklar1 soyularak havan yardimu ile ezildi.
Ezilen sarimsaklar 100 ml zeytinyagi ile 151k gecirmeyen cam siseye konularak 30 giin
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicre kiiltiiriinde kullanmadan 6nce, sarimsak
pargalari filtre kagidi yardimi ile uzaklastirildi. Elde edilen maserat yagi laminer kabin
igerisinde steril enjektor filtresi ile steril falkon tiip igerisine konularak, stoklari

cozeltilerde kullanilmak tizere oda sicakliginda muhafaza edildi.

4.2.3.2 Siyah sarimsak lipojenik maserasyon ekstraktinin hazirlanmasi

Orta biiytkliikte 40 dis (120 g) siyah sarimsak kabuklar1 soyularak bigcak yardimiyla
kiigiik pargalara ayrildi. Kiigiik parcalara ayrilan sarimsaklar 50’lik santrifiij tiip
igerisine konularak iizerine 100 ml zeytinyag1 eklendi. Santrifiij tiip aliiminyum folyo
ile sarilarak 30 giin boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Hiicre
kiiltiirtinde kullanmadan 6nce, sise igerisindeki sarimsak pargalari filtre kagidi yardimi
ile uzaklastirildi. Elde edilen maserat laminer kabin igerisinde steril enjektor filtresi ile
steril falkon tiip icerisine konularak, stok c¢ozeltilerde kullanilmak tiizere oda

sicakliginda muhafaza edildi.

4.2.3.3 Sicak eksraksiyon ile sarimsak ektraktinin eldesi

Sicak ekstraksiyon yoOntemi soxhlet diizenegi ile gerceklestirildi. Bu islem i¢in, 100 g
beyaz sarimsagin kabuklari1 soyuldu ve bigak yardim ile kiiciik parcalara ayrildi. 200
ml %50 etanol igerisinde 1 saat boyunca soxhlet sistemde kaynatildi. Elde eldilen
ekstrakt soguduktan sonra filtre kagidi ile siiziildii. Akabinde evaporasyon ile etanol
uzaklastirildi ve konsantre sulu ¢6zelti elde edildi. Hiicre kiiltiiriinde kullanilmadan
once elde edilen ekstrakt steril enjektor filtresi ile steril falkon tiip i¢erisine konularak,

stok ¢ozeltilerde kullanilmak {izere oda sicakliginda muhafaza edildi.

4.2.3.4 Beyaz sarimsagin soguk ekstraksiyonu

Maserasyon yontemi ile soguk ekstraksiyon islemi etanol icerisinde gerceklestirildi.

20 g Taskoprii sarimsagi havan igerisinde doviildiikten sonra bir erlen igerisine alindi.
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Uzerine 50 ml absolut etanol eklendi ve erlenin agz1 hava kacirmayacak sekilde
kapatildi. Hazirlanan karisim ekstraksiyon isleminin tamamlanmasi i¢in 3 giin siireyle
oda sicakliginda manyetik karistirici tizerinde inkiibe edildi. Siirenin sonunda sarimsak
parcalar1 adi siizge¢ kagidi kullanilarak ekstrakttan ayrildi. Akabinde etil alkol
evaporasyon ile uzaklastirildi. Hazirlanan ekstrakt stok ¢ozeltilerde kullanilmak tizere

oda sicakliginda muhafaza edildi.

4.2.3.5 Siyah sarimsagin soguk ekstraksiyonu

Maserasyon yontemi ile soguk ekstraksiyon islemi etanol igerisinde gergeklestirildi.
ham sarimsagin fermentasyonla hazirlanmis 20 g siyah Tagkoprii sarimsagi havan
icerisinde doviildiikten sonra bir erlen icerisinde alindi. Uzerine 50 ml absolut etanol
eklendi ve erlenin agz1 hava kacirmayacak sekilde kapatildi. Hazirlanan karigim
ekstraksiyon isleminin tamamlanmasi i¢in 3 giin siireyle oda sicakliginda manyetik
karistiric1 lizerinde inkiibe edildi. Siirenin sonunda sarimsak parcalar1 adi siizgeg
kagidi kullanilarak ekstrakttan ayrildi. Akabinde etil alkol evaporasyon ile
uzaklastirildi. Hazirlanan ekstrakt  stok c¢ozeltilerde kullanilmak tizere oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Sekil 4.2 Siyah sarimsagin etanol igerisinde oda sicakliginda gerceklestirilen ekstraksiyonu

4.2.3.6 Beyaz sarimsak ugucu yaglarimin eldesi

Su destilasyon yontemi ile ugucu yaglar elde edilmeye ¢alisildi. Bunun igin 3 kg beyaz
sarimsak kabuklar1 soyularak parcalayici icerisine konuldu. Blenderda kiigtlik parcalar

haline getirilen sarimsak balon igerisine konularak iizerine saf su eklendi. Clevenger

43



diizenegine yerlestirildikten sonra, 3 saat silireyle mantolu 1siticida isitilarak su
destilasyonu ile beyaz sarimsak ugucu yagi elde edildi. Ugucu yag bilesiminin az

olmasi nedeniyle 3 kilo sarimsak kullanilarak 3.5 ml ugucu yag elde edildi.

Sekil 4.3 Clevenger diizenegi ile sarimsak ugucu yaglarmin elde edilmesi islemi.

Clevenger cihazinda yag toplama islemi bittikten sonra az miktarda yag elde edilmesi
nedeniyle, steril enjektor filtresinden gegirilmeden Once bir ana stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan ana stok ¢ozelti hiicre kiiltiiriinde kullanilmadan once steril
enjektor filtresi ile steril falkon tip igerisine konularak indiiksiyon stoklarini

hazirlamak i¢in kullanima hazir hale getirildi.

Siyah sarimsaktan ucucu yag elde edilemediginden, tez kapsaminda yapilan islemlerde

sadece beyaz sarimsak ugucu yaglari kullanilmistir.

4.2.4 TFourier Doniisiimlii Infrared Spektrofotometre (FTIR Analizi)

Hazirlanan ekstrakt ve maserasyon orneklerinin yapilarinda bulunan molekiillerdeki
cesitli baglarin titresim frekanslarin1 6lgmek ve molekiildeki fonksiyonel gruplari
tespit etmek amaciyla elektromanyetik spektrumunda 4000-450 cm™ dalga boyu
arasinda FTIR analizi Bruker Marka alpha model ATR FTIR cihazi ile ger¢eklestirildi.
Analizler, Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Arastirma ve

Uygulama Laboratuvarinda yaptirildi.
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4.2.5 Kromatografik Analizler
4.2.5.1 Sivi kromatografisi-kiitle spektroskopisi (LC-MS/MS) Analizi

Ekstrasyon ve maserasyon oOrneklerinin  kromatografik analizleri Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma  Laboratuvari  Arastirma ve Uygulama
Laboratuvarinda yaptirildi. Analizler Shimadzu LCMS-8040 LC-MS/MS cihazi
kullanilarak yapildi. Analiz sirasinda; Q3 Scan metodu, kolonsuz enjeksiyon, 1ldk
analiz siiresi, 0,2 ul Enjeksiyon hacmi, %1 formik asit i¢eren ultra saf su (Mobil faz
A) ve %1 formik asit igeren metanol (Mobil faz B) parametreleri kullanilarak 6lgtim

gerceklestirildi.
4.2.5.2 Gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) analizi

Yag orneklerinin gaz kromatografik analizleri Kastamonu Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvar1 Arastirma ve Uygulama Laboratuvarinda yaptirildi. Analizler
Shimadzu GCMS QP 2010 ULTRA cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen
sonuclar cihaz kiitiiphanesi ile karsilastirildi. Analizlerde asagidaki parametreler

kullanildi.

— Kolon: RTX-5MS Kapiler kolon (30m ; 0,25 mm; 0,25 um).

— Tasiyic1 gaz: Helyum

— Kolon firim sicakligi: 40°C

— Enjeksiyon sicakligi: 250°C

— Basing: 100 kPa

— Enjeksiyon modu: split

— Split oran1: 10

— Enjeksiyon hacmi: 1ul

— Firm sicaklik programi: 40°C’de 3 dk, 40°C’den 240°C’ye 4°C/dk artisla, 240
°C’da 10dk, Toplam 63 dk.

— Interface sicakligi: 250°C

— Iyon kaynagi sicaklig1: 200°C

— Toplam akis: 0,3000 mL/dk

— B.Conc: 50,0%

— Nebulizasyon gaz akis: 3,0 L/dk

— Kurutma gazi akisi: 15,0 L/dk

— DL sicakligt: 250°C

— Heat block sicakligi: 400°C

— CID Gaz: 230 kPa
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4.2.6 Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak olan ekstraktlar 0,22 um gézenek boyutuna sahip steril
filtreden gecirildikten sonra stok ekstraklar hazirlandi. Sohxlet ve cisplatin DMEM,
maserasyon ve clevenger ile elde edilen sarimsak yaglarinin ise Fetal Sigir Serumu
(FBS) kullanilarak stok ¢ozeltileri hazirlandi (Sekil 4.2).

Sekil 4.4 Hazirlanan stok ¢ozeltiler.

Hazirlanan c¢aligma ¢ozeltileri IC50 degerini tespit etmek tizere Tablo 4.1°deki
dozlarda kullanild1. Oncelikle maserasyon drneklerinin sitotoksisite analizleri 1-80 ppt
araliginda test edildi. Diger reaktif numune gruplarin analizlerinde kullanilacak
dozlarda, maserat yaglarmin sonuglari baz alindi ve alinan sonuglara gore gerekli

goriilen gruplarda ek doz denemeleri yapildi.

Tablo 4.1 Calisilan reaktif doz konsantrasyonlar1. Oncelikle maserasyon denemeleri yapilmis
olup, elde edilen verilere gore diger deney gruplarinin dozlari belirlenmistir.

Calisma

Konsantrasyonu

(ppt) 1 |3 (5 |10 |20 |40 |60 (80 (100|120(150 (175 (200
Ekstraksiyon teknigi

BS Maserati X[ XX | X[ X[ XXX | X[X[X|X]|X
SS Maserati X[ XX [ X[ X[ XXX | X[X[X|X]|X
Soxhlet Ekstrakti X[ X[ XX [ X[ X[ X[|X[|[X|[X[X]|X]|X
BS Soguk Ekstrakt X[ X[ XX [ X[ X[ XX [X|[X[X]|X]|X
SS Soguk Ekstrakt X[ XX | X[ X[ XXX | X[X[X|X]|X
Ugucu Yaglar X[ XX [ X[ X[ X [X|X|X|X

Cisplatin X I X | XX [X[X|X|X

Zeytin Yagi X[ XX [ X[ X[ XXX | X[X[X|X]|X
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4.2.7 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

HCT 116 (insan kolon kanseri) hiicre hatlari Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Ana bilim Dalindan temin edilerek ¢ogaltildi ve kullanilacagi zamana kadar
s1v1 azot icerisinde saklandi. Mezenkimal kok hiicreleri ise Kastamonu Universitesi
Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre Laboratuvart envanterinde bulunan
Wistar albino siganlarindan izole edilerek sivi azotta dondurularak saklanmis 8. pasaj

kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerinden temin edilerek kullanildi.

4.2.7.1 HCT116 hiicre hatlarinin hazirlanmasi

Sivi azot tanki igerisinde saklanan HCT116 hiicreleri oda sicakliginda bekletilerek
¢oziinmesi saglandi. Coziilen hiicre hatt1 15 mL’lik santrifiij tiip icerisine konularak
tizerine 5 ml DMEM (yiiksek glukoz) eklendi ve 10 dakika 4°C 1500 rmp’de santrifiij
edildi. Stipernatant uzaklastirilarak pellet %10 FBS, %1 penisilin streptomisin i¢ceren
DMEM (yiiksek glukoz) besiyerinde ¢o6ziildii ve T-75 hiicre kiiltiirii kaplarina ekimi
yapildi. 37°C, %5 COz2 ve %90 nem igeren inkiibatorde kiiltir islemi gergeklestirildi.

Cogalan HCT116 hiicreleri, tripsin enzimi kullanilarak alt kiiltiire alindi. Hiicreler
istenilen sayiya ulasana kadar 4 kez pasajlama islemi gergeklestirildi. Tripan mavisi
ile Thoma lam1 kullanilarak hiicre sayimi yapildi. Ardindan, sitotoksik analizler igin
96-kuyucuklu petri igerisine 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi
gergeklestirildi.

4.2.7.2 Mezenkimal kok hiicre hatlarinin hazirlanmasi

Kastamonu Universitesi Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre
Laboratuvar1 envanterindeki 8. Pasaj kiMKH’lerden temin edilen kiMKH’leri,
sarimsak ekstraktlarinin saglikli hiicreler {iizerindeki etkisini tespit etmek icin
kullanild1. Kok hiicreler %10 FBS ve %1 Streptomisin Penisilin igeren a-MEM
igerisinde T-75 hiicre kiiltiir kaplarina konularak 37°C, %5 CO2, %95 hava ve %90
nem igeren inkiibatorde kiiltiir islemi gerceklestirildi. Hiicreler istenilen sayiya ulasana

kadar 4 kez pasajlama islemi gerceklestirildi. Tripan mavisi ile Thoma lami
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kullanilarak hiicre sayimi yapildi. Akabinde, 96-kuyucuklu petri icerisine 1000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirildi.

4.2.7.3 Sarimsak reaktiflerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Hiicre ekiminden sonra hiicrelerin petri yiizeyine yapismalari i¢in 24 saat beklendi.
Hazirlanan reaktif doz konsantrasyonlar1 (Tablo 4.1) siire sonunda kiiltiir ortamina
eklenerek indiiksiyon islemine baslandi. Ugiincii ve besinci giinlerde vasat ortam, taze

vasat ve reaktifler ile degistirildi.

Ww wWw w BB B6W ww g §

Sekil 4.5 HCT116 hiicrelerinin indiiksiyonu.

4.2.7.4 Kontrol analizleri

Cisplatin, kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan bir kemoterapi ilacidir. Deneylerimizde
kanseri tedavi etme yeteneginin karsilastirilmasinda HCT116 hiicreleri i¢in pozitif
kontrol olarak cisplatinin 8 farkli dozu kullanildi. Analizlerde, diger sarimsak dozlar

icin kullanilan protokollerin aynist kullanildi.

Maserat ¢alismalarinda baz yagi olarak kullanilan yiiksek safliktaki sizma zeytin yagi
(ZY) kontroller i¢in kullanildi ve sarimsak maseratlarina olan etkisi arastirildi.
Calisma kapasaminda HCT116 ve kiMKH kiiltiirlerinde tablo 4.1°de verilen dozlarda
reaktif ZY eklenererek sitotoksik ve/veya indiiktor etkisi MTT analizi ile test edildi.
Bulunan sonuglar, reaktif maddelerin sonuglar1 ile karsilastirilarak —etkisi

degerlendirildi.
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Kontrol olarak ayrica higbir islem uygulanmamis hiicreler kullanildi ve belirlenen
zaman noktalarindaki MTT analizlerinde negatif kontrol olarak kullanildi. Reaktiflerin
etkisi negatif kontrol sonuglar1 ile karsilastirilarak degerlendirildi. Yiizde canlilik

degeri negatif kontrol i¢in canlilik degeri %100 kabul edilerek hesapland.

4275 MTT analizi

Elde edilen ekstraklarin sitotoksik etkisini gézlemlemek i¢in hiicrenin mitokondriyal
dehidrogenaz aktivisitesine dayali kolorimetrik MTT analizi ticari deney test Kiti
(Serva, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre canliligini degerlendirmek igin,
hiicreler reaktif doz uygulanmasindan sonraki 1. 3. ve 5. giinlerde tiim gruplar igin
MTT deneyi gergeklestirildi. Analiz islemi i¢in kiiltlir ortami ¢ikarilarak her bir
kuyucuk igerisine 225u1 DMEM (%1 penisilin/streptomisin i¢eren), 25ul MTT reaktifi
eklendi. Hiicreler MTT ile 4 saat siireyle 37 °C'de inkiibe edildi (Sekil 4.4).

Stire sonunda olusan formazan Kkristalleri invert faz kontrast mikroskobu ile
gozlemlendi. Akabinde formazan kristalleri 250 ul %1°lik HCL (isoprapanolde)
cozeltisi ile muamele edilerek ¢o6ziildii ve 570 nm dalga boyunda mikroplaka
okuyucusu (Biotek, ABD) kullanilarak absorbans dl¢iimii yapildi. Olgiilen absorbans
degerleri herhangi bir islem uygulanmamis kontrol gruplarina karsi grafige gegirilerek

istatistiksel olarak degerlendirildi. Tiim deney gruplari i¢in ayn1 islemler uygulanda.

P e S

3,3,8

-

Sekil 4.6 MTT reaktifi ile hiicrelerin 4 saatlik inkiibasyonu sonrasi gériiniimii.
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4.3  Mikroskobik incelemeler

Hiicre kiiltiirii islemleri giinliik olarak invert faz kontrast mikroskobu (Leica DMIL
Led, Almanya) kullanilarak takip edildi. Ayrica, érneklere uygulanan MTT testinden
once ve sonra, hiicrelerin indiiklenmesinden sonraki ilk giin ve stoklarin
uygulanmasindan sonraki ilk, ti¢iincii ve besinci giin i¢in mikroskop incelemeleri

yapilarak, goriintiiler kayit altina alindu.

4.4  istatistiksel Analiz

Kantitatif MTT testlerinden elde edilen sonuglar, SPSS ve 6grenci t-testi kullanilarak
gerceklestirildi. Analizler sirasinda deney gruplarinin karsilastirmali  sonuglari

gerceklestirilerek, kullanilan reaktiflerin antikarsinojenik etkisi degerlendirildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

51 FTIR Analizi

Uretimlerinde kullanilan farkl1 ydntemler sonucu bilesimi ve igerigi degisen sarimsak
ekstraktlar1 elde edildi. Bu ekstraktlarin yapilarinda bulunan kimyasal bilesenlerin bag
titresim frekanslarin1 6lgmek ve molekiildeki fonksiyonel gruplari tespit etmek
amaciyla elektromanyetik spektrumundaki 4000-400 cm™ frekans araliginda, 4 cm™
rezoliisyonda 24 tarama parametresi kullanilarak Bruker Marka alpha model ATR
FTIR spektroskopi cihazi ile numunelerin FTIR analizi yapild1 (Sekil 5.1). Farkli
yontemlerle hazirlanan sarimsak reaktiflerinin FTIR spektrumlari hidroksil, karbonil,
karboksilik ve organostilfiir bilesikleri gibi fonksiyonel gruplarin varligin1 gosterdi.
Soxhlet ektrasyonu ile hazirlanan BS SOX 6rnegindeki 3660-3054 cm-1'deki
arasindaki genis bant genis zirve, flavonoidler, flavonoid olmayanlar ve saponinler
gibi polihidroksi bilesiklerin varligim1 gosteren bir hidroksil grubunun O-H
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Tiim 6rneklerde 2920-2969 cm-1 civarindaki pik,
aromatik bilesiklerin C-H gruplarimin asimetrik gerilmesinden kaynaklanmaktadir.
BS SOX i¢in 1738 cm-1'deki pik lipitlerdeki ester gruplarini isaret eden C-O
gerilmelerine aittir. Ugucu yag bilesenlerinde (BSU) 1634 ve BS _SOX 1640 cm-1'deki
pikler karboksilat egrisindeki farkli fonksiyonel gruplarin karbonil gruplarini, sirasiyla
1422 ve 1452 cm-1'deki pikler OH gruplarini gosterir. Fonksiyonel gruplar i¢in 2969
ile 1422 cm-1 arahigindaki bu pikler biiyiik olasilikla sarimsak igerisindeki lipit
bilesenlerini gdstermektedir. Ugucu yag bilesenlerinde (BSU) 1398 cm™'deki siddetli
pik ve BS_SOX orneginde daha zayiflamis olarak 1376 cm™deki pik, karboksilik
asitlerin O-H egimini gosterir ve bu da flavonoidlerin, tanenlerin ve glikozitlerin
varhigini ortaya ¢ikarir. BS_SOX &rnegindeki 1084-1043 cm 'deki pik ile BSU’da
1074-985 cm'deki pik, S=O grubu igeren alliin, allisin ve dialil disiilfiir dahil olmak
lizere organosiilfiir bilesiklerinin ve primer aminlerin C-N gerilmelerinin varligini
ortaya cikarir. BSU’da 914 cm™'de goriilen pik, =CH2'nin C-H deformasyonuna
atanabilirken, BSU spektrumundaki 857 ve BS_SOX spektrumundaki 877 cm™'de
goriilen pik alinin amin grubu olan birincil amin egrileri N-H titresimini gosterir.

Maserat yaglarinda ise genel olarak zeytinyagina 6zgii pikler goriildii. Ancak, 1378
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cm? civarinda karboksilik asitlerin O-H egimini gdsteren zayif piklerin siddetinde,
BSM, SSM sirasinda kismi bir artis goriildii. Benzer sekilde 1229 ve 1213 cm™’de

PO2 gerilmelerine ait piklerde BSM, SSM sirasinda kismi artis belirdi.

Maserat Yaglarin FTIR Spektrumu
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Sekil 5.1 Maserat yaglari, baz yag olarak zeytinyagi, ugucu yag bileseni ile soxhlet
ekstraktinin FTIR spektrumu.
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5.2  Sarmmsak Ekstraktlarinin GC-MS ile Bilesen Analizi

Allium sativum ugucu yaginin bilesimi literatiir ile benzer olmakla birlite total diallil
stilfitlerin oram1 % 87,32 ile literatiirden oldukg¢a yiiksektir. Tagkoprii sarimsagindan
elde ettigimiz ugucu yag bilesiklerinden total tristilfitlerin orant % 54,83 olarak
bulundu. Igerisindeki bilesiklerden diallil disiilfiir organik bir disiilfiir olup sarimsak
ve Allium cinsinin diger tiirlerinden izole edilir. Antineoplastik ajan, antihipertansif
ajan, antifungal ajan ve bitki metaboliti olarak rol oynar. Diallil trisiilfit ise sarimsak
ucucu yaginin en temel bir bilesenidir ve geleneksel tip iiriinii allitridium'un 6nemli bir
icerigi olup antifungal, antitiimor ve antioksidan aktivite gosterir. Ayrica, apoptoz
indiikleyici, antineoplastik ajan, anti-enflamatuar ajan, trombosit agregasyon

inhibitorii ve antilipemik ilag olarak bir role sahip ¢cok 6nemli ve degerli bir bilesiktir.

Tablo 5.1 GC-MS analizi sonucu Allium sativum ugucu yaginin kimyasal bilesimi.

NO UCUCU BILESIK PiK ALANI
(%)
1 1,2-Dithiyolan 0,16
2 Diallil silfit 0,67
3 3-methyl-piridin <0,01
4 Allil n-propil stlfit <0,01
5 Methil 2-propenil disiilfit 2,69
6 Trans-propenil methil disiilfit 0,02
7 Metil propil disiilfit 0,01
8 Cis-propenil methil disiilfit 0,07
9 2-Hidroksi-3-metoksi-siiksinik asit, dimethil ester 0,08
10 Dimetil tristulfit 0,14
11 Diallil distilfit 36,52
12 Tetrasiilfit <diallil-> 4,56
13 Allil metil tristilfit 9,09
14 Metil propil trisiilfit 0,03
15 3-vinil-[4H]-1,2-dithiin 0,08
16 2-vinil-[4H]-1,3-dithiin 0,30
17 Diallil trisiilfit 45,57
TOPLAM PIK ALANI | 100

5.3 LC-MS/MS Analizi ile Bilesen Analizi

Beyaz sarimsak maserat yagi BSM ve soxhlet ekstraksiyonu ile hazirlanan BS SOX
numunelerinin bilesimleri LC-MS/MS ile belirlendi. Analiz sonucunda bilesenler
kiitlelerine gore ayrilarak kromatogram iizerinde tespit edildi. Cihazin kiitiiphanesi

bulunmadigindan, literatiir kaynaklar1 ve pubMed veri tabani kullanilarak olas1
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bilesenler Tablo 5.2'de goriildiigii gibi siniflandirildi. Sarimsak bilesiminde oldugu
bilinen bilesiklerden 17 tanesi BS-SOX i¢in Tablo 5.2°de verildigi sekilde tanimlandi.

Tablo 5.2 BS SOX ekstraktinda tanimlanan bilesikler ve tanimlamay destekleyen ana
parametreler.

Tiirii Bilesik Formiil miz Y':)"g”utl'ﬁ"jk g)‘;ﬁ’:ﬁi{ l; ("’)‘;atr:i:‘l
Karboksilik asit Citric acid C6H807 87 123807 5,27 Negatif
Diger Hexa”ethioé‘s’ti‘ﬁid SPopyl | conigos | 1761 | 159217 | 6,78 | Negatif
Sakkarit tiirevi Sarmentosin epoxide C11H17NO8 | 191,05 | 330789 14,08 Negatif
Sakkarit tiirevi BiS'DJ{:ﬁﬁc}’,ﬁ%ﬁ'z'l" C12H20010 | 267,1 | 136789 | 582 | Negatif
Sakkarit Maltose C12H22011 | 341,15 | 718494 30,59 Negatif
SakKkarit tiirevi Glyceryl laminarabinoside C15H26014 | 429,15 | 2348940 100 Negatif
Sakkarit Raffinose C18H32016 | 506,1 | 157782 6,72 Negatif
amino asitler Arginine C6H14N402 104,1 | 8753675 100 Pozitif
Sfingolipitler C16 Sphinganine C16H35NO2 | 105,2 | 716246 8,18 Pozitif
Amino asitler Isoleucine/Leucine* C6H13NO2 132,1 555667 6,35 Pozitif
Amino asitler Tryptophan* C11H12N202 | 175,1 | 3649431 41,69 Pozitif
amino asit tiirevi 4-Hydroxyglutamate C6H13NO2 176,1 | 452305 5,17 Pozitif
amino asit tiirevi Citrulline C6H13N303 | 176,1 | 452305 517 Pozitif
L-sistein tiirevi | Y 'G'“tir;sﬁ'iiéa"y""' C11H18N205S| 2911 | 445310 | 509 | Poxitif
Amonyum Tuzlar Stearoylcarnitine C25H49NO4 | 366,1 | 732683 8,37 Pozitif
Amino asit tiirevi | N2-Fructopyranosylarginine | C12H24N407 | 381,05 | 3871200 | 44,22 Pozitif
S-(N-Hydroxy-N-
Amino asit tiirevi methylcarbamoyl) C12H20N408S | 381,05 | 3871200 44,22 Pozitif
glutathione

BSM igin yapilan LC-MS/MS analizinde daha ¢ok baz yagi olarak kullanilan
zeytinyagi i¢in bilesenlerin varligi kromatogramda goriildii. Yapilan taramada pozitif
iyon taramasinda sarimsaga spesifik bilesenler tespit edilmedi. Sadece negatif iyon
taramasinda sarimsaga 6zgii oldugu belirlenen bilesenler tespit edildi ve Tablo 5.3°de

verilmistir.
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Tablo 5.3 BSM ekstraktinda tanimlanan bilesikler ve tanimlamay1 destekleyen ana
parametreler.

Mutlak | Goreceli | Tarama

Tiri Bilesik Formilii | m/z |y s nluk | Yogunluk |iyon Tiirii

Methyl-L-cysteine

Siilfoksit sulfoxide C4HONO3S | 61,95 | 219471 9,63 Negatif
(Methiin)

Siilfoksit Dulcitol C6H1406 | 88,95 | 137992 6,06 Negatif

Furoikaasit | - 5-Hydroxymethyl-2- |~y | 113 | 133044 | 584 | Negatif
ve tiirevi furoic acid

Peptit Glutamylphenylalanine |C14H19N205| 129,95 | 363297 15,94 Negatif

A'E;pec:is't Glutamylphenylalanine 146,95 | 252326 11,07 Negatif

Karz?rrgglidrat disakkarit fosfat 255,3 | 334954 14,7 Negatif

Soguk ekstraksiyon yonteminde etanol igerisinde maserasyon ile hazirlan ham/beyaz
sarimsak ekstraksiyonunun  (BSS) LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen
bilesenler tablo 5.4’te verildigi sekilde bulundu. Pozitif ve negatif iyon taramalari
sonucunda onemli olarak sarimsaga 6zgii alliin bileseni ile diger siilfiirlii bilesenler

belirlendi.

Tablo 5.4 BSS ekstraktinda tanimlanan bilesikler ve tanimlamay1 destekleyen ana
parametreler.

Mutlak Goreceli Tarama

Tird Bilesik Formiili MZ | yVogunluk | Yogunluk | iyon Tiiri
Amonyum Choline CsHuNO 1041 | 7072467 100 Pozitif
tuzlari

Allyl-L-cysteine sulfoxide

Siilfoksitler (Alliin) CsH1:NO3S 178,05 2690050 38,04 Pozitif
L-cysteine v -Glutamyl-S-allyl- .
derivatives Leysteine C11H18N20sS 2911 5959498 84,26 Pozitif
A?lfz"l;’;‘lm Stearoylcarnitine C25H49NO4 | 365,05 | 3137056 44,36 Pozitif
Aminoasit S-(N-Hydroxy-N Methyl .
tiirevi Carbamoyl) glutathione C12H20N40gS 381,1 1145525 16,2 Pozitif
L-§|ste_|n y -GIutamyI—_S-aIIyI-L— C11H18N205 289,15 329922 11.45 Negatif
tiirevi cysteine S
Sakkaritler Maltose C12H22011 341,2 745309 25,87 Negatif
Sakkarit . L .
.. Glyceryl laminarabinoside | CisH26014 429,1 1347679 46,78 Negatif
tlirevler
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Soguk ekstraksiyon yonteminde etanol igerisinde maserasyon ile hazirlan siyah
sarimsak ekstraksiyonunun (SSS) LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen bilesenler
tablo 5.5’te verildigi sekilde bulundu. Pozitif ve negatif iyon taramalar1 sonucunda

onemli olarak sarimsaga 6zgii 6zellikle pozitif iyon tiirleri agirlikli olarak belirlendi.

Tablo 5.5 SSS ekstraktinda tanimlanan bilesikler ve tanimlamay1 destekleyen ana
parametreler.

Tarama
T o . - Mutlak | Goreceli .
Tiirii Bilesik Formiilii m/z Yogunluk | Yogunluk Iyon

Tiirii
Amonyum Choline CsHuNO | 104,1) 6099757 52,92| Pozitif
tuzlari

'isr:‘t'lg‘r) Tryptophan CuHpN0; | 1751 1933046 16,77| Pozitif
Peptides Ala Pro Ser C11H19N305| 203 11526633 100| Pozitif

Laktonlar ve |Dehydro-D-arabinono-1,4- CeHeOs 2001 8836214 76.66 Pozitif

turevleri lactone

jaC.Cha.“de Threonic acid C4H805 | 135,05 914078 11,65| Negatif
erivatives

Art?l(;gl:m Trimethyllysine CoH0N20, | 179,1| 7845760 100| Negatif

5.4 Mikroskobik Analiz

Sarimsak reaktifleri uygulandiktan sonra hiicrelerin, morfolojik goriintiileri ve
miktarlar1 faz kontrast mikroskobu ile goriintiilendi. Sekil 5.2°’de 5 ppt doz uygulanan
kiMKH’lerin 1. ve 3. giinlere ait fotograflar1 verildi. Tiim ¢alisma gruplarinda kontrol

grubuna gore hiicre proliferasyonunda artis oldugu goézlendi.
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1. Gln 3. Gun

BSM
indiiksiyonu

SSM
indiksiyonu

ZY/kontrol
indiksiyonu

BS_SOX
indiksiyonu

BSU
indiksiyonu

Kontrol

Sekil 5.2 kiMKH’lere BSM (A: 1. giin, B:3. giin), SSM (C: 1. giin, D:3. giin), ZY/kontrol
(E: 1. giin, F:3. giin), BS SOX (G: 1. giin, I:3. giin), BSU (J: 1. giin, K:3. giin) indiiksiyonu
uygulanmig ve kontrol (L: 1. giin, M:3. giin) gruplarinin invert faz kontrast mikroskobu
goriintiileri. (10X biiyiitme ile ¢ekilmistir)
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55 MTT Analizi

5.5.1 Kalitatif MTT Analizi

HCT116 hiicre hatlar1 lizerine farkli yontemlerle hazirlanmis olan sarimsak reaktifleri
eklenerek 5 giin siireyle inkiibe edildi. 1, 3 ve 5’inci giinlerde yapilan MTT analizleri
sonucunda formazan kristallerinin olugma yogunlugu hiicre canlilig ile korale edildi.
Sarimsak reaktiflerinden en az sitotoksik etkiyi zeytin yaginda lipojenik maserasyonla
hazirlanan sarimsak ekstratlarinin gosterdigi, en yiiksek sitotoksik etkiyi ise beyaz

sartmsak ucucu yaglari ile soxhlet ektratlariin gosterdigi belirlendi.

Lipojenik sarimsak ekstratlarinin artan doz konsantasyonlarina ve giinlere daha fazla
proliferatif etki gosterdigi belirlendi. Antikarsinojenik etkisi tespit edilmemesinin yani
sira, baz yagi olarak kullanilan zeytin yapindan daha fazla proliferatif etki gosterdigi
belirlendi. Bu bakimdan zeytinyagindaki sarimsak ekstratlarinin antikarsojenik
etkiden ziyade anti-yaslanma etkisi ile yara iyilesimi tesvik edici ajan kullanilabilecegi

goriildil.

Etanol i¢inde maserasyon ile soguk ekstraksiyon yontemi sonucu elde edilen
ekstratlarin sicak ekstraksiyona benzer sitotoksik etki gosterdigi belirlendi. Artan
indiiksiyon giinleri ve konsantrasyonlarina gore antiproliferatif yani antikarsinojenik

etkilerinin arttig1 belirlendi.
Ugucu yag ekstraktindan elde edilen sitotoksik etkinin ise kontrol olarak

antikarsinojenik etkinligi bilinen cisplatindan daha iyi oldugu goriildii. 5 ppt doz igin

MTT sonucu formazanlarin olusumu Sekil 5.3 ve Sekil 5.4°te verildi.
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1. Gin 3. Gln 5. Giln

BSM
indiiksiyonu

SSM
indiiksiyonu

BS_SOX
indiiksiyonu

BSU
indiiksiyonu

Cisplatin
indiiksiyonu

Sekil 5.3 Sarimsak reaktifleri HCT 116 hiicrelerine 5 giin siireyle uygulanmis olup, MTT
zaman noktalarindaki formazan kristallerinin olusumu 5 ppt doz i¢in: BSM (A: 1. giin, B:3.
giin C:5.giin), SSM (D: 1. giin, E:3. giin F:5.glin), ZY/kontrol (G: 1. giin, H:3. giin I:5.gilin),

BS SOX (J: 1. giin, K:3. giin L:5.giin), BSU (M: 1. giin, N:3. giin O:5.glin) ve pozitif
kontrol Cisplatin (P: 1. giin, R:3. giin S:5.giin). )Gorintiiler Leica invert faz-kontrast
mikroskobu goriiniir alan 151k mikroskobisi kamera sistemi ile elde edildi.)



1. Gln 3. Giun 5. Gln

BSS
indiiksiyonu

SSS
indiiksiyonu

BSS_MTT

SSS_MTT

Sekil 5.4 Sarimsak reaktifleri HCT 116 hiicrelerine 5 giin siireyle uygulanmis olup, 60 ppt
doz i¢in indiiksiyon oncesi: BSS (A: 1. giin, B:3. giin C:5.giin), SSS (D: 1. giin, E:3. giin
F:5.giin), ve MTT zaman noktalarindaki formazan kristallerinin olusumu BSS (G: 1. giin,
H:3. giin I:5.giin), SSS (J: 1. giin, K:3. giin L:5.giin). (Goriintiiler Leica invert faz-kontrast
mikroskobu floresans kamera sistemi ile elde edildi.)
kiMKH’leri tizerine farkli yontemlerle hazirlanmis olan sarimsak reaktifleri eklenerek
5 giin siireyle inkiibe edildi. 1, 3 ve Sinci glinlerde yapilan MTT analizleri sonucunda
formazan kristallerinin olugsma yogunlugu hiicre canlilig1 ile korale edildi. Sarimsak
reaktiflerinin ve zeytinyagmin genel olarak hiicre canliligint ve dolayisiyla

proliferasyonunu aktive ettigi goriildii. 5 ppt doz i¢in MTT sonucu formazanlarin

olusumu Sekil 5.5 ve Sekil 5.6’da verildi.
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1. Gin 3. Gln 5. Giln

BSM
indiiksiyonu

SSM
indiiksiyonu

ZY/kontrol
indiiksiyonu

BS_SOX
indiiksiyonu

BSU
indiiksiyonu

: ---

Sekil 5.5 Sarimsak reaktifleri kiMKH’lerine 5 giin siireyle uygulanmis olup, MTT zaman
noktalarindaki formazan kristallerinin olusumu 5 ppt doz i¢in: BSM (A: 1. giin, B:3. giin
C:5.giin), SSM (D: 1. giin, E:3. giin F:5.giin), ZY/kontrol (G: 1. giin, H:3. giin [:5.giin),
BS SOX (J: 1. giin, K:3. giin L:5.giin), BSU (M: 1. giin, N:3. giin O:5.giin) ve pozitif
kontrol Cisplatin (P: 1. giin, R:3. giin S:5.giin)
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1. Gin 3.Gun 5.Gun

BSS
indiiksiyonu

SSS
induksiyonu

Sekil 5.6 Soguk ekstraksiyon ile hazirlanmig BSS ve SSS reaktifleri kiMKH’lerine 5 giin
stireyle uygulanmis olup, MTT zaman noktalarindaki formazan kristallerinin olusumu 5 ppt
doz igin: BSS (A: 1. giin, B:3. giin C:5.giin), SSS (D: 1. giin, E:3. giin F:5.giin),

552 MTT ve istatistiksel Analizi

Hiicre kiiltlirlinde sarimsak reaktifleri ile indiiksiyon altinda bulunan HCT116 ve
KiMKH hiicre dizilerinin MTT reaktifi ile etkilestirilmesi sonucu olusan formazan
kristalleri MTT-goziiciisii ile ¢ozildi. Akabinde, mikro plaka okuyucu ile
spektrofotometrik olarak 570 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Kontrol
olarak herhangi bir indiiksiyon uygulanmamis Orneklerin absorbans degerlerine

karsilik, canlilik degeri 100 kabul edilerek istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.5.2.1 Cisplatin kontrol analizi

Sekil 5.7°ya gore, Cisplatinin bilindigi iizere kanser hiicrelerinin proliferasyon oranini
diisiirdiigii net bir sekilde gozlemlenmistir. Bu proliferasyon oranindaki azalma
kemoterapi ile ilgili daha 6nceki bir¢cok ¢alisma ile tutarlidir. IC50 degerine 24 saatin
sonunda 10 ppt doz ile ulasilmasina karsin devam eden 3. giinde 5 ppt doz uygulamasi
ile de 1C50 degerine ve daha alt degerlere ulagildi. 5. giin dl¢iimlerinde sonuglar sifir
civarinda oldugundan data verilmedi. Ayrica, 1 ppt, 3 ppt, 10 ppt ve 20 ppt dozlarinda
iiclincli glinde hiicre proliferasyonunun kontol grubundan diisiik kalmakla birlikte,
birinci giine oranla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Buna karsin, 5ppt ile 40-80
ppt doz araliginda IC50 degerine ulasildi ve istikrarli olarak ilk giine gore daha etkili

sonug verdigi tespit edildi.
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Sekil 5.7 Cisplatin uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre sag
kalimini veren %canlilik degerinin doz konsantrasyonlarina kars1 grafigi.

5.5.2.2 HCT116 hiicrelerinin istatiksel MTT analizi
5.5.2.2.1 Sarmmsak ucucu yag indiiksiyonu

Sekil 5.8, ham sarimsaktan elde edilen ugucu yagin (BSU), HCT116 hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttig1 gézlemlendi. Ilk giiniin sonunda 1-20 ppt doz araliginda
proliferasyon hizinin kontrol gruplarindan yiiksek oldugu, 20 ppt doz uygulamasinda
kontrol grubuna esdeger hiicre canliligi sagladigi, 40-120 ppt’lik doz araliginda ise
hiicre canliliginin artan doz konsantrasyonu ile korale olarak azaldig: goriildii. Ugiincii
gin MTT analizinde, kullanilan tiim dozlarda BSU’nun kanser hiicrelerinin
sagkalimim azalttigi, ozellikle 20 ppt’den 120 ppt’lik doz araliginda sitotoksik
etkisinin biiyiik 6l¢iide arttig1 tespit edildi. Besinci giin MTT sonuglarinda ise tiim doz

konsantrasyonlarinin yaklasik ayni sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlendi.

Yapilan degerlendirmede, kisa siirede etkili bir ¢6ziim i¢in BSU igin IC50 degeri 15-
20 ppt olarak bulundu. Ancak, antikarsinojenik ilaglar i¢in daha kiigiik dozlarda etki
gbstermesi olasi yan etkileri i¢in tercih edilmektedir. Bu bakimdan 5 giinliik sonuglar
dikkate alindigindan BSU i¢in IC50 degeri olarak 1 ppt konsantrasyonun uygun

olacagi onerilmektedir.
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Sekil 5.8 SU uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre sag kalimini
veren %canlilik degerinin doz konsantrasyonlarina kars1 grafigi.

5.5.2.2.2 Sarimsak sicak ekstrakt indiiksiyonu

Sekil 5.9'de sicak yontemle hazirlanana sulu sarimsak ekstraktt BS _SOX i¢in 6ncelikle
ilk on doz ¢alisildi. Analiz sonuglarina gére BS SOX’un 10-120 ppt doz araliginda
kullanildiginda sitotoksik etki gostererek hiicre canliligini azaltig1 goriildii. Ancak, her
ne kadar 60 ppt konsantarasyonda IC50 degerine yaklasilmis olsa da doz stabilitesinin

etkinliginin gosterilmesi i¢in ek konsantrasyonlar ¢alisildi.

Bu nedenle 150, 175 ve 200 ppt olmak iizere deney planina eklenen 3 konsantrayonun
daha sitotoksik etkisi test edildi. 40 ppt dozdan baslayarak birinci giinden itibaren
hiicre sag kalimiin kontrol grubunun altinda kaldigi, 175 ppt konsantrasyonun ilk
giinde IC50 degerine ulastigi, 200 ppt en yiiksek konsantrasyonun ise en sitotoksik
etkiyi gosterdigi bulundu. Ancak ilerleyen deney giinleri de dikkate alindiginda BS-
SOX igin IC50 degeri 60 ppt olarak belirlendi ve bu etkinin artan doz

konsantrasyonlari ile fazlaca degismedigi bulundu.

64



BS SOX _indiiksiyonu

Canhili
=
xB's‘:.w 2l

| I

Sekil 5.9 BS SOX uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre sag
kalimini veren %canlilik degerinin doz konsantrasyonlarina kars1 grafigi.

5.5.2.2.3 Maserat sarimsak yaglar ve zeytinyag kontrol indiiksiyonu

Sekil 5.10’da zeytinyaginin kanser hiicreleri {izerindeki etkisini gdstermektedir.
Grafikte belirtilen degerler, zeytinyaginin sitotoksik etkiden ziyade proliferatif etkisi
oldugu ve konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin proliferasyonunu artirmada etkili oldugu
goriildi. Ancak bu etkinin dogrusal olmadigi ve giin ile uygulanma doz
konsantrasyonuna gore degistigi belirlendi. Birinci giiniin sonunda 100 ppt
konsantrayonda, hiicre canliliginda pik yaptigi sonra artan konsantrasyona nazaran
canlilikta azalma oldugu goriildii. Benzer sekilde farkliliklar farkli deney giinlerinde
tespit edilmekle birlikte birinci ve besinci giinlerde grafigin benzer sekilde degisim

gosterdigi bulundu.

Sekil 5.10'da, beyaz sarimsak maserat yaginin (BSM), kanser hiicreleri tizerindeki
etkisini aciklamaktadir. BSM’nin kanser hiicrelerine karsit 6zellikle birinci gilinde
proliferatif etki gosterdigi belirlendi. Bu etki artan doz konsantrasyonu ile de genel
olarak artig gosterdi. Ancak, bu proliferatif etkinin ii¢iincii ve besinci giinlerde azaldigi
goriilmekle birlikte, yine de hiicre canliligin1 kontrol grubuna gore daha fazla aktive
ettigi tespit edildi. IC50 degeri BSM igin tespit edilememis olup, ii¢iincii giinde en
diisiik proliferatif etki ile besinci giinde en disiik proliferatif etkinin 1 ppt
konsantrasyonla elde edildi.
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Siyah sarimsak maserat yagi SSM’nin, BSM ile benzer sonuglar verdigi goriildi (Sekil
5.10). Ancak, ilk ilk on dozdan sonra ilave olarak yapilan 150-200 ppt
konsantarasyonlarda SSM’nin BSM’ye kiyasla besinci giinde daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi fakat IC50 degerine ulasilmadig: belirlendi.

Maserasyon ile zeytinyagi kullnilarak hazirlanan sarimsak ekstraktlariin 6zellikle
yiiksek dozlarda kullanimin beklenen sitotoksik etkiyi gostermedigi, aksine hiicre
canliligma pozitif yonde etkidigi tespit edildi. Bu bakimdan sarimsak maserat
yaglarinin, her ne kadar diisiik dozlar1 kismen sitotoksik etki gostermis olsa da

antikarsinojenik ajan olarak kullanilamayacagi belirlendi.
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Sekil 5.10 BSM, SSM ve ZY uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre
sag kalimin1 veren %canlilik degerinin doz konsantrasyonlarina kars1 grafigi.
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5.5.2.2.4 Sarimsak soguk ekstraktlarinin indiiksiyonu

Sekil 5.11'te, oda sicakliginda beyaz ve siyah sarimsak i¢in gerceklestirilen 1/1
etanol/su ¢oziicii sistemi ile yapilan ve en son sulu olarak elde edilen sarimsak ekstrakti
Beyaz sarimsak soguk ekstrakti (BSS) ve Siyah sarimsak soguk ekstrakti (SSS) i¢in
MTT analiz sonuglarinin hiicre sag kalimini1 gosteren canlilik grafigi verildi (Sekil
5.11).

Analiz sonuglara gore BSS ve SSS’nin diisiik doz konsantrasyonunda benzer etkiyi
gosterdigi belirlendi. Genel olarak, uygulanan tiim dozlarda hiicre sag kaliminin
kontrol gruplarindan daha az oldugu goriildii. BSS indiiksiyonunda artan doz
konsantrasyonlar1 ile korale sitotoksik etki tespit edilmekle birlikte, giinlere gore
incelendiginde 3. Giinde hiicreler iizerindeki sistotoksik etkisinde azalma oldugu
goriildii. Ancak, besinci giinde sitotoksik etkinin arttig1 ve hiicre saii kaliminda belirgin
bir azalma oldugu tespit edildi. BSS icin IC50 degeri i¢in en uygun doz
konsantrasyonu 120 ppt olarak belirlendi.

SSS indiiksiyonunda da benzer sekilde artan doz konsantrasyonlari ile korale olarak
sitotoksik etkide artis tespit edildi. Ancak, BSS indiiksiyonun ii¢lincli giinde
gbzlemlenen sapma SSS i¢in gézlemlenmedi. Aksine, sitotoksik etkinin hem giin hem
artan konsantrasyona bagli olarak artig gosterdigi ve hiicre sag kalimini1 6nemli oranda
azalttig1 goriildii. Besinci glinde 40 ppt konsantrasyonda IC50 degerine ulasildi.
Bununla bilirkte, ti¢iincii giinde 70 ppt civarinda IC50 degerine ulasildigi belirlendi.
Besinci giin analizlerinde 60 ppt’den itibaren hiicre canliliginin %20’nin altina

diistiigii belirlendi.

Yapilan MTT analizi sonuglarina gore, soguk ekstraksiyon yontemine gore hazirlanan
sarimsak reaktiflerin sitotoiksik etkileri karsilastirildiginda HCT116 hiicreleri i¢in en

uygun antikarsinojenik etkinin siyah sarimsak reaktifi ile elde edildigi bulundu.
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Sekil 5.11 BSS ve SSS uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre sag
kalimin1 veren %canlilik degerinin doz konsantrasyonlarina karsi grafigi.

5.5.2.2.,5 Maserat yaglarimin karsilastirilmasi

BSM, SSM ve ZY indiiksiyonu uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analiz sonuglar1
karsilagtirildiginda, birinci giin sonunda BSM ve SSM dozlarindaki etkinin benzer
oldugunu goriildi. Ancak, zeytinyaginda artan doz konsantrasyonu ile hiicrelerin

canlilig1 lizerine etkisinin distigi gozlendi.

Ugiincii giinde ise, sekil 5.12'de verildigi iizere BSM ve SSM arasindaki etki neredeyse
aymdir. Ancak, zeytinyagin da artan dozlar ve beklenen siire hiicre canliliginda
artirict etki olusturdugu goriildii. Ug numunenin besinci giin iizerindeki etkisine
bakildiginda, BSM ve SSM uygulamasinda yer alan diisiik konsantrasyondaki

dozlarinda etkili oldugu goriilirken ancak zeytinyaginda bulunan disiik
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konsantrasyonlu reaktifler digerlerine gore daha az etkilidir. Fakat yiiksek
konsantrasyonlarda {i¢ numune igin de kanser hiicreleri tizerindeki etkinin birbirine

benzer oldugu goriilmektedir.

1. Gin
500
450
400
= 350
= 300
3 3o
% 150
100
5 it L
0
S % % Q9 0 O O » D “ >
YR PP RPEPPRPAAES
&
Doz/ppt
BBS mSS m7y
3. Gun
500
450
400
x 350
= 300
250
@ 200
150
100
S hlk i
0
. S O O O & & o 3
9 A S PP PP LS
<
Doz/ppt
®BS WSS W7y
5. Gln
500
450
400
x 350
= 300
5 250
200
R

2 wwbERITNITI b

O S N o “ >
P S PP PP ES
2

Doz/ppt

mEBES WSS m7Y

Sekil 5.12 BSM, SSM ve ZY uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre
sag kalimini veren %canlilik degerinin giinlere gore karsilastiriimast.
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5.5.2.2.6 Ucucu yag ve beyaz sarimsak sicak ekstraktinin sitotoksik etkisinin

karsilastirilmasi

Sekil 5.13'de, BSU ve BS_SOX reaktiflerinin kanser hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki etkisi gilinlere gore karsilagtirmali olarak incelendi. Yapilan denemelerde,
sarimsagin ugucu yag bilesenleri ile 1s1l islemle hazirlanan beyaz sarimsak oziitliniin
sitotoksik etkisinin en fazla oldugu tespit edildi. Uygulanan onii¢ doz arasinda,
BS_SOX ve BSU kullanimi1 kiyaslandiginda, u¢ucu yagin etkisinin, ozellikle 5 ppt
dozundan sonra, hiicrelerin biiylimesini inhibe etmede ¢ok daha etkili oldugu tespit

edilmistir.

Ucgiincii giinde, BSU ve BS_SOX arasindaki etki farki icin ugucu yag icin artan zamana
ve artan doz konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 gzlemlenmistir. Hiicre biiylimesini
inhibe etmedeki en etkili konsantrasyonlar, ugucu yagin son dozuna kadar 20 ppt
konsantrasyonlaridir. Oziitlerdeki en iyiler ise son {i¢ konsantrasyon oldugu

gosterilmistir.

Sekil 5.13’deki grafik dogrultusunda besinci ve son giin degerlendirildiginde, BSU
i¢in kullanilan on dozun hepsinde de kanser hiicrelerinin proliferasyonunu neredeyse
tamamen inhibe ederek hiicreleri apoptozise yonlendirdigi belirlendi. Buna karsilik,
BS_SOX uygulanan hiicrelerin proliferasyonundaki nispi diisiisiin de dozlar arasinda
benzer oldugu gozlemlendi. Ayrica son ii¢ dozun hiicre sag kalimini1 azaltmada, giin

farki gozetmeden etkili oldugu tespit edildi.
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Sekil 5.13 BSU ve BS_SOX uygulanan HCT116 hiicrelerinin MTT analizi sonucunda hiicre
sag kalimin1 veren %canlilik degerinin gilinlere gore karsilastiriimast.
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5.5.2.3 Mezankimal kok hiicrelerin istatiksel MTT analizi

Kok hiicrelere zeytinyagi ve sarimsak ekstrakti ekledikten sonra, bu c¢ozeltilerin
saglikli hiicreler iizerindeki sonuglar1 Sekil 5.14'teki gibi ortaya c¢ikmaktadir. Bu
ekstraktlarin saglikli hiicreler ilizerinde olumsuz bir etkisi olmamakla birlikte bu

ekstraktlarin yiliksek dozlar1 hiicrelerin ¢ogalmasini arttirdigi tespit edildi.

A, B ve C grafiklerinde zeytinyagi, beyaz ve siyah sarimsak yaginin yiiksek dozlarinin
bu hiicrelerin ¢ogalma oraninda biiyiik artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle zeytinyagi, beyaz ve siyah sarimsak yagmin yiiksek dozlarinin hiicre

cogalmasini artirmada onemli etkileri oldugu sdylenebilir.

D ve E grafiklerine bakilacak olursa, beyaz sarimsak ekstraktinin baz1 dozlar disinda
etkisinin onceki li¢ grafige gore biraz daha az oldugunu goézlemlenmektedir. Ugucu
Beyaz sarimsak yagmin ise, 40 ppt’dan baslayan son dozlarinin mezenkimal kok

hiicrelerin proliferasyon oranini arttirdig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 5.14 Kontrol grubu olarak kullanilan kiMKH’lerine sarimsak reaktifleri uygulamasi sonrasi yapilan MTT analizi sonucu, hiicrelerin sag
kalim ve/veya proliferasyon artisina olan etkisinin %canlilik olarak giinlere gore dagilimi: A. Beyaz sarimsak masarat, B. siyah sarimsak
masarat, C. kontrol zeytinyagi, D. Ucucu Beyaz sarimsak yagi, E. Beyaz sarimsak ekstrakti.
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5.6 Ekstraktin insan Kolon Kanser Hiicre Hatti Ve Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Uzerine Etkili Dozlar1 Gostergesi

Beyaz sarimsak maserat ekstrakti insan kolon kanser hiicre hatti1 ve mezenkimal kok
hiicre uygulandiginda genellikle iki hiicre grubunda da proliferasyonu arttirdigi
gozlemlendi. Birinci giin, 120-150 ppt ortak etkili dozlardi. Ancak, beyaz sarimsak
maserat ekstrakti liglincli giin uygulamasinda baska ortak etkili dozlar daha goriildii
(Sekil 5.15). Besinci giin, beyaz sarimsak maserat ekstrakti uygulandiginda 5.15’te
gosterdigi gibi ortak etkili dozlar belirlendi.

Siyah sarimsak maserat ekstrakti da ayni sekilde uyguland: ve sekil 5.15 gosterildigi
gibi birinci giin uygulamada herhangi bir ortak etkili doz goriinmedi. Bunun, insan
kolon kanser hiicreleri ve mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu sadece iki hiicre
grubunda armasindan kaynakli olabilecegi diisiiniildii. Ancak tiglincii giin 80-100 ppt
ortak etkili dozlardi. Besinci giin ise, birinci giin gibi herhangi bir ortak etkili doz

gozlemlenmedi.

Zeytin yagi uygulandiginda birinci giinde 150 ppt doz grubunda etkili ortak dozdur.
Ugiincii giin uygulanmada sekil 5.15’te gosterdigi gibi iki hiicre grubunda ilk dozlarda
hiicre canlilig1 artmadigi i¢in paralel olarak ayni etkili noktada kaldilar. Ancak besinci
giin zeytin yagi uygulandiginda 3 ortak etkili doz 40-60 ppt, 100-120 ppt ve 200 ppt
doz grubunda sekil 5.15 gosterdigi gibi ortak etkili dozlardi.

Beyaz sarimsak sohxlet ekstrakti birinci giin uygulandiginda kolon kanser hiicre hatti
ve mezenkimal kok hiicrelerde birkag ortak etkili doz bulundu. Bu dozlar ise 3 ppt, 10
ppt ve 40 ppt’dir. Ugiincii giine gelindiginde 100 ppt ortak etkili doz bulundu ama
besinci giinde 20 ppt ortak etkili doz gostermektedir.

Ugucu yagi insan kolon kanser hiicre hatti ve mezenkimal kok hiicrelere
uygulandiginda birinci giinde 40 ppt ortak dozu olarak gostermektedir. Ugiincii giin
ucucu yagi uygulandiginda 10-20 ppt arasinda etkili doz belirlenmistir. Besinci giin
ise etkili doz 5 ppt belirlendi.
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Sekil 5.15 Zeytinyagi, beyaz sarimsak maserat, siyah sarimsak maserat, sicak ekstrakt , ugucu yag ve soguk ekstraktin insan
kolon kanser hiicre hatt1 ve mezenkimal kok hiicrelerin lizerine etkili dozlarinin karsilagtirmali olarak gdstergesi
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiksek bir diyetle zeytinyagi alimi, kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar,
alzheimer, osteoporoz ve kanser insidansinda azalma ile iliskilidir. Deneysel ve klinik
bulgulara gore zeytinyaginin koruyucu bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ancak
Storniolo ve arkadaslar1 oleik asit tiikketiminin kolorektal kanseri indiiklendigini
sOylemektedir. Zeytinyagini temsil eden kiiciik bilesenlerin varliginda oleik asit zit
etkilere sahiptir, bu da tohum yaglarinin, yiiksek oleik asitli tohum yaglarinin veya
zeytinyagimin kolorektal kanser hiicresi (KRK) {izerinde muhtemelen farkli etkileri
olacagin1 diisiindiirmektedir (Storniolo vd., 2019). Literatiirde bulunan prasad ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir diger calismaya gore, zeytin yaginin i¢cinde bulunan
diger bir bilesen kafeik asitin insan HT-1080 fibrosarkom hiicre hattini iizerine yapmis
oldugu etkiyi incelediklerinde, Kafeik asidin antiproliferatif etkisini; oksidatif stres,
lipid peroksidasyonu, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan durumundaki
degisiklikler ve MTT testi ile belirlemisler. (Prasad vd., 2011). Prasad ve
arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismaya gore, kafeik asidin HT-1080 hiicre hattinda
giiclii antikanser etkisi sergiledigi ve bir antikanser ajan olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.

Oleocanthal ve ligstroside aglycone, zeytinyagindan tiiretilmis polifenollerdir.
Oleocanthal, tiimdr biiylimesine, tiimdrijenik olmayan birincil hiicre hatlarinda ¢ok az
sitotoksisite ile miidahale etmektedir. Ekstrede ligstrosit aglikonun varligi ise,
sitotoksisite i¢in gereken oleokant konsantrasyonunu diisiirmektedir. Bu sonuglar, bir
polifenol 6ziitiiniin etkilerini TNFa tarafindan giiclendirilebilecegini ve otofajinin
modiilasyonunun muhtemelen bu etkileri hesaba kattigin1 ilk kez gostermektedir.
TNFa ilavesiyle boyle bir etkiyi gelistirme olasilig1 da arastirilmis olmakla birlikte
hiicrelerin polifenolik ekstrakta maruz kalmasiyla hem hiicre proliferasyonu hem de
Oliim oraninda artis meydana geldigi tespit edilmistir. Bu tiir bir etkinin otofajinin
indiiksiyonu ile iliskilendirilerek TNFa ile giiclendirilebilecegi diisiiniilmiistiir.
Ekstrede ligstrosit aglikonun varligi, sitotoksisite icin gereken oleokant
konsantrasyonunu diistirmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda bir polifenol 6ziitiiniin

etkilerinin TNFa tarafindan giiclendirilebilecegini ve otofajinin modiilasyonunun
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muhtemelen bu etkileri ile hesaba kattigini ilk kez gostermektedir (De Stefanis vd.,

2019).

Bu tez calismasinda ise sizma zeytinyagi ticari olarak satin alinarak kullanildi. Bu
yagin kii¢lik ve orta konsantrasyon dozlarda biiytik bir etki yapmadigini1 gézlemlendi.
Ancak yiiksek dozlarda ozellikle {igiincii giine bakarsak kanser hiicrelerin
proliferasyonu artigin1 gozlemlendi. Bu artisin sebebi olarak literatiir bilgi dikkate

alindiginda ticari zeytinyaginin oleik asitin yliksek miktar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Son zamanlarda, sarimsak ve sarmmsak bazli ozlerin kullanimi, epidemiyolojik
calismalarda kanser oranit azalmasiyla iliskilendirilmistir. Literatiirde sarimsak
ekstrakt1 elde etmek icin farkli yontemler mevcuttur. Bu tez ¢aligmasinda sarimsak
karisimi elde etmek icin farkli yontemler kullanildi ve bunlar (Siyah sarimsak ve beyaz
sarimsak meserat yontemi) her biri zeytinyaginin varliginda farkli sonuglar verdi.
Beyaz ve siyah sarimsak birbirlerine gore hiicre proliferayonun etkileri agisindan
anlaml bir fark gostermedi ve doz miktar1 arttik¢a hiicre proliferasyonu arttigi tespit
edildi. Sarimsak ekstraktlar1 zeytinyagiyla hazirlandigi i¢in oleik asitin kanser hiicre
prolifersyonunu arttirdigi ve kanser hiicrelerini besleyici 0Ozellik gdsterdigi
diisiiniilmektedir. Bu konu ile iligkili literatiirde benzer ¢aligmalar bulunmamaktadir.
Kullandigimiz ticari zeytinyaginin da zit etkileri olabilir ve bunu incelemek i¢in baska

bir ¢calismada ticari olmayan 6zel iiretim zeytinyagi kullanimi 6nerilmektedir.

Literatiirde bulunan eski bir calismada misir yagi ve sarimsak karigiminin, insan kolon
tiimor hiicre hattindan kaynaklanan ksenograftlara karsi etkili bir antitlimorijenik ajan
oldugu tespit edilmistir (Sundaram vd., 1996). Literatiirde yapilan bir diger ¢alismaya
gore, yaslandirilmis siyah sarimsak ekstraktlarinin (ABGE) in vitro ve in vivo mide
kanseri lizerindeki etkileri incelendiginde, in vitro ¢alismalarda ABGE ile tedavi
edilen hiicrelerde doza bagli apoptoz saptanmistir. Timor tagiyan farelerde, asilanmis
timdrlerin  biiylimesinin engellenmesi gibi ABGE'nin 6nemli antitimor etkileri
gbzlenmistir (wang vd., 2012). Yagda ¢dzilinen bilesikler: Dialil siilfid (DAS), dialil
disiilfid (DADS), dialil tristilfid (DATS) ve ajoen, kanseri 6nlemek veya tedavi etmek
icin kullanildiklarinda suda ¢oziinen bilesiklerden daha etkilidir. DADS ve DATS,
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sarims!1 bir tonu olan ve suda ¢oziinmeyen sarimsak yaginin ana bilesenleridir (Wang

vd., 2013).

Arunkumar ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 calismada ise sarimsagin yagda
¢oziinen organosiilfiir bilesigi olan dialil disiilfiiriin (DADS), in vitro prostat kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif ve hiicre dongiisii durdurmasinin indiiksiyonu igin
calisilmistir. Hiicre biiylimesinin baskilanmast MTT deneyiyle degerlendirilmistir.
Arunkumar ve arkadaslari, DADS’nin prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimesini,
kontrole kiyasla doza bagimli bir sekilde inhibe ettigini gostermistir (Arunkumar vd.,
2006). Wu ve arkadaslar1 in vivo calismasinda ise sarimsagin baslica organosiilfiir
bilesikleri (OSB) olan dialil siilfiir (DAS), dialil disiilfiir (DADS) ve dialil trisiilfiir
(DATS), deneysel materyal olarak, hiicre canliligi ve hiicre dongiisii tizerindeki
modiilasyon etkilerini arastirmak igin kullanmistir. Insan karaciger tiimor hiicreleri
(J5), hiicre canlilig1 testinin sonuglara gore 50 veya 100 uM DATS, kontrol ile
karsilastiginda doz ve zamana bagli iliskilerde hiicre canliligi 6nemli 6l¢iide azalmistir
(P < 0,05). 24 saat boyunca 100 uM DATS ile muameleden sonra hiicre sayisi kaybi,

sekil deformasyonu ve liziz olaylar1 gézlemlenmistir (Wu vd., 2004).

Choromanska ve arkadaslari, sarimsak yaginin ¢esitli farklilagsma derecelerine sahip
gliomalara karst olumlu anti-kanser potansiyeli sergiledigini  gostermistir
(Choromanska vd., 2020). Hosono ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise
hiicrelerin biiyiimesi, dialil trisiilfid (DATS, HCT-15 IC50 = 11,5 mikroM, DLD-1
IC50 = 13,3 mikroM) tarafindan 6nemli 6l¢giide bastirilmis iken dialil monosiilfid ve
dialil disiilfidin boyle bir etki gostermedigi tespit edilmistir. DATS, bir in vitro
hiicresiz sistemde tiibiilin polimerizasyonunu inhibe etmistir. DATS, hiicrelerin
mikrotiibiil ag1 olusumunu bozdugu ve mikrotiibiil fragmanlarinin, ara fazda
goriildiigii tespit edilmistir. DATS ile muamele edilmis tiibiilin i¢in sivi kromatografi-
tandem kiitle spektrometresi analizi ile peptit kiitle haritalamasi, 72,1 Da'lik bir peptit
kiitle artig1 ile S-alil merkaptosistein olusturmak igin sistein kalintilar1 Cys-12beta ve
Cys-354beta'da spesifik bir oksidatif modifikasyon oldugunu gdstermistir. DATS'nin
giiclii antittimor aktivitesi, HCT-15 ksenograftlar tagiyan farelerde de gosterilmistir
(Hosono vd., 2005). Alkenil siilfidlerin antikanser aktivitesi, dncelikle insan kolon

kanseri hiicreleri HCT-15 ve DLD-1 kullanilarak incelenmistir. G2 / M fazinda tutulan

81



hiicrelerin sayisi, alt G1 DNA igerigine sahip hiicreler ve kaspaz-3 aktivitesine sahip

hiicreler, dialil tristilfiir muamelesiyle arttirilmistir (Seki vd., 2008).

Bu tez caligmasinda beyaz sarimsak Soxhlet eksraksiyonu ve ugucu beyaz sarimsak
yagi asitleri iki farkli yontem ile hazirlanarak kullanildi. Literatlirde sarimsak
ekstraktinin insan tiimdr hiicrelerinin proliferasyonuna etkilerini inceleyen bir ¢alisma
mevcuttur (Siegers vd., 1999). 175 ve 200 ppt eszamanli olarak 1. giin, 3. giin ve 5.
giin doz gruplarinda en etkili sonu¢ ve kanser hiicrelerin proliferasyonu azaltan doz
grubudur. Literatiirde kismen benzer bir ¢alisma bulunmakla birlikte etanol esash
sarimsak ekstraktinin molekiiler ve hiicresel aktiviteleri incelenmistir. Sarimsak
ekstraktinin in vitro birkag farkli kanser hiicresinin biiylimesini ve ayni zamanda bir
meme kanseri modelinde in vivo kanser biiylimesini inhibe ettigini gostermistir.
Petrovic ve arkadaslarinin elde ettigi verilere gore sarimsak ekstrakti ile tedavi edilen
kanser hiicrelerinin, azalmig proliferasyonunun artan endoplazmik retikulum stresine
aracilik ettigini gostermektedir (Petrovic vd., 2018). Cig sarimsak ekstraksiyonu, in
vitro olarak kiiltiirlenmis kanser hiicrelerini 6ldiirmede, diger 21 ¢ig sebze ve
meyveden elde edilen ekstraktlara gore onemli Olglide daha fazla etkili olmustur.
Hiicre kiiltiiriinde ¢ig sarimsak ekstraksiyonu, kdkeni ve hiicre tipine bakilmaksizin
cok cesitli farkl kanser hiicrelerini 6ldiirmektedir. Kanser hiicrelerinin genel olarak,
normal besinleri islemek icin normal hiicre karsiliklarinda bulunan bir¢ok yaygin
metabolik yolda kusurlu oldugu iyi bilinmektedir. Normalde, kullanim1 normal olan
bu besinlerin metabolizmas: kanser hiicrelerinde durabilir ve sitotoksik hale gelebilir.
Cig sarimsak ekstraksiyonu ile kanseri tedavi etmenin en etkili yolu, pismis sarimsagi
yemek yerine dogrudan enjeksiyonu olabilir (Li vd., 2018). Bu tez c¢aligmasinda
uygulanan sarimsak kaynakli ugucu yag asitleri kanser hiicrelerine 3. giindeki etkisi
20 ppt doz grubundan basladi ve doz arttik¢a kanser hiicre proliferasyonunun arttig1
tespit edildi. Ancak 5. giin uygulandiginda hemen hemen tiim dozlar etkili bir sekilde

hiicre proliferasyonu azaltti.

Sarimsaktan (Allium sativum L.) ekstrakte edilen bir kimyasal olan allisin, antioksidan
ve antiinflamatuar etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte allisinin,
ozellikle hematopoietik sistemde kursun kaynakli toksisite iizerindeki biyolojik

aktiviteleri belirsizligini korumaktadir. Burada, kursuna maruz kalmanin, HSC'lerde
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bozulmus hiicre durgunlugu, engelli kendi kendini yenileme islevi ve koloni olusturma
yetenegi ve miyeloid tarafli farklilasma dahil yaslanma fenotiplerini ortaya ¢ikardigi
bulunmus, bunlarin hepsi farelerde onemli hematopoietik bozukluklara nedeni

olmustur (Cai vd., 2019).

Literatiirde bulunan diger bir calismada ise insan mezenkimal kok hiicrelerinin
(hMKH) proliferasyonunu tesvik etmek i¢in, bir antioksidan olarak bilinen ve
sarimsak ekstraksiyonu ana bileseni olan s-alil sisteinin (SAC) etkisi incelenmistir.
SAC’nin hidrojen peroksit kaynakli hiicre 6liimiinii ve hiicresel apoptozu engellemis
oldugu ancak kisa sitireli kiiltiir sirasinda hMSC'lerin biiyiimesini etki etmedigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina bakilarak, SAC'nin hMSC'lerin kendini
yenileme kapasitesinin korunmasinda rol oynayabilecegi diisiliniilmiistiir. Birlikte ele
alindiginda, SAC, antioksidan enzimlerin diizenlenmesi yoluyla oksidatif stresle
indiiklenen hiicre apoptozunun inhibisyonu yoluyla hMSC'lerin proliferasyonunu
gelistirmektedir. Bu nedenle SAC’nin, insan MSC'lerinin kendini yenilemesini ve ¢gok
potansiyelli karakterizasyonunu siirdiirmek ig¢in in vitro bir kiltir sisteminde
vazgecilmez bir bilesen olabilecegi diisliniilmektedir (Park., 2009). Bu tez
calismasinda kanser hiicrelerine uyguladigimiz sarimsak ekstraktlart mezenkimal kdk
hiicrelere de uygulandi. Doz artisina bagli olarak mezenkimal kok hiicre proliferasyon
oraninda da artig gézlemlendi. Ancak ugucu yag asitleri uygulandiginda mezenkimal

kok hiicre proliferasyon orani dozlar arasi benzerlik gosterdi.

6.1 Oneriler

Yapilan tez kapsaminda farkli yontemlerle hazirlanan sarimsak ekstraktlari test edildi.
Bu yontemlerle elde edilen dogal (beyaz) ve fermente (siyah) sarimsak iirtinlerinin bir
kism1 halk arasinda da alternatif tip uygulamalar1 olarak kullanilmakla birlikte,
antikarsinojenik etkinligini gosterir klinige yonelik net bilimsel veri bulunmamaktadir.
Buna karsin sarimsak bilesenlerinin antikarsinojenik etkisine dair yapilan ¢aligmalar
literatlirde bulunmakla birlikte, alternatif tipta kullanildig1 sekilde {iretilen sarimsak
reaktifleri ile ilgili veriler yetersizdir ve bu tiriinler halk tarafindan sdylentilere dayali
bilgilere gore kullanilmaktadir. Bu baglamda, yiiriitiilen tez kapsaminda, geleneksel

yontemlerle hazirlanan sarimsak ekstraktratlarina ilave, yeni sarimsak tirlinlerinin ve
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ekstraktlarinin iiretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen sarimsak {irtinlerinin HCT116
hiicreleri {izerine antikarsinojenik etkisi karsilastirilmali olarak test edilmis ve bu
etkinin saglikli hiicreler iizerindeki olumlu ve/veya olumsuz etkileri de kiMKH ile

belirlenmistir.

Elde edilen sonucglar gdstermistir ki zeytinyagi igerisinde maserasyon yontemi ile
hazirlanan tiim sarimsak iiriinleri, hiicrelerin proliferasyonunu artirmakta yani hiicre
canliligini tesvik etmektedir. Bu bakimdan, saglikli insanlarda bu ekstrakt tirtinlerinin
kullanilmasmin yaglanma karsiti ve yara iyilesmesini destekleyici olarak etki
gosterebilecegi diisiiniilmekte birlikte, elde edilen sonuglara gore kanser hastaliginin

tedavisine olumsuz etki yapabilecegi belirlenmistir.

Beyaz sarimsak i¢in ayni ¢oziicli sistemi kullanilarak sicak ekstraksiyon yontemi ile
hazirlanan ekstraktin soguk ekstraksiyon yontemine gore antikarsinojenik etkisinin
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Buna karsin kiMKH ile yapilan kontrol deneylerde
sicak yOnetmle hazirlanan ekstraktlarin yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir. Bu bakimdan, sicak ekstraksiyon {iriinlerinin hem kanser
hastalar1 hem de saglikli bireyler tarafindan dikkatli kullanilmas1 ve asir1 tiiketimden

kaginilmasi gerektigi onerilmektedir.

Elde edilen iiriinlerin antikarsinojenik etkisinin saglikli hiicreler tizerindeki etkisi,
plastisitesi yiiksek olan kiMKH ile incelenmis olup, sarimsak reaktiflerinin 6zellikle
diisiik dozlarda saglikli hiicreler iizerine herhangi bir sitotoksik etkisi tespit
edilmemistir. Ancak, saglikli hiicreler i¢in de kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi viicutta
istenen bir durum olmadigindan, kullanilabilecek en uygun dozlar HCT116 hiicreleri
ile kiMKH igin yapilan isttistiksel analiz grafiklerinin degerlendirilmesi ile
bulunmustur (Sekil 5.15). Bu karsilastirmali degerlendirmelerde genel olarak elde
edilen IC50 degerlerine karsilik, KiMKH proliferasyonunun da kabul edilebilir
sinirlarda oldugu degerlendirilmistir. Bu sonuglar 1s1¢inda HCT116 hiicreleri i¢in
sitotoksik etki gosteren sarimsak {irlinlerinin antikarsinojenik etki gdstermesinin

yaninda saglikli hiicrelerin rejenerasyonu da uyardig: belirlenmistir.
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Beyaz sarimsaktan elde edilen ugucu yagin bilesimi literatiir ile benzer olup (EI-Sayed
ve ark.,2017; Boubechiche ve ark., 2017) yiiriitiilen ¢alisma kapsaminda elde edilen
ugucu yag bilesiklerinden total diallil siilfitlerin oram1 % 87,32 olup, verilen
literatiirdeki farkli alanlarda yetisen sarimsaklardan elde edilen ugucu yagdaki total
diallil siilfitlerin oranlarindan (% 61,17 ila 84,78 ) oldukea yiiksektir. Ayrica, Tagkoprii
sarimsagindan elde edilen ugucu yag bilesiklerinden total trisiilfitlerin orani (% 54,83),
Boubechiche ve arkadaslarinin ¢alismasindaki total trisiilfitlerin oranlarindan (% 35,4
ila 38,48 ) oldukca yiiksek, El-Sayed ve arkadaslarinin ¢alismasinda bulunan total
trisiilfitlerin oranlarindan (% 63,03 ila 70,03 ) ise diisiik kalmistir. Elde edilen
bilesiklerden diallil disiilfiir organik bir disiilfiir olup, antineoplastik ajan,
antihipertansif ajan, antifungal ajan ve bitki metaboliti olarak islevi vardir. Diallil
tetrasiilfit ise zararli bir organizmanin Kkimyasal veya biyolojik yollarla
uzaklastirilmasinda, yok edilmesi veya kontrol edilmesinde rol almaktadir. Sarimsak
ugucu yagmin en temel bir bileseni olan diallil trisiilfit, geleneksel Cin tibbi iiriini
allitridium'un 6nemli bir igerigi olup antifungal, antitimdr ve antioksidan aktiviteye
sahiptir. Etkileri arasinda ayrica apoptoz indiikleyici, Ostrojen reseptdr antagonisti,
antineoplastik ajan, vazodilator ajan, anti-enflamatuar ajan, insektisit, antiprotozoal
ilag, trombosit agregasyon inhibitorii ve antilipemik ilag¢ olarak kullanimi sayilabilir

ve bu bakimdan ¢ok énemli ve degerli bir bilesiktir.

Sarimsak {triinleri icerisinde ugucu sarimsak yaglarmin en etkili antikarsinojik ajan
oldugu tespit edilmistir. Bu etkisinin, yukarida belirtildigi gibi icerigindeki siilfit
bilesiklerinden oOzellikle de igeriginde yiiksek oranda bulunan diallil trisiilfitten
kaynakladig: diistiniilmektedir. Diisiik dozlardan itibaren antikarsinojenik ajan olarak
etki gostermesinin yani sira kiMKH’ler iizerinde de proliferatif etkisi net olarak
goriilmiistiir. Karsilastirmali degerledirmeler goz oniine alindiginda, sarimsak ugucu
yaglarinin  gilivenli ve yiiksek reaktiviteyle kolon kanserinin tedavisinde
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Buna karsin, etanolde hazirlanan ve en son sulu
olarka elde edilen sarimsak ekstraktlarinin kolon kanserinin tedavisinde dikkatli
kullanilmast gerektigi, yiiksek dozlarda her ne kadar yiiksek antikarsinojenik aktivite
gosterse de ve saglikli hiicreler {izerine olasi zararinin Oniine gecmek icin diisiik

dozlarda kullanilmasinin gerektigi 6nerilmektedir.
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Hiicreler herhangi bir stresle karsilastiginda ya senesens fazina yada apoptozise
girmektedir. Ancak, literatiire gore hiicre popiilasyonlarinda ikisinin de ayni anda
gerceklesebildigi bilinmektedir. Farkli yontemlerle elde edilen sarimsak ekstraktlar
ile muamele ettigimiz kolorektal kanser hiicrelerinde de benzer bir durumun yasandigi
diistiniilmektedir. Kromatografik analizlerinin MTT analizleri ile birlikte irdelenmesi
sonucu, sarimsagin bilesimindeki pozitif iyon tiirlerinin antikarsinojenik etkiyi
artirdigi tahmin edilmektedir. Bu bilesenlerin, hiicre dongilisline ait yolaklar iizerine
etkinin tespiti i¢in molekiiler diizeyde analizlerin yapilmasin igeren yeni ¢aligmalar
planlanmaktadir. Ayrica, bu iriinlerin modern farmakolojide ilag olarak
kullanilabilirliginin tespiti i¢in in vivo analizlerin gergeklestirilmesi ve in vitro

bulgular ile karsilagtirmali etkisinin tespiti onem arz etmektedir.
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