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OZET

Kanser 21. yiizyilin en Onemli saglik problemlerinden biridir. Son zamanlarda kanser
tedavisinde kullanilan temel yontemlerin yaninda tamamlayici ve alternatif tedavi uygulamalari
artmigtir. Bu uygulamalardan biri de bitkisel tedavidir. Bu ¢alisma yiiksek antioksidan igerige
sahip oldugu bilinen gilaburu (Viburnum opulus) meyve suyunun 50 kDa alti ve dstii
fraksiyonlariin farelerde deneysel olarak olusturulan Ehrlich Ascites Tumor (EAT) {izerine in
Vivo ve in vitro etkisini aragtirma amaciyla yapildi. Caligmanin in vivo basamaginda 77 adet
Balb-C irk1 erkek fare kullanildi. Fareler negatif kontrol, pozitif kontrol, 5-FU (kemoterapotik)
grubu, 50 kDa alt1 gilaburu ve 50 kDa iistii gilaburu grubu olmak lizere bes gruba ayrildi.
Dokuzuncu giin hayvanlar sakrifiye edildi. ¢ organlardan alinan drnekler histopatolojik olarak
degerlendirildi. Caligmanin in vitro asamasinda ise EAT hiicreleri kontrol, 5-FU, 50 kDa alt1 ve
iistli gilaburu gruplarmna ayrildi, 3, 24 ve 48 saat 37°C’de %5 CO;’li ortamda kiiltiire edildi.
Muse Cell Analyzer cihazi ile gruplarda Annexin V, mitotik aktivite ve hiicre dongiisii analizleri
yapildi. Calisgmanin in vivo kisminda pozitif kontrol grubundaki hayvanlarin doku kesitlerinde
EAT hiicrelerinin 50 kDa alt1 gilaburu grubundan daha yogun oldugu goézlendi. 50 kDa iistii
gilaburu grubundaki hayvanlarin kesitlerinde ise EAT hiicresine rastlanmadi. Deney siiresince
tedavi gruplarindaki biitiin hayvanlarin agirlik ve karin ¢evrelerinde pozitif kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalma izlendi. In vitro analizlerde li¢giincii saatte anlamli bir sonug elde
edilemezken 24 ve 48. saatin sonunda kontrol grubuna gore gilaburu gruplarinda (6zellikle 50
kDa alt1 gilaburu gruplar1) total apopitozun anlamli bir sekilde arttigi goriildi. Gilaburunun
hiicre dongisiinii Go/G; evresinde durdurarak EAT hiicrelerinin  béliinmesini yavaslattigi
(6zellikle 50 kDa iistii gilaburu gruplar1) gorildi. 50 kDa {istii gilaburu gruplarinda toplam
depolarize hiicrelerin yiizdesinin anlamli bir sekilde yiikselerek (p<<0,001) apoptozu tetikledigi
kanisina varildi. Sonu¢ olarak elde edilen bulgular farkli fraksiyonlardaki gilaburu
ekstraktlarinin EAT hiicreleri {izerine antitiiméral etkisinin olabilecegini gostermistir. Bu

calismanin kanser tedavisine yonelik ¢calismalara katkida bulunacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Viburnum opulus, EAT, antitimor, apopitoz



Vi

THE EFFECTS OF DIFFERENT FRACTIONS OF GILABURU (VIBURNUM
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Supervisor: Prof. Dr. Harun ULGER

ABSTRACT

Cancer is one of the most important health problems of the 21st century. In addition to the basic
methods used in the treatment of cancer, complementary and alternative treatments have
increased. One of these applications is herbal treatment. Gilaburu (Viburnum opulus) fruit juice
is known to have high antioxidant content. This study was performed to investigate the in vivo
and in vitro effects of gilaburu fruit juice fractions on experimentally induced Ehrlich Ascites
Tumor (EAT) in mice. For in vivo study, 77 Balb-C mice were used and the mice were divided
into five groups as negative control, positive control, 5-FU (chemotherapeutic) group, gilaburu
fractions below 50 kDa and over 50 kDa. On the ninth day of the experiment animals were
sacrificed. The samples taken from the internal organs were evaluated histopathologically. For
in vitro analysis, EAT cells were divided into six groups. These groups are control, 5-FU, 50
kDa and above 50 kDa gilaburu groups. The EAT cells were cultured at 37 © C and 5% CO 2 at
3, 24 and 48 hours. Annexin V, mitotic activity and cell cycle were analised in Muse Cell
Analyzer. The in vivo analyses of tissue sections showed that the more intensive EAT cells
were seen in the positive control and groups below 50 kDa. There were few EAT cells in the
sections under 50 kDa. There were a significant decrease of abdominal circumference and body
weight of mice in all treatment groups compared to the positive control group. No significant
difference was obtained at the third hour in the in vitro analyzes while total apoptosis was
significantly increased in the all experiment groups (especially below 50 kDa of gilaburu
fraction) compared to the control groupat the end of the 24 and 48 hours. It was observed that
gilaburu stopped the cell cycle at the Go/G; stage and make slow the division of the EAT cells
(especially above 50 kDa of gilaburu fraction). It was concluded that the percentage of total
depolarized cells and triggered apoptosis in the gilaburu fractions above 50 kDa increased
significantly (p <0.001). In conclusion, the results showed that gilaburu extracts in different
fractions may have an antitumoral effect on EAT cells. It is thought that this study will
contribute to the treatment of cancer.

Key Words: Viburnum opulus, EAT, antitumor, apoptosis
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i.p. Intraperitoneal

kDa kilodalton
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1.GIRIS VE AMAC

21. ylizyilda en 6nemli halk saglig1 problemlerinden birisi kanserdir. Diinya Saglik
Teskilati’na gore diinya genelinde kanser vakalarinin her yil arttigi, 2018 yilinda 18,1
milyon kanser vakasinin belirlendigi ve bunlarin 9,6 milyonunun 6liimle sonuglandigi
tahmin edilmektedir. Diinyada 5 erkekten biri ve 6 kadindan birinde yasamlar1 boyunca
kanser gelismekte, 8 erkekten biri ve 11 kadindan biri ise 6lmektedir (1). Tiirkiye’de ise

2014 ve 2016 yillarinda her bes 6liimden birinin kanserden kaynaklandigi bildirilmistir
2).

Kanser tedavisi i¢in ¢ok sayida antikanser ajan tanimlanmigtir. Ancak bu ajanlarin olasi
toksik etkileri ve organizmada bu ilaglara karsi gelisen diren¢ kullanim alanlarini
kisitlamakta (3), yan etkileri klinik basartyr olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle
daha iyi farmakolojik-toksikolojik profiller ile karakterize edilen yeni ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir (4). Bir¢ok uygarlikta geleneksel tip modellerinin olusumunda anahtar
rol oynayan ve tedavi edici etkileri siklikla glindeme getirilen bitkiler, kanser
tedavisinde uzun bir kullanim ge¢misine sahiptir. Hartwell, kanser tedavisinde

kullanildigi bildirilen 3000’den fazla bitki tiirtinii listelemistir (5).

Bitkiler genellikle geleneksel ilaglara kiyasla daha 1iyi bir toksikolojik profil ile
karakterize edilmektedir. Bu nedenle, bitkisel tedavinin, basli basina bir yontem olarak
degerlendirilmesinin yan1 sira geleneksel kanser tedavisinin etkinligini artirmak ve yan
etkilerini sinirlamak amaciyla geleneksel tedaviyle birlikte kullanilabilecegi de

gorilmistiir (6).

Viburnum opulus L. Caprifoliaceace bitki ailesine mensup, kirmizi renkte salkim
biciminde buruk tatli meyvelere sahip ¢ok yillik bir bitkidir. Meyve suyu, regel,
marmelat seklinde tiiketilebilecegi gibi Tiirkiye’de ve ozellikle Orta Anadolu

bolgesinde fermente edilip suyu geleneksel bir icecek olarak tiiketilmektedir (7). Diinya



genelinde farkli isimlerle anilan Viburnum opulus Kayseri yoresinde “gilaburu” olarak
isimlendirilmektedir (8). Gilaburu meyve suyunun fenolik bilesikler, askorbik asit ve

cesitli antioksidanlardan zengin oldugu bildirilmistir (7).

Erciyes Universitesinde daha once yapilan iki calismada gilaburu meyve suyunun
kanser iizerine baskilayici etkisi rapor edilmistir (9,10). Ulger ve ark. (2012) yaptiklari
calismada Balb-C irki farelerde deneysel olarak DMH (1,2- dimethyl hydrazine) ile
olusturduklar1 kolon kanseri modeli lizerine gilaburu suyunun iyilestirici etkisinin
olabilecegini gosterirken, Ceylan ve ark. (2018) yaptiklar1 c¢aligmada Balb-C ki
farelerde deneysel olarak olusturduklart EAT (Ehrlich Asit Tumor) modeli {izerine
gilaburu meyve suyu ekstraktinin tiimor gelisimini baskilayici etkisini gézlemlemisler
ve ayrica yaptiklari in vitro ¢alismada gilaburu meyve suyunun kanser hiicreleri {izerine

sitotoksik etkisini rapor etmislerdir (10).

Bu calisma, gilaburunun kansere kars1 etkinligi iizerine Erciyes Universitesi’nde daha
once yapilan arastirmalara bir devam niteligi tagimak {lizere planlanmistir. Calismanin
amaci1 gilaburu meyve suyunun farkli molekiil agirligindaki liyofilize toz ekstraktlarinin
farelerde deneysel olarak olusturulan Ehrlich Ascites Tumor (EAT) modeli iizerinde

antitimoral etkisini in vivo ve in vitro olarak arastirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser, Nedenleri ve Tedavi Yontemleri

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak bdliinmesi ve ¢ogalmasi
olarak tanimlanan hastalik grubudur (11). Fizyolojik olarak, insan hiicreleri belli bir
diizende viicudun ihtiyaci dahilinde boliinmektedir. Hiicreler yaslandiginda veya hasar
gordiiglinde programli hiicre 6liimii (apopitoz) olmakta ve yeni hiicreler bu hiicrelerin
yerini almaktadir. Ancak kanser siirecinde, kontrolsiiz hiicre boliinmeleri meydana
gelmesi ile birlikte yaslanan ve bozulan hiicrelerde diizenli 6liimler goriilmemektedir.
Bircok kanser tiiriinde bu hiicreler, siirekli ve kontrolsiiz boliinerek tiimor adi verilen
kitleleri olusturmaktadir. Bununla birlikte, tiimorler biiyiidiikce ayrilan bazi kanser
hiicreleri, kan veya lenf sistemi yoluyla viicuttaki farkli doku veya organlara go¢ edip

burada yeni tiimorler olusturabilmekte ve bu duruma metastaz adi verilmektedir (12).

“Kanser” kelimesinin kokeni bilim adami Hipokrat’a dayanmaktadir (M.O. 460-370).
Hipokrat, kanserli dokulardan gelisen uzantilar1 yenge¢ bacaklarina benzeterek tiimorler
i¢in “Carcinos ve Carcinomas” terimlerini kullanmistir. Daha sonra Celcus (M.O. 28-
50) yengeg kelimesinin Yunancasi olan “Cancer” terimini kullanirken bundan yaklagik
150 yil sonra ise Galen (M.S. 130-200) tiimorler igin Yunanca “sisme” anlamina gelen
“oncos” kelimesini kullanmistir. Modern tipta kullanilan onkoloji terimi buradan
gelmektedir (13). Tiirk tip tarihinde ise kansere “seretan” adi verilmektedir. Tarsuslu
Osman Hayri Efendi’ye ait “Kenziisthhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserde seretan, findik
ya da kiicik yumru biyiikliigiinde, agrili, etrafi damarli bir olusum olarak

tanimlanmaktadir (14).

Kanserin en bilinen nedenleri arasinda radyasyon ve ultraviyole 1sm1 gibi fiziksel;
sigara, aflatoksin, arsenik gibi kimyasal ya da bazi bakteri, viriis ve parazit gibi canli

karsinojenlere maruziyet sayilabilmektedir (11). Bilinen kanser tedavi yontemleri



arasinda; cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immunoterapi ve hormon tedavisi yer
almaktadir. Cerrahi tedavi, timér dokusunun viicuttan uzaklastirilmas: esasina
dayanmaktadir. Kemoterapi, sistemik yolla verilecek antineoplastik ilaglarin hastanin
saglikli hiicrelerine zarar vermeden tiimdr dokularmin biliyiime ve c¢ogalmasini
engellemesini amaclayan bir tedavi metodudur. Ancak antineoplastik ilaglarin ¢ogu
saglikli hiicreler i¢in de sitotoksik etkiye sahiptir. Isin tedavisi olarak da isimlendirilen
radyoterapi yiiksek enerjili pargaciklarin hiicre iizerinde yarattigi etkinin kullanilmasi
yontemidir. Daha Onceden tanimlanmis tiimor dokularina belli dozlarda radyasyon
verilerek uygulanan bu tedavi bi¢imi siklikla diger kanser tedavilerinin etkinligini
artirmak igin lokal olarak uygulanmaktadir. Immunoterapi, kansere karsi immiin
mekanizmalarin giiclendirilmesini amaglamaktadir. Farkli kanser tiirlerinde test edilen
immunoterapi miispet sonuclar gosterse de klinik sonuglarda umut edilen basariy1
yakalayamamuistir (15). Meme, prostat, ovaryum ve uterus kanseri gibi hormona duyarl
kanser tipleri i¢in hormon tedavisi, kanser gelisimini yavaslatmak i¢in viicuttaki hormon
liretimini azaltmay1 amaglamaktadir. Bu tedavi metodlarinin bir kismi ciddi yan etkilere

sahip iken etkinlikleri hala tartismalidir (16).

Gelismis tilkelerde kanser tedavisinde uygulanan konvansiyonel metodlarinin olasi yan
etkilerini azaltmak i¢in tamamlayici tedavi yontemleri de yogun olarak
kullanilmaktadir. S6z konusu tamamlayic1 tedaviler arasinda bitkisel tedavi de
sayllmaktadir (17). Ozellikle sentetik ilaclarin olasi yan etkilerinden dolayr bitkisel
kiirlere bagvuranlarin sayisi giin gectikge artmaktadir (18).

2.2. Kanser Tedavisinde Bitkisel Uriinlerin Yeri

Diinya Saglik Teskilati, bitkisel ilaglarin da dahil oldugu tamamlayici tibbi; modern
tibbin gelisiminden once kullanilan ve giiniimiizde hala kullanimda olan tedavi edici
uygulamalar olarak tanimlamaktadir. Insanoglunun yeryiiziinde var oldugu andan
itibaren bitkileri beslenme ve tedavi benzeri amaglarla kullandig1 diistintilmektedir (19).
Geleneksel tip, yerel hekimlerin deneyimlerinin sentezi olup bu hekimlerin ilag
niteligindeki karigimlari, bitkileri, mineralleri ve organik maddeleri igermektedir. Hint,
Cin, Misir, Yunan, Roma ve Suriye metinlerinde kullanimlarinin en erken kaniti

yaklagik 5000 y1l 6ncesine dayanmaktadir (20).



Antik ¢agdan modern zamanlara; sifaci-rahipler, sifacilar, samanlar, cadilar ve modern
tip hekimleri, doga, ila¢ ve eczacilik alanlarinda uygulamalara yer veren dogal
tedavilerden faydalanarak insan hastaliklarini iyilestirme yoluna gitmislerdir. Otlar,
bitkiler, cicekler, yapraklar, aga¢c kabugu ve kokleri, tohumlar ve yaglar hakkinda
bilgiler ¢ok eski donemlere kadar uzanmaktadir. Avrupa Orta Cagi’ndaki bitkisel
ilaglarla ilgili bilgiler Roma ve Yunan kaynaklarina dayanmakta ve bunun da Babil ve
Misir’in geleneksel tibbindan etkilendigi goriilmektedir. Antik Yunan tibbi, timor
olusum teorilerini ve potansiyel tedavi yontemlerini ortaya koymaya ¢alismistir (21).
Gegen zamanla birlikte izolasyon, tanimlama ve sentezleme yontemlerinin gelistirilmesi
sayesinde, dogal kaynaklardan bir¢ok ilag¢ ortaya ¢ikmistir. 1990'larin baslarina kadar,
dogal kaynaklardan yeni anti-timor ajanlarinin kesfi, biiyiik dl¢iide, in vitro veya in
vivo modellerde kullanilan kanser hiicresi soylarina karsi sitotoksik aktivitenin test
edilmesine dayanmaktadir (22). Kemoterapi alaninda, giiniimiizde kullanilan antikanser
ajanlarin yaklagik %75'i bitki ve mikroorganizma gibi dogal iiriinlerden tiiretilmistir
(23). Bitkisel ilaglar basta gelismekte olan iilkeler olmak {izere diinya niifusunun
yaklasik %801 tarafindan temel saglik hizmetleri i¢in kullanilmaktadir. Bu ilaglarda
bulunan kimyasal bilesenlerin insan viicuduna daha 1iyi uyum sagladigma
inanilmaktadir. Eski literatiir, aynt zamanda, modern tibbin veya sadece palyatif
tedavinin ise yaramadigi hafiza kaybi, osteoporoz, diyabetik yaralar, bagisiklik ve
karaciger bozukluklar1 gibi yasla ilgili hastaliklar i¢in de bitkisel ilaglarin
kullanildigindan bahsetmektedir (20).

Ulkemiz cografi konumu, iklimi, bitki ¢esitligi ve tarimsal potansiyeli sayesinde tibbi
ve aromatik bitkilerce ¢ok zengin bir iilkedir. Tiirkiye’de 174 familyaya ait 1251 cins ve
12.000°den fazla tiir ve alt tiir bulunmakta; tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisinin ise
500 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Ulkemiz endemik bitkiler bakimindan da
zengindir. Tiim Avrupa tilkelerindeki toplam endemik takson sayis1 yaklasik 2750 iken
bu rakam Tiirkiye i¢in 2891°dir. Endemik olan 497 alt tiir ve 390 varyete bu hesaba
dahil edildiginde toplam endemik takson sayisi 3750’nin iizerine ¢ikmaktadir. Bu

bitkiler bir¢ok hastaligin tedavisi igin yiizyillardir kullanilmaktadir. (24).

Ulkemizdeki endemik bitkilerden Dianthus zonatus ve Sempervivum armenum
yapraklan sigil tedavisinde kullanilirken; Merendera caucasica (25), Crocus Sativus L.

(safran) (26), Isatis constricta (¢ivit otu) (27), Hypericum perforatum L. (kantaron)



(28), Viburnum opulus L. (gilaburu) (9,10) gibi bitkilerin kanser aragtirmalarinda (27)

kullanildig1 ve olumlu sonuglar alindig1 rapor edilmistir.
2.2.1. Tibbi Bir Bitki Olarak Gilaburu (Viburnum opulus L.)

European cranberrybush, Snowball tree, Guelder rose gibi farkli isimlerle bilinen
Gilaburu (Viburnum opulus L.), Magnoliopsida sinifi, Caprifoliaceae familyasina ait 2-4
metreye kadar biiyiiyebilen, kisin yapraklarin1 doken, beyaz cigekli ¢ok yillik odunsu bir
bitkidir (Tablo 2.1). Dogu Avrupa iilkeleri, Kuzey Asya, Kuzey Afrika ve Tiirkiye’de
oldukca yaygin olarak siis bitkisi olarak kullanilmaktadir (29). Genellikle kirmizi renkli
meyveleri olan gilaburu, ¢igek actig1 zamanki gilizelligi nedeniyle Selguklu ve Osmanl
donemlerinde “Giil Ebru” adimi almistir (30). Bu kullanim zaman iginde degiserek
“gilaburu” haline gelmistir. Ancak c¢esitli yorelerde gildar, gili gili, giraboglu, girabolu,
gireboglu, gireboli, gilabada, geleboru, gibi farkli isimler de kullanilmaktadir (31).
Ayrica gilaburu Bulgaristan’da Tchervena kalinka, Italya’da Pallone di maggio (32),
Ukrayna’da Kalyna olarak bilinir (33).

Tablo 2.1. Gilaburunun taksonomisi (34)

Kingdom Plantae — Plants
Subkingdom Tracheobionta — Vascularplants
Superdivision Spermatophyta — Seedplants
Division Magnoliophyta — Floweringplants
Class Magnoliopsida — Dicotyledons
Subclass Asteridae
Order Dipsacales
Family Caprifoliaceae — Honeysucklefamily

Species Viburnum opulus L. — Europeancranberrybush

Gilaburu yapraklari 3-5 parcali ve yesil renkli olup sonbaharda kirmiziya donmektedir.
Dista steril, igte ise fertil olan gilaburu cigekleri yaklasik 5-10 cm ¢apindadir. Meyveleri
yuvarlak kirmizi renkli, tek tohumlu ve 8 mm kadar boyda, kokusuz ve lezzetsizdir
(Sekil 2.1) (35). Gilaburu meyveleri tadi buruk olmakla birlikte tiiketilebilmektedir
(7,29,35). Taze gilaburudan sikilarak elde edilen meyve suyu igilebildigi gibi (35)

meyveler regel veya marmelat olarak da degerlendirilmektedir (7, 29). Gilaburu, kar ve
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kis kosullarina dayanikli olsa da genellikle erken sonbahar aylarinda olgunlagsmakta ve
olgunlastigi mevsimde meyveler bol miktarda pektin igermektedir (7). Meyvelerin
kendisine has kokusunun kaynagi, igerdigi valerik asittir (36). Orta Anadolu’da daha
hos bir tat elde etmek ve buruk tadi maskelemek i¢in yaygin olarak meyveler icme
suyunda yaklagik dort ay fermente edildikten sonra tiiketilmektedir (37). Yilmaztekin ve
ark. (2015) gelencksel fermentasyon esnasinda gilaburu meyvesinin bilesimindeki
ucucu bilesiklerdeki degisikligi incelemis; fermentasyonun birinci ayinda toplam ugucu
madde miktarinin arttigin1 ancak ilk aydan sonra kademeli olarak azaldigini rapor

etmislerdir (37).

Gilaburu meyveleri sikilarak elde edilen meyve suyunun bilesiminde tanen, izovalerian
asidi (35), L- malik asit gibi organik asitler (36), vipudial, esculetin, skopoletin,
kalsiyum, demir, magnezyum, manganez, fosfor, potasyum, selenyum, ¢inko, tanen,
regine, salisin, aci1 glikozit, viburnin gibi ¢ok giiglii antispazmodik maddeler (38),
askorbik asit (7), yiikksek miktarlarda antosiyanin ve gallik asit gibi polifenolik bilesik
(29) bulundugu rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismada taze gilaburu meyvesinin kuru
bilesiminde % 7,81 suda ¢dzilinebilir kuru madde, % 5,83 indirgen seker, % 6,71 ham
protein, % 9,86 ham seliloz, 560 mg/kg Askorbik asit, 402,62 mg/kg sodyum
bulundugu rapor edilmistir yine bu kuru maddenin % 4,2’sinin lipit, % 0,98’ inin
protein, % 82,9’sinin ¢oziiniir karbonhidrat oldugu, 1 gram kuru maddenin 3,8 kcal
enerji icerigi bildirilmistir (39). Son yillarda yapilan bir bagka ¢alismada Kayseri’nin
Biinyan, Develi ve Melikgazi il¢elerinde yetisen gilaburu (Viburnum opulus L.)
meyvelerinin A ve E vitamini, beta-karoten, likopen, rediikte ve okside glutatyon
miktarlarmin sirasiyla 0.10+£0.01 - 0.24+0.03 pg/g; 0.96+0.12 - 14.38+1.58 pg/g;
3.27£0.23 - 6.52+0.70 png/g; 2.89+0.30 - 10.95£1.10 png/g, 206.78+13.24 -
334.75£16.81 npg/g ve 19.16£1.57 - 23.404+3.38 pg/g arasinda degistigi bulunmus,
beslenme bakimindan gilaburunun en yararli meyvelerinin Melikgazi, Develi ve

Biinyan bolgeleri seklinde siralandigi rapor edilmistir (40).



Sekil 2.1.A. Gilaburu ¢i¢ek formu B. Gilaburu meyvesi (41).



Gilaburu suyu, diliretik, stirgiit ve sedatif etkilere sahip oldugu gibi (35);
antiinflamatuar, antinosiseptif ve antibakteriyel 6zellikleri iyi bilinmekte ve geleneksel
olarak karin agrisi, menstriiel sanc1 ve bobrek agrilarinin tedavisinde kullanilmaktadir
(29). Orta Anadolu Bolgesi’nde safra ve karaciger hastaliklari i¢in, Avrupa iilkelerinde
bilhassa cicekleri veya agac govdesi kabugu kabizlik onleyici, idrar artirici ve yatistirict
olarak kullanilmaktadir (35). Etkili bir antispazmodik olarak kas kramplari, spazmlari
ve adet kramplarmi diizenlemek amach kullanilirken (38), kanama azaltic1 ve uterus

tonusu artiric olarak kullanildigr da bildirilmistir (32).

Gilaburu meyvelerinde yiiksek miktarlarda bulunan antosiyaninler birgok ¢icek, meyve,
sebze ve bunlardan tiiretilen ¢esitli {iriinlerin renk kalitesinde énemli bir rol oynayan
dogal fenolik bilesiklerin olusturdugu bir pigment grubudur. Son zamanlarda,
antosiyaninlerin, antioksidan, antimutagenik, antikanser ve antiobezite dzellikleri sunan
ve ayn1 zamanda koroner kalp hastalig1 riskini azaltan 6nemli biyolojik aktivitelere
sahip olduklart bildirilmistir (29). Literatiirde Viburnum opulus L tiirtinin farkli
kisimlarindan (yaprak, dal, meyve) elde edilen bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin
oldugu belirtilmistir (42,43). Bu bitki tiiriiniin icerdigi bilesiklere bagli olarak insan
bagisiklik sistemini destekledigi ve bir¢cok hastalifi 6nlemede etkili oldugu
diistiniilmektedir (7).

Gilaburunun kurutulmus meyve ekstraktlariin antimikrobiyel ve antioksidan
aktiviteleri Sagdi¢ ve Aksoy tarafindan (2006) calisilmig ve ayrica gilaburu bitkisinin
antitimor ve antiviral aktiviteye sahip olabilecegi vurgulanmistir (44). Cesoniene ve
ark, (2010) V. opulus’un biyolojik ¢esitliligi ve biyokimyasal 6zelliklerini inceledikleri
bir caligmada bitkinin total fenolik bilesikleri ve askorbik asit miktarlarin1 karakterize
ederek, biyolojik olarak aktif olan bu bilesiklerin bu tiiriin meyvesinde biiyilik
miktarlarda bulundugunu tespit etmislerdir (45). T1bbi bitkilerde bulunan, giinliik alimla
viicudumuza giren antioksidanlarin, kimyasal olarak iiretilmis antikanser ajanlara bir
alternatif olabilecegi bildirilmektedir (46). Fenolik bilesiklerin, antikanser etki
mekanizmalar ¢ok yonlidiir. Bu bilesikler, bagisiklik sistemini giliglendirerek kanser
hiicrelerini taniy1p yok etme ve tiimor biliyiimesi i¢in gerekli olan yeni kan damarlarinin
gelismesini (anjiyogenez) engelleme yoniinde etki gostermektedir. Ayrica, kanser
hiicrelerinin invazyon yeteneklerini azaltmak suretiyle metastatik potansiyellerini

azaltmaktadir. Bitkisel fenoller, standart kemo ve radyoterapotik tedavi rejimlerinin
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etkinligini artirmak ve bu ajanlara kars1 direnci 6nlenmek amaciyla da kullanim alani
bulmaktadir. Bu sebeple bu bilesiklerin kanserle miicadelede hem onleyici hem de

tedavi edici oldugu goriilmektedir (22).

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda daha &nce gilaburu ile
ilgili 3 deneysel calisma yapilmistir. Omerli ve ark., gilaburu meyve suyu ekstraktinin
sicanlarda deneysel olarak olusturulan bobrek tasi {izerine iyilestirici etkisini
bildirmislerdir (47). Ulger ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada farelerde DMH
ile indiiklenen kolon kanserinde gilaburu meyve suyunun tedavi edici etkisi ortaya
konmustur (9), Ceylan ve ark. tarafindan 2018 yilinda yapilan ¢alismada ise gilaburu
meyve suyu ekstraktinin farelerde deneysel olarak olusturulan Ehrlich Asit Timor
tizerine tedavi edici etkisi rapor edilmistir (10). Ancak gilaburu ekstraktinda bulunan
antikarsinojenik kimyasal komponentlerin belirlenmesi i¢in daha ileri ¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser ¢aligmalarinda uygulanacak metottan bagimsiz olarak 6zellikle deneme ve ilag
gelistirme asamalarinda hayvan modellerinin kullanimi olduk¢a Onemlidir. Hiicre
kiiltiiri ve molekiiler biyoloji metotlarindaki ilerlemelere ragmen bu yontemler
uygulanan tedavi yOntemine karsi metabolizma cevabin1 tam  olarak

karsilayamamaktadir (48).
2.3. Kanser Calismalarinda Deneysel Modeller

Karsinojenler, belirli kosullar altinda tiimdr olusumuna neden olabilen dogal veya insan
yapimi1 maddelerdir. Deneysel kanser modelleri; kimyasal veya fiziksel karsinojenlerle
olusturulan modeller, tiimor ksenogreft modeli, transgenik, knockout veya kimerik
modeller ve spontan veya transplante edilebilen tiimor modelleri olmak {izere dort ana

baslikta toplanabilmektedir (48).

Kanser caligmalar1 icin hayvan modelleri, hastaligin gelisim ve patogenezinin altinda
yatan mekanizmalara 151k tutabilir. Ideal hayvan modeli bu nedenle insandaki tiimor
gelisiminin tiim yonlerini sergileyebilmeli, ek olarak, timoriin metastatik potansiyeli ve
terapotiklere karsi karakteristik duyarliligi ideal olarak korunmalidir. Dahasi, tiimor
modeli pratik olmali, timor gelisimi uygun zaman araliginda olmali, dngoriilebilir ve

tutarl olmalidir (49).



11

2.3.1. Kimyasal veya Fiziksel Karsinojenlerle Olusturulan Modeller

Kimyasal karsinojenlerin deney hayvanlarina intravenéz (i.v.), subkutan (s.c.) veya
intraperitoneal (i.p.) yolla verilmesi suretiyle farkli kanser modelleri ortaya
cikarilabilmektedir (48). 7,12-Dimetil Banzantrasen (DMBA), Dimetilhidrazin, MX
furanone ile birlikte N-metil-N-nitro-Nnitrosoguanidin (MNNG) gibi kimyasallar
l6semi, kolon ve mide kanseri olusturmak i¢in kullanilabilir. Ayrica Ethyl nitrosourea
(ENU), N-Nitrosodiethylamine (DEN), Phenobarbital, Nicotine-derived nitrosamine
ketone (NNK), Azoxymethane (AOM) ve 1,2-dimethyl hydrazine (DMH) uygulamalari
farkli organlarda kanser olusumuna sebep olmaktadir (50). Bu modellerin
olusturulmasinda kullanilan karsinojenler arastiricilar i¢in tehdit olusturabileceginden
caligmalar titizlikle yiiriitilmeli ve laboratuvarda giivenlik agisindan ciddi 6nlemler
alinmalidir (51). Fiziksel karsinojenler arasinda iyonize ve ultraviyole radyasyon, X-

1sinlar1 ve gama 1ginlari sayilabilir (48).
2.3.2. Timor Ksenogreft Modeli, Transgenik, Knockout veya Kimerik Modeller

Timor Ksenogreft Modeli, insan hiicrelerini reddetmeyecek, immunsupresif farelere,
tiimoriin koken aldig1 organin i¢ine ya da deri altina insan tiimdr hiicreleri verilmek
suretiyle olusturulan bir modeldir (52). Baska bir organizmaya ait bir genin fertilize bir
yumurtaya mikroenjeksiyon yoluyla verilmesiyle transgenik hayvan elde edilir. Bu
modelde; NF-1, c-fos, N-myc gibi onkogen verilen transgenik fareler karsinogenez i¢in
takip edilmektedir. Genellikle hedefe yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda bu modeller
tercih edilir. Knockout fare modelinde, belli bir gen bdolgesi susturulmus fareler
kullanilmaktadir. Kimerik hayvan ise genetik olarak farkli zigotlardan orijin alan
hiicrelerin fertilize yumurtalarin flizyonu vasitasiyla tek organizmada birlesmesi ile elde
edilmektedir. Transgenik ve knockout fareler laboratuvar kosullarinda firetilip ticari

olarak kullanima sunulmaktadir (51).
2.3.3. Spontan veya Transplante edilebilen tiimor modelleri

Kendiliginden olusan tiimorlerden alinan hiicrelerin bir fareden diger bir fareye
transplantasyonu esasina dayanan bu tiimdr modellerinde, transplante edilen tlimorler
koken aldiklar1 kansere gelisim fazlar1 agisindan yiiksek oranda benzerlik

gostermektedir (48,51). Transplante edilebilen tiimorler solid ya da sivi fazda
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olabilmektedir. Kolay iiretilebilme ve yliksek karakterizasyon ozellikleri transplante
edilebilen timdr modellerinin avantajli olarak ilag¢ takip ¢alismalarinda yaygin kullanim
alan1 bulmalarim1 saglamistir. Lewis lung karsinoma modeli, transplante edilebilen
Wilm’s renal timorii ve EAT modeli transplante edilebilen tiimér modellerinin en
bilinen 6rnekleridir (48).

2.4. Kanser Calismalarinda Kullanilan Bir Model: Ehrlich Assit Tiimor

Ehrlich Ascites Tumor (EAT), ilk olarak disi bir farede spontan meme
adenokarsinomast olarak ortaya ¢ikmis, Ehrlich ve Apolant (1905) tarafindan tiimor
parcalart fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel tiimor haline
getirilmistir. Loewenthal ve Jahn (1932) bu tiimoériin farelerin peritonunda
(intraperitoneal) sivi halde biiyiiyen formunu elde etmistir (53). Bu tiimor hatti, daha
sonra abdominal boslukta kanser hiicreleri ile birlikte sivi birikimi (assit) de
olusturdugu igin “Ehrlich Ascites Karsinoma” adin1 almistir (54). Ehrlich Ascites
Karsinoma, farklilasmamis bir karsinom olarak endikedir ve yiliksek transplante
olabilme kapasitesine, hizli proliferasyona, daha kisa yasam siiresine, regrese olamama
ozelligine ve %100 maligniteye sahiptir (55). Ehrlich Ascites Karsinoma, bu amaclara
bagli olarak assit veya kati1 bir form olarak kullanilir. Yani tiimor hiicresi igeren assit
stvist intraperitoneal (i.p.) enjekte edilirse assit formu, deri altina (s.c.) enjekte edilirse
kat1 bir form elde edilir (54, 55). Tiimore Spesifik Transplantasyon Antijenleri tagimaz
ve farelere 6zgii bir timordiir (Sekil 2.2) (48).
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Sekil 2.2. A. Herhangi bir uygulama yapilmamis fare; B. i.p. olarak EAT hiicresi
verilmis fare.

EAT, orijinal olarak hiperdiploid yapidadir. Yapilan ¢alismalarda bu tiimoriin birgok alt
formu elde edilmistir. Haucscka tarafindan yapilan bir ¢alismada (1953), kromozomu
tetraploid olan bir alt klon elde edilmisken, ilerleyen yillarda diploid, hipertetraraploid
(Lennartz ve ark.,1968) ve hipotetraploid (Burns, 1968) subklonlar yapilmistir. Sholz,
tarafindan yapilan bir bagka caligmada ise glikojen (+) ve glikojen @ Ehrlich klonlari ile
birlikte kolsisine direngli tiimor klonu elde edilmistir (54).

2.4.1. Solid (kat1) Tiimor

Bir farede spontan bir meme tiimorii olarak baglayan tiimdrden, Ehrlich ve Apolant
tarafindan transplante edilebilir solid bir tiimdr modeli gelistirilmistir (53). Deri altina
EAT hiicrelerinin enjekte edilmesiyle ortalama bir hafta iginde yaklasik bir cm ¢apinda
bir kat1 tiimor elde edilmektedir. Tiimor hiicreleri farkl biiyiikliiklerde olup ¢aplart 20-
30 p civarindadir. Tiimoriin ortasinda nekrotik bir sahanin bulundugu ve ¢evresinde ise
fibroz bir kapsiiliin oldugu belirtilmistir (56,57). Yiiksek oranda hiicre 6liimii oldugu

igin solid tlimor oldukga yavas bir biiylime hizina sahiptir (58). Solid tiimér olusturmak
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amaciyla timér hiicre siispansiyonundan 1x10° hiicre deri altina enjekte edildiginde,
ortalama yedi gilinlilk bir siire sonunda Olgiilebilecek kapasitede bir solid timor
saptanabilmektedir. Tedavi yapilmadig1 takdirde farelerde 35-40 giin i¢inde Oliim
gozlenmektedir (57).

2.4.2. Assit (S1v1) Tiimor

EAT hiicrelerinin farelere 1.p. enjeksiyonunu takiben ¢ogalan hiicrelerin 4 veya 6 giin
sonra olusturdugu sivi “assit” olarak tanimlanmistir (54,55). Hiicreler in vitro ortamda
plastik yiizeye tutunmamaktadir (59). Oldukg¢a agresif olan bu tiimdriin virulansi
tekrarlanan pasajlarda artar ancak pasaj sayisi arttikga differensiasyon kaybolur.
Heterotransplantasyon 6zelligi kazanan hiicreler assit formuna doniismektedir. Olusan
assit s1visi gri-beyaz, bazen hafif kanl viskoz bir yapidadir ve ortalama olarak 0,1 ml’de

10 milyon neoplastik hiicre bulundugu bildirilmektedir (54).

EAT hiicreleri, farelerin periton bosluguna enjekte edilmelerini takiben proliferasyon ve
plato asamasi olmak tizere iki fazli bir cogalma gergeklestirmektedir. Proliferasyon ya
da ¢ogalma fazinda hiicre sayis1 artarken ikinci asama olan plato fazinda hiicre sayist
hemen hemen sabit kalir (56,58,60). Yapilan caligmalarda 3x10° EAT hiicresinin
periton bosluguna verilmesini takiben hiicre sayisinin dokuzuncu giine kadar
eksponansiyel (lissel) olarak arttig1 daha sonra da tiimoriin plato fazina girdigi ortaya
konmustur (60). Plato fazinda, EAT hiicresi ¢ogalmasinin yavaglamasiyla assit sivisi
birikimindeki artis arasinda bir korelasyon bildirilmistir. Tiimor gelisiminin plato
fazinda, periton boslugundaki hiicrelerin ge¢ G, fazinda biriktikleri ve bu donemde asit
stvist ortamdan uzaklastirilirsa hiicrelerin mitoz fazini gecirip G1 fazina girdikleri tespit

edilmistir (59).

EAT, baz1 calisma tiirleri i¢in kati tlimorler ile karsilastirildiginda bazi avantajlar
sunmaktadir. Bunlar, kolay ¢alisma imkani sunmasi, homojen ve konsantre bir serbest
timor hiicresi slispansiyonu sekillenmesi, dejeneratif degisikliklerin nispeten nadir

olmasi ve hiicrelerin kolayca sayilabilmesi olarak siralanabilmektedir (61).
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2.5. Ehrlich Assit Tiitmor Modeli ile Yapilan Calismalarda Degerlendirme

EAT tiimor modeli ile yapilan ¢alismalarda goz oniine alinan parametreler ¢alismanin in
Vivo veya in Vvitro olarak planlanmasina ve in Vvivo ¢alismanin da sivi tiimor ya da kati

timor olarak caligilmasina gore degismektedir.
2.5.1. In Vivo Calismalarin Degerlendirilmesi

Solid timdr modeliyle yapilan deneysel calismalarda hayvanlarin agirhik degisimi,
timdr boyutu ve agirhigi (62), i¢ organlarindaki bazi biyokimyasal parametreler,
dokularinin patolojik ve immunohistokimyasal parametreleri, Olgiilen degiskenler
arasinda yer alir (63). Sivi timoér modelinde ise hayvanlarin agirlik degisimi, yasam
stiresi Olctilmesi (64), karin ¢evresi dlgtimii, canli ve 6lii EAT hiicresi sayilmasi, timor
stvisinin niceliksel analizi (packed voliime), hayvanlarin i¢ organlarinin histopatolojik
incelenmesi, i¢ organlarda ve kanda g¢esitli biyokimyasal parametrelerin tayini,
hayvanlarin fiziksel 6zelliklerinin gézlemi degerlendirme i¢in kullanilan kriterlerdendir
(10).

2.5.2. In Vitro Calismalarin Degerlendirilmesi

EAT in vitro ¢alismalarinda canli ve 6lii hiicre sayimi (65), hiicre dongiisti testi ve
Annexin 'V  (62), Caspase 3 (66), MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir) in vitro sitotoksisite testi (67), DNA fragmantasyonu (68)
gibi apopitotik parametreler dl¢iilmektedir. Yine mitotik aktivite testi de in vitro kanser

calismalarinda kullanilmaktadir (69).
2.5.3. EAT Modelinde 5-Fluoro Uracil

Kemoterapi ajani olan 5-FU (5-Fluoro Uracil), yaklasik 40 yildir kansere karsi
kullanilan bir antimetabolittir (70-72). Antimetabolitler, temel biyosentetik siiregleri
inhibe ederek veya DNA ve RNA gibi makromolekiillere dahil olup onlarin normal
fonksiyonlarinit inhibe ederek etki gostermektedir. 5-FU her iki sekilde de etkisini
gosterebilmektedir (73).

5-FU, hidrojen yerine C-5 konumunda bir flor atomuna sahip bir urasil analogudur.

Urasil ile ayn1 kolaylastirilmig tasima mekanizmasini kullanarak hiicreye hizla girer,
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hiicre iginde florodeoksiiiridinmonofosfat, fluorodeoksitiridintrifosfat ve
fluorouridintrifosfat adli aktif metabolitlere dontsiir. Bu aktif metabolitler, RNA
sentezini ve niikleotid sentetik enzimi olan Thymidylate Synthase’in (TS) etkisini bozar
(73).

5-FU sitotoksisitesinin ana mekanizmasi olan TS inhibisyonunun kesin molekiiler
mekanizmalar1 hala belirsiz olsa da TS’ nin florodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP)
tarafindan inhibe edildigi diisiiniilmektedir. TS' nin inhibisyonu, deoksitimidin
monofosfat’in (dTMP) ve daha sonra deoksitimidin trifosfat’in (dTTP) tiikenmesine
neden olur. Bu da cesitli geri bildirim mekanizmalar1 yoluyla diger deoksiniikleotit
seviyelerinin bozulmasmi tetikler. Deoksiniikleotit dengesizlikleri DNA sentezini ve

onarimini engelleyebilmektedir (73).

5-FU’nun baglica kullanimlarinin bazilari kolorektal ve gastrointestinal kanserler
olmakla birlikte ayn1 zamanda meme kanseri, bas ve boyun kanseri ve yumurtalik
kanseri agresif formlarinin tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (70-72). 5-FU,
EAT ¢aligmalarinda tedavi kontrol grubu olarak kullanilabilmektedir (62,65,68).

2.6. Hiicre dongiisii

Organizmalarin biiylime, gelisme ve c¢ogalmalari hiicre bdliinmesi vasitasiyla
gerceklesir. Hiicre boliinmesi mitoz ve mayoz boliinme olarak ikiye ayrilir. Bunlardan
mayoz boliinme yalnizca cinsiyet hiicrelerinde meydana gelir ve nesiller arasindaki
genetik aktarimi saglar. Mitoz boliinme ise somatik hiicrelerde gerceklesir ve genetik
olarak birbirine esit hiicrelerin olusmasini saglar. Okaryotik hiicrelerde boliinmenin
sadece belli bir asamasinda (S fazinda) DNA sentezi ger¢eklesir. S fazindan once ve
sonra birer zaman araligi (Gap) bulunur. Bu nedenle hiicre dongiisii G; (ilk aralik), S
(sentez), G, (ikinci aralik) ve M (mitoz) olmak {izere dort evrede gergeklesir. G1, G, ve
S evreleri hep birlikte Interfaz olarak isimlendirilir ve mitozun hazirlik evresi olarak
kabul edilir. G; evresinde hiicrenin ihtiyag duyacagi proteinler ve RNA sentezlenir,
DNA sentezi i¢in hazirlik yapilir. S evresinde RNA sentezi devam eder, protein sentezi
artar ve DNA sentezi gergekleserek hiicrenin DNA miktari iki katina ¢ikar. G, evresinde
ise sadece RNA ve protein sentezleri devam eder. Birbirini izleyen tiim bu evreler hiicre

dongiisiiniin basamaklaridir (74,75). (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Hiicre dongiisii sematik goriiniimii (76).

Dokulardaki bolinmeyen birgok hiicre (dinlenme halindeki fibroblastlar gibi) S
evresinden hemen dnce hiicre dongiisiinii durdurur. Dinlenme durumundaki bu hiicreler
Gy evresindeki hiicreler ya da Gg hiicresi olarak nitelendirilir. Gg hiicreleri canlidir ve
metabolik olarak aktiftir ama boliinmez (¢cok Ozellesmis sinir ve kas hiicreleri gibi).
Karaciger hiicreleri gibi bazi hiicreler ise belirli ¢evresel sinyalleri aldiklarinda
(yaralanma sirasinda salinan biiylime faktorleri gibi) hiicre dongiisiine geri donebilirler
(77). Fakat kanser hiicrelerinin Go fazina girme yetenegi yoktur dolayisiyla bolinmeyi

durduramaz (78).

Hiicre dongiisliniin farkli asamalar1 arasindaki koordinasyon bir ‘Kontrol Noktasi
Sistemi’ (checkpoints) tarafindan gergeklestirilir. Bu kontrol noktalarinin gorevi
tamamlanmamis veya hasarli kromozomlarin replikasyonunu engelleyerek yavru
hiicrelere gecisini durdurmaktir. Hiicre dongilisii boyunca tespit edilmis ti¢ kontrol

noktas1 mevcuttur.

G; kontrol noktasi: DNA bir hasara ugramigsa dongiiyii G;’de durdurur. G, kontrol
noktasi: DNA replikasyonunda bir hata olmussa ve ortamda replike olmamis DNA
varsa dongiiyli G2 de durdurur. M kontrol noktasi: Mitoz esnasinda yavru hiicreler
mitotik igcik iizerinde diizensiz bir bicimde dizilirse dongiiyii M evresinde durdurur

(74,75,82).
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Hiicre dongiisii kontrol noktalarmin her biri genetik olarak diizenlenir. Uriinleri
dongiiyl ilerleten yahut baskilayan genlerin karsilikli etkilesimi hiicre dongiistinii
diizenler. Bu genlerden herhangi birinin bozulmasi ya da mutasyonu ¢esitli yollardan
kansere neden olabilir. Omegin G1/G, ya da G,/M kontrol noktalarini kontrol eden
genler hataliysa hiicre DNA hasarint onarmadan dongtide ilerlemeye devam edebilir bu

da kontrolsiiz ¢cogalmayla sonuglanabilir (82).

Bu kontrol noktalarindan G bir¢ok hiicre i¢in en 6nemli olanidir. Eger hiicre G; kontrol
noktasinda “devam et” sinyalini alirsa genellikle dongiiyii tamamlayarak bdliiniir.

“Devam et” sinyalini almazsa dongiiden ¢ikar ve Gy fazina girer (77).

Normal bir hiicrede DNA hasar1 oldugunda p53 adli genin diizeyi artar ve hiicre
siklusunu G; fazinda durdurarak DNA onarimi ya da programli hiicre 6limii igin
hiicreye zaman kazandirir. Bu genin mutasyonu nedeniyle G;-S gecislerindeki
degisiklikler boliinmenin kontrolsiiz bir bi¢imde devam etmesi suretiyle kanserle

sonuglanabilir (83).

Hiicre dongiisii kontrol noktalarina ek olarak dongiliniin diizenlenmesinde siklinler ve
siklin-bagimli kinazlar adli iki protein smifinin da gorevi mevcuttur. Eger DNA
replikasyonu ya da onariminda bir problem varsa hiicreler boliinmeyi sorunlar ¢oziilene
kadar durdurur. Eger hasarlar onarilamayacak kadar biiylikse bir diger secenek de

apopitoz yani programli hiicre 6liimiidiir (82).
2.7. Apopitoz

Apopitoz ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmig olup antik Yunancada yaprak dokiimii
anlamma gelmektedir (80). Hiicrelerin yasamlart boyunca yapim-yikim dengesini
koruyan baslica mekanizma olan apopitoz, embriyonun gelisimi ve eriskin dokularin da
saglikli bir sekilde yasamma devam etmesi icin hayati dneme sahiptir (81). Ornegin
kemik iliginden siirekli olarak kan hiicresi iiretimi siirerken giinliik ortalama 5x10*" adet
kan hiicresi apopitoz yoluyla imha edilmektedir. Bagirsak epitel hiicrelerinin siirekli
yenilenmesi ya da menstlirasyon periyodunda uterus i¢ yiizii hiicre tabakasinin 6lerek

uzaklagsmasi da apopitoza 6rnek gosterilebilmektedir (74).

Hiicre 6liimi apopitoz ve nekroz olmak iizere iki ayr tipte olabilmektedir (82). Bu iki

hiicre 6liimiinlin baslamasi icin gerekli etki ve etkenler birbirinden farklidir. Nekrotik
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hiicre 6limii hiicrelerin hizla sismesi ve lizis ile iligskilendirilen akut hiicresel hasar
kaynakli patolojik hiicre 6liimii olarak tanim bulurken apopitoz’da tam tersine hiicrenin
oliimii kontrollii bir otomasyon olarak tarif edilir. Apopitoz, fizyolojik bir olay olup,
gelisimin herhangi bir asamasinda hasara ugramis olan ya da fizyolojik Omriinii
tamamlamis hiicrelerin planl bir sekilde 6liimii seklinde tanimlanmaktadir. Bu olay gen
diizeyinde gerceklesmekte olup c¢esitli sinyallerle tetiklenmektedir (83). Apopitoz
baslamak icin yliksek miktarda hiicre i¢ci ATP’ye (Adenozintrifosfat) ihtiya¢ duyarken,
nekroz i¢in yliksek enerji gereksinimi bulunmamaktadir. Hiicre 6liimiiniin hangi sekilde
gerceklesecegine karar veren mekanizma hiicre igi ATP seviyesidir (84). Apopitoz ile

nekroz arasindaki fark Tablo 2.2°de verilmistir.

Organizmada yapim (hiicre boliinmesi) ve yikim (hiicre Oliimii-apopitoz) arasinda
kontrollii bir denge mevcuttur. Apopitoz kanser hiicrelerinin aleyhine, organizmanin
lehine islemektedir (85). Son yillarda yapilan ¢alismalar apopitozun kanser, otoimmiin
bozukluklar ve ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynadigini géstermistir
(85,86). Kansere iligskin bozukluklarda diizeni sekteye ugramis ve kontrolsiiz apopitoz

onemli bir sorun teskil etmektedir (87).

Tablo 2.2. Apopitoz ve nekroz arasindaki farklar (88).

Ozellikler Apopitoz Nekroz
Biiytime faktorii eksikligi, Iskemi,
Hiicre yaslanmasi, Hipertermi,
S e HIV, Hipoksi,
nedenler Kanser ilaglari, Toksik maddeler,
Radyasyon, Agir metaller,
Sitotoksik T lenfositler Siddetli oksidatif stres
Hiicre membrani saglamdir. Hiicre membran biitinligii
Hiicre kiigtliir. kaybolur.
. Blebler olusur. Hiicre siser.
Morfolojik Organeller saglamdir. Biiyiik vakuoller olusur.
Ozellikleri Apopitotik cisimcikler olusur. Organeller pargalanir.
PS translokasyonu gozlenir. Hiicre lizisi gergeklesir.
Kromatin kondensasyonu gergeklesir. PS translokasyonu yoktur.
Biyokimyasal | ATP gerektirir. ATP gerektirmez.
ozellikleri DNA kiariklart merdiven seklini alir. DNA rastgele par¢alanir.
Fizyolojik ve patolojik sartlarda
Diger gerceklesebilir. Patolojik sartlarda gerceklesir.
IR Makrofajlar tarafindan fagosite Lizozomal enzimler salinir.
ozellikleri o .
edilirler. Inflamasyona neden olur.
Inflamasyon goriilmez.
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Apopitozun basamaklari sirasiyla, kromatin yogunlagmasi, hiicre biiziilmesi, ¢ekirdegin
pargalara ayrilmasi, apopitotik cisimciklerin olusmasi ve bu cisimciklerin makrofajlar
tarafindan fagosite edilmesi olarak belirtilmektedir (Sekil 2. 4) (89). Apopitozun erken
evresinde hiicrenin diger hiicrelerle ve kendi ekstraseliiler matriksi ile olan baglantilar
plazma zar1 araciligiyla kopmaktadir. Diger hiicrelerle fiziksel bagi kopmus olan hiicre
bliziiliir ve hiicrenin sitoplazmasinda sisternalar, vakuol ve vezikiilleri olusturmak
amaciyla kabarir ve endoplazmik retikulum genisler (90). Bu sisternalar hiicre zariyla
birleserek tomurcuklanmalar gosterir. Bu tomurcuklarin ayrilmasiyla apopitotik
cisimcikler meydana gelir. Apopitotik cisimciklerin, makrofajlar ya da c¢evredeki
normal hiicrelerce fagosite edilmesiyle hiicresel yikim tamamlanmaktadir (91).
Apopitotik cisimciklerin fagositik hiicreler tarafindan taninmasi, plazma zarindaki

degisiklikler sayesinde miimkiin olmaktadir (90).
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Sekil 2.4. Apopitoz morfolojisi (92).
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2.7.1. Apopitoz mekanizmasi

Bir hiicrenin planli olarak 6liim prosediiriinii baglatmasi i¢in birtakim faktorlerin etkisi
gerekmektedir. Bu faktorler 1s1, radyasyon, besin yoksunlugu, viral enfeksiyonlar,
hipoksi gibi hiicre ici olabilecegi gibi toksinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, nitrik
oksit ve sitokinler gibi ekstraseliller uyaranlar1 da icerebilir. Apopitoz, o6lim
mekanizmasini tetikleyen uyaranin kaynagina bagl olarak intrinsik (mitokondriyal)
yolak ve ekstrinsik (6liim reseptor yolagi) yolak olmak tizere iki farkli mekanizmayla
gerceklesir. T-hiicre aracili granzim/perforin bagiml hiicre 6liimii de igiincii yolak

olarak eklenebilir (90).

2.7.1.1. intrinsik (mitokondriyal) Yolak: Hiicre ici uyarilarin etkisiyle mitokondrinin
de katilmuyla gerceklesen apopitoz seklidir. Intrinsik yolu baslatan uyaranlar, negatif ya
da pozitif bicimde etki edebilecek hiicre i¢i sinyaller iiretir. Biiyiime faktorii, hormon ve
sitokin gibi hiicre 6limiinii bastiran faktorlerin ortadan kalkmasi, apopitozu etkileyen
negatif uyar1 sistemi olarak; radyasyon, toksinler, serbest radikaller gibi faktorler
apopitozu etkileyen pozitif uyari sistemi olarak tanimlanmistir (90,93). Bu uyarilar
mitokondriyel membranin gegirgenliginin bozulmasina neden olur ve saglikli
hiicrelerde mitokondrinin membranlar1 arasindaki boslukta bulunan iki grup pro-

apopitotik proteinin sitozole salinmasi suretiyle programli hiicre 6liimiinii saglar (93).

2.7.1.2. Ekstrinsik yolak (6liim reseptor yolagi): Oliim uyarisinin hiicre disindan
gelerek hiicre zarindaki 6liim reseptorlerine baglanmasiyla 6liim uyarisinin hiicre igine
iletilmesi esasina dayanir (90). Hiicre zarinin dis yiizeyindeki reseptorlere 6liim uyarisi
baglandiktan sonra reseptorlerin sitoplazmada kalan kisimlar1 bir araya gelir ve hiicre

oliimi igin araci proteinlere baglanir (88).

2.7.1.3. Granzim/Perforin Yolag:: Sitotoksik T-lenfositler, timdr hiicreleri ya da viriis
ile enfekte hiicrelerin hiicre membranlarinda zardan gézenek olusturabilen perforin adli
molekiil ile porlar olugsmasimi saglar ve Granzim A ve Granzim B ihtiva eden

graniillerini agilan bu gézeneklerden hedef hiicrelere salmak suretiyle etki gosterir (93).
2.7.2. Apopitozu Belirlemede Kullanilan Yoéntemler

Hiicrede apopitozu belirlemek igin kullanilan metotlardan en ¢ok bilinenleri asagidaki

gibi siralanabilir: (80).
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Hematoksilen- eozin boyama: Hiicre kromatini boyanarak apopitotik hiicrelerin

varlig1 kromatinin kondanse olmasi esasina dayanarak gézlemlenebilir.

Giemsa boyama: Yine c¢ekirdek morfolojisi esas alinarak apopitotik hiicrelerin
taninmasi esasina dayanir. Sitoplazma sinirlar1 hematoksilen boyamaya gore daha

iyi belirlenebilse de bu boyamanin belirgin bir tistiinliigli yoktur.

Florasan mikroskopi: DNA’ya baglanan floresan boyalarin niikleusu goriiniir hale
getirmesi esasmma dayanir. Canli ve Olii hiicrelerin ayirt edilebilecegi bir boya

secilmelidir.

Elektron mikroskopi: Apopitoz esnasinda gelisen sitoplazmik kiigiilme, kromatik
kondensasyonu ve fragmantasyonu gibi morfolojik degisimleri saptayabilen degerli

bir yontemdir.
Faz kontrast mikroskopi: Apopitotik hiicrelerde gelisen cepgikler goriilebilir.
TUNEL metodu: DNA kiriklarinin goriilmesini saglayan yontemdir.

M30 metodu: Apopitoza giden hiicrenin kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu
ac1ga cikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal yolla boyanmasi esasina

dayanan yontemdir.

Kaspaz-3 metodu: Apopitotik  hiicrelerde  olusan  aktif  kaspaz-3’iin

immunohistokimyasal olarak belirlendigi yontemdir.

Agaroz jel elektroforezi: Interniikleozomal bélgelerden kirilan DNA apopitoza

0zgii merdiven goriintiisii alir. Bu yontem bu goriintiiyli tespit etme esasina dayanir.

Western blot: Apopitoza 6zgii Bcl-2, Kaspaz-3 gibi proteinlerin ekspresyona

ugrama ve kirtlma durumlarini belirlemek i¢in kullanilir.

Flowsitometri: Floresan madde ile belirlenmis antikor kullanilarak apopitoza 6zgii

eksprese olan hiicre ylizey proteinlerinin saptanmasinda kullanilir (94).

Annexin V testi: Yukarida kullanilan yontemlerden niceliksel veri saglayanlarin
cogu Ozgiilliikten yoksun olup ¢ok zaman alir ve genellikle apopitoz tespiti i¢in
hiicre biitlinliigliniin bozulmasini1 gerektirir. Bu tiir analizlerin ¢ogunun temeli olan
kromatinin morfolojik degisiklikleri ve degradasyonu apopitozun ge¢ donemlerinde

ortaya ¢ikar. Oysa ki Annexin V testi apopitozun erken asamalarinda ortaya ¢ikan,
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apopitotik hiicrelerin fagositler tarafindan taninmasi saglayacak olan hiicre yiizey

degisikliklerinin tespitini igerir (95).

2.7.2.1.Annexin V

Annexin V, normal olarak hiicre zarinin i¢ yiiziine lokalize olan bir membran bileseni
olan fosfatidilserin i¢in yiiksek bir afiniteye sahip olan bir kalsiyum bagimli fosfolipid
baglayict proteindir (96). Apopitozun erken asamalarinda hiicre yiizeyinde birtakim
degisiklikler meydana gelir (97). Bu degisikliklerden biri de plazma membraninin ig¢
katmanindan dis katmana fosfatidilserin (PS) ge¢isidir (97-101). Bu fosfolipid normalde
plazma membraninin sitoplazmik yiiziinde bulunur (95). Annexin V, PS i¢in yiiksek
afiniteye sahip bir kalsiyum bagimli fosfolipid baglayici protein oldugundan hiicre

zarmin PS maruziyetini saptamada kullanilabilmektedir (97).

Nekroz ve apopitozun ayirict tanisin1 yapmak i¢in hiicre zari biitlinliigiiniin kontrol
edilebilecegi bir boyama ile birlikte Annexin V testi uygulanmalidir zira apopitozun
erken asamalarinda hiicre zar1 biitlinliigli korunurken nekroz basladig1 anda hiicre zar1
parcalanir (97). PS'ye Annexin V baglanmasinin 6zgiilliigli, floresein izotiyosiyanat
(FITC) etiketli Annexin V (Annexin V-FITC) kullanilarak inhibisyon g¢alismalar ile
gosterilmistir (95).

2.7.2.2.Mitotik Aktivite

Mitokondri microsporidia gibi ilkel protozoalar ve memeli eritrositleri diginda tiim
hiicrelerde bulunan ve hiicrenin enerji santrali olma 6zelligini gosteren bir organeldir.
Hareketli ve sekil degistirebilen bir yapiya sahip olup hiicrelerin ATP ihtiyacina gore
hiicredeki yerleri ve miktarlar1 da degisebilir (75). Serbest radikallerin birincil iiretim
yeridir ve ek olarak apopitoz gibi hiicre 6liim siireglerinin kilit diizenleyicilerini igerir.
Mitokondri degisiklikleri bu nedenle hiicre sagligt ve stresinin oldukc¢a hassas

gostergeleridir (102).

Her bir mitokondri 6zel iki tabakali bir zar yapisina sahiptir. Bunlardan distaki zarda
porin olarak isimlendirilen bir tasiyici protein mevcuttur. Bu zar 10.000 dalton ve daha
kiigiik molekiillerin gegisine izin verir. D1s zarin bir bagka gorevi de lipid sentezinde rol
oynayan bazi enzimleri tasimaktir (74,75). I¢ zar cristae ad1 verilen kivrimlara sahiptir

ve kardiolipin adi verilen, protein gegisini simirlandiran bir proteini igerir (75).
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Mitokondriyal solunum sirasinda iiretilen hiicresel enerji mitokondriyal membran
boyunca bir elektrokimyasal gradyan olarak depolanir ve bu saglikli enerji hiicrelerinde
enerji birikimi, hiicrenin ATP sentezini gerceklestirmesini saglayan bir mitokondriyal
trans-membran potansiyeli (AWm) yaratir. Mitokondri i¢ zarinin transmembran
potansiyelinin kaybi siklikla, apopitozun erken evreleriyle iliskilendirilir. Bu potansiyel
kaybinin, sitokrom C'nin sitozole salinmasina yol agtigina inanilir, bu da daha sonra

apopitozu tetikler (103).

Mitokondriyal membran potansiyel degisiklikleri apopitoz, nekrotik hiicre olimi ve
kaspazdan bagimsiz hiicre Oliim silireglerinde rol oynamaktadir. Bu nedenle ig
mitokondriyal membran potansiyelinin depolarizasyonu; apopitoz, ilag toksisitesi ve
coklu hastalik durumlarimin arastirilmasinda giderek daha oOnemli hale gelen

mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel saghgim giivenilir bir gostergesidir (103).

Son zamanlarda, bircok uyaran tarafindan tetiklenen apopitozda, mitokondrilerin
sitokrom C salinimi yoluyla kaspaz aktivasyonunu koordine etmede onemli bir rol
oynadigi bulunmustur (87). Apopitoz esnasinda olusan mitokondriyel disfonksiyon,
sitokrom C’nin mitokondriden sitozol igine salinmasina neden olabilir. Sitokrom C

burada Apaf-1’e baglanarak kaspazlar aktive eder (104).

Apopitotik 6liim mekanizmasinin merkezi bilesenleri, Bcl-2, Apaf-1 (Apopitotik
proteaz aktive edici faktér 1) ve kaspaz aile iiyelerini igerir. Kaspazlar (sisteinil
aspartat-spesifik proteazlar), proteolitik aktivasyon {izerine, hiicre igi anahtar
substratlar1 pargalayabilme yetenegine sahip olan ve apopitoz ile iliskili morfolojik ve

biyokimyasal degisikliklere yol agan, proenzimler olarak sentezlenir (87).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma sirasinda hayvanlar {izerinde gergeklestirilen islemlerin hayvan deneyleri
etigine uygunlugu, Erciyes Universitesi, Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulunun
09.12.2015 tarih vel5/155 numaral karar ile onaylandi (Ek 1) ve hayvansal prosediiriin
on calismasi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (DEKAM),
calismada sonuglar1 verilen in vivo ve in vitro ¢alismalar Betiil- Ziya Eren Genom ve
Kok Hiicre Merkezi’nde (GENKOK ’te) gerceklestirildi.

3.1. Gilaburu Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Bu c¢alismada kullanilan gilaburu Kayseri ilinin Gesi ilgesinde gilaburu meyvesinin
hasat zaman1 olan Ekim ay1 igerisinde tek bir agactan elle toplandi. Meyveler i¢inde
bulunan yaprak ve dallardan arindirildiktan sonra plastik kaplar igerisinde Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’na getirilerek tartildi ve agirhiklari
not edildi. Geleneksel yolla meyveler ezildi ve elde edilen meyve suyu, miktar1 not
edildikten sonra 50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. 5500/dk devirde 15°C’de 30
dakika santrifiij (Selecta, Ispanya) edilen meyve suyunun posa ve sivi miktarlarr not

edildikten sonra posalar ayrildi.

Gilaburu meyve sular1 6nce 0,45 pm sonra da 0,22 pum’lik enjektor ucu filtrelerden
gecirildikten sonra (Sekil 3.1.A) santrifiij tipi Amicon-15 kodlu 50 kDa’luk filtrelere
(Merck Millipore, Almanya) konarak (Sekil 3.1. B) 15°C de 30 dakika santrifiij edildi.
Bu siire sonunda filtrenin {ist haznesinde bulunan sivi 50 kDa iizeri; filtrenin alt
haznesinde biriken siv1 ise 50 kDa alt1 olarak etiketlendi ve miktarlari not edilerek cam
kaplarda 30 ml’lik birimler halinde dondurulduktan sonra algak basingta (0.001 mm
Hg), -25°C bulunan liyofilizatér (Labconco, ABD) ile kurutularak toz haline getirildi.
Her bir grupta ne kadar meyve suyundan ne kadar toz ekstrakt elde edildigi hassas

terazide tartilarak not edildi. Gilaburu toz ekstraktlari uygulama giiniine kadar -20°C’de
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muhafaza edildi. Meyvelerin toplanmasindan itibaren biitiin islemler miimkiin
oldugunca az 1s1kl1 ortamda gerceklestirildi ve muhafazada karanlik (koyu renkli)
siseler kullanilda.

Sekil 3.1. A. Gilaburu meyve suyunun enjektor ucu filtreden gegirilmesi B. Santrijiij
tipi 50 kDa’lik filtre.

3.2. Gilaburu Toz Ekstraktlarimin Coziinmesi ve Sterilizasyonu

Gilaburu toz ekstraktlari uygulama giiniinde her bir deney grubu igin istenilen
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde tartilarak Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(DPBS) tamponu ile ¢ozdiiriildii ve vorteksle orta devirde homojenize edildi. Cozdiirme
isleminden sonra elde edilen sivilar farelere enjekte edilmeden once ilk olarak 0,45
um’lik daha sonra 0,22 pm’lik enjektor ucu filtrelerden gegirilerek steril hale getirildi
ve bir mI’lik insiilin enjektorleriyle farelere belirlenen dozlarda giinliik her bir fareye
0,2 mI’lik hacimlerde i.p. yolla verildi. Gilaburu dozlar1 her enjeksiyon giinii taze olarak
hazirland1 ve hayvanlarin enjeksiyon bolgesi (karnin sag ve sol yarimi) giinliik olarak
degistirildi.

3.3. Hayvanlara Verilecek Gilaburu Dozunun Belirlenmesi

Halk arasinda gilaburunun bazi hastaliklar icin tedavi edici etkisini gosterebilmesi i¢in

giinde yaklagik bir kg gilaburu meyvesinin suyunun taze olarak hazirlanip 1/1
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sulandirilarak igilmesi Onerilmektedir (105). Bir kg gilaburu meyvesinden 650 ml
meyve suyu elde edildigi ve 1/1 sulandirildigt g6z Oniine alindiginda igilen
sulandirilmis meyve suyu miktar1 1300 ml olup bu da bir kisinin almas1 gereken giinliik
stvi miktarin yaklagik yarisina tekabiil etmektedir. Bir baska ifade ile giinliik siv1
tiiketiminin dortte biri kadar saf gilaburu suyu tiiketmek tedavi edici etkinin gozlenmesi

igin yeterli goriilmektedir (47).

Farelerin giinliik almas1 gereken sivi miktar1 1,5 ml/10g olarak rapor edilmistir (106).
Calismada kullanilan farelerin ortalama agirliklarinin 25-30 g araliginda oldugu
belirlendi. Bu nedenle giinliik sivi ihtiyaci hayvan basina ortalama 4 ml olarak
hesapland1 ve tiiketilen sivi miktarinin dortte biri esas almarak 1 ml gilaburu
verilmesine karar verildi. 50 kDa alt1 gilaburunun 1 ml’sinden 0,07 g; 50 kDa {istii
gilaburunun 1 ml’sinden ise 0,08 g ekstre elde edildi. Hayvanlara giinlik olarak

verilecek ekstrelerin tarttminda bu esasa gore hareket edildi.
3.4. Stok Fare Olusturulmasi

Calismada GENKOK’ten temin edilen ortalama agirliklari 25-30 gram arasinda
degisen, 8 haftalik, 77 tane erkek Balb-c irki fare kullanildi. Calismada kullanilan
fareler nem oran1 %50-55, sicaklik 22+1°C ve 1s1k periyodu 12/12 gece/glindiiz olan
ortamda tutuldu. Farelere standart pelet fare yemi ve igme suyu olarak ¢esme suyu ad

libitum olarak verildi. Altlik olarak misir kogan1 kullanildi.

Kriyotiiplerde %10’luk Dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde, -80°C’de tutulan EAT
hiicreleri, 37°C’deki sicak su banyosunda ¢ozdiiriildii. Coziilen hiicrelerden 100 pl
aliarak tripan mavisi ile boyanip mikroskop altinda canli hiicre yiizdesi tespit edildi.
Steril enjektor yardimiyla dondr farenin (stok fare) periton bosluguna, EAT hiicrelerinin
bulundugu assit sivist enjekte edildi ve stok fare giinliik olarak genel durumu
fotograflanarak, agirlig: ise tartilarak takip edildi. Besinci giinden itibaren stok farenin
karin ¢evresinde belirgin bir sislik gézlendi ve sislik giin gectikce artarak 12. gilinde

karm boslugundan enjeksiyonla s1vi alinmasina uygun hale geldi (Sekil 3.2).

Asit sivilar enjektorle alindiktan sonra stok ve deney grubu hayvanlart genel anestezi

altinda [ketamin-xylasine (50 mg/kg, 15 mg/kg)] sakrifiye edildi ve histopatolojik
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inceleme i¢in karaciger, dalak, bobrek, testis, mide, ince ve kalin bagirsaklardan alinan

dokular tespit edildi.

C: Stok farenin periton boslugundan EAT sivis1 alinmasi.

Sekil 3.2. A. Karin boslugundan sivi alimma hazir olan stok fare B: Stok fare ve
saglikl fare yan yana, soldaki fare saglikli, sagdaki stok fare.
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3.5. Hiicre Canhih@imin Tespiti

Stok hayvanin karin boslugundan alinan EAT sivisindan 100ul alinarak bos bir
ependorf tlipliine konuldu, iizerine 400 pul DPBS eklendi ve elde edilen karisim pipet
yardimiyla homojenize edildi. Karisimdan alinan 100 pl bagka bir ependorf tiipiine
alinarak tlizerine 100 pl %10’luk tripan mavisi eklendi ve karigtirildi. Olusturulan son
karisimdan alinan 50 pl, tizerine lamel kapatilmis Thoma laminin 6rnek haznelerine
konularak 151k mikroskobunda 6nce 10’luk daha sonra 40’lik objektifte incelenerek
boyanmis ve boyanmamais hiicreler sayilarak not edildi. Maviye boyanmuis hiicreler 6lii,
parlak beyaz hiicreler canli kabul edildi (Sekil 3.3). Thoma lam1 sayim formiiliine gore

1 ml’de bulunan total hiicre sayilarinin belirlenmesi i¢in de ayn1 prosediir izlendi.

1 ml’deki toplam _ tim alanda bulunan

" . X sulandirma orani1 x 10,000
hiicre sayist hiicre sayisi

Sekil 3.3. EAT hiicrelerinin 151k mikroskobunda 40°lik objektifle goriiniimii. a: Canli
EAT hiicresi, b: Olii EAT hiicresi.
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3.6. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Gilaburu Toz Ekstraktlarinin Enjekte
Edilmesi

Stok fareler (dort fare) disinda ¢alismada kullanilacak hayvanlar rastgele bes gruba

ayrildi. Her bir grup ayr kafeslere konularak etiketlendi. Her bir gruba ait farelerin

agirlik degisimleri hassas terazi ile, karin gevreleri mezura ile ¢aligma baslangicindan

bitimine kadar giinliik olarak ol¢iilerek not edildi. Hayvanlarin genel durumu ile ilgili

tiiy Ortiisii, halsizlik, ishal/kabizlik, travma, dehidrasyon gibi parametreler gilinliik olarak

takip edilerek not alind1 (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Deneysel prosediirde kullanilan hayvanlar. A: Kafes igindeki farelerin genel
goriinimii B: Hava filtrasyonlu kapali devre kafes sistemi, C: Farenin karin
cevresi Ol¢limii D: Farenin agirlik 6l¢timii
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Deney sonunda anestezi (15mg/kg Xylasine, 50mg/kg Ketamin i.p. yolla enjekte edildi)
altinda hayvanlarin karin bolgeleri acilarak karmn i¢i organlarin genel goriiniimii
degerlendirildi ve histopatolojik inceleme i¢in organlar alinarak tespit sivisina konuldu.

Genel anestezi altindaki hayvanlar servikal dislokasyon yapilarak sakrifiye edildi.
Deney Gruplar:

Grup | (Negatif Kontrol grubu, n=8): Bu grupta bulunan toplam 8 fareye sadece
enjeksiyon stresi amaciyla i.p. olarak 200 pL (0,2 ml) steril DPBS giinliik olarak dokuz
giin siire ile enjekte edildi. Bu gruptaki hayvanlarin tamami dokuzuncu giinde genel

anestezi altinda sakrifiye edildi.

Diger gruplardaki farelere sifirmci giin 0,2 ml DPBS iginde 1x10° EAT hiicresi i.p.

olarak enjekte edildi.

Grup Il (Pozitif Kontrol grubu, n=17): Bu gruptaki her bir fareye kanser hiicrelerinin
enjekte edilmesinden 24 saat sonra steril hale getirilmis 200 pL DPBS i.p. olarak
enjekte edildi. Hayvanlardan 10 tanesi kanser hiicresi enjeksiyonunu takip eden
dokuzuncu giinde genel anestezi altinda sakrifiye edilirken diger yedi hayvanin yasam

stireleri takip edildi.

Grup Il (5-FU Grubu, n=14): Bu grupta bulunan toplam 14 fareye 20 mg/kg bir
kemoterapi ajani olan 5-FU (5- Fluorouracil) giinliik olarak 8 giin siire ile i.p. olarak
enjekte edildi. 5-FU dozlant giivenlik kabini (Niive, Tirkiye) iginde biyogiivenlik
risklerine kars1 onlem alinarak giinliik olarak hazirlandi. Bu gruptaki hayvanlardan 10
tanesi kanser hiicresi enjeksiyonunu takiben 9. giin genel anestezi altinda sakrifiye

edilirken diger 4 hayvanin ise sekizinci giinden sonra yasam siireleri takip edildi.

Grup IV (Diisiik molekiiler agirh@a sahip Gilaburu ekstrakti ile EAT grubu,
n=17): Bu grupta bulunan toplam 17 fareye kanser hiicrelerinin enjekte edilmesinden
24 saat sonra 200 uLL. DPBS tamponu igerisinde ¢oziiliip steril hale getirilen 50 kDa alt1
gilaburu toz ekstraktlari i.p. olarak enjekte edildi. Bu gruptaki hayvanlardan 10 tanesi
kanser hiicresi enjeksiyonunu takiben dokuzuncu giin genel anestezi altinda sakrifiye

edilirken diger yedi hayvanin yasam siireleri takip edildi.
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Grup V (Yiiksek molekiiler agirhga sahip Gilaburu ekstrakti ile EAT grubu,
n=17): Bu grupta bulunan toplam 17 fareye kanser hiicrelerinin enjekte edilmesinden
24 saat sonra 200 uL. DPBS tamponu igerisinde ¢oziiliip steril hale getirilen 50 kDa tistii
gilaburu toz ekstraktlar1 i.p. olarak enjekte edildi. Bu gruptaki hayvanlardan 10 tanesi
kanser hiicresi enjeksiyonunu takiben dokuzuncu giin genel anestezi altinda sakrifiye

edilirken diger 7 hayvanin yasam stireleri takip edildi.

Tim gruplardaki hayvanlar sakrifiye edilmeden Once periton boslugundaki tiim sivi
insiilin enjektdrii yardimiyla ¢ekildi ve santrifiij tiiplerine aktarildi. Bu sivi 1000 rpm’de
sabit acil1 rotorda 5 dk santriflij edildi. Supernatant ve ¢okelti kisimlarinin miktarlar

ayr1 ayr1 not edildi ve ¢okelen kismin hacmi “packed volume” olarak not edildi.

Sakrifiye edilen hayvanlarin karaciger, bobrek, mide, testis, dalak ince ve kalin bagirsak
dokular1 almarak distile su ile hazirlanmis %10’luk formaldehit c¢ozeltilerinin
bulundugu 6rnek kaplarina her bir hayvan i¢in ayr1 kutular kullanilacak bigimde alindi

ve kutular etiketlendi.

Negatif kontrol grubu hari¢ diger gruplardan 7’ser (5-FU igin 4) hayvan yasam siiresi
bakilmak i¢in ayrildi. Bu hayvanlar normal diyet ile beslendi ve yasamin sonlandigi
giinler not edilerek ortalama yasam sliresinde gruplar arasinda bir farkin olup

olmadigina bakildi.
3.7. Histolojik Doku Takibi

Hayvanlarin sakrifiye edilmesini takiben alinan dokular %10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Dokularin alinmasini takiben 3. giin, dokular ¢evre yag
dokulardan arindirilarak kiiciiltiildii ve temiz formaldehit soliisyonuna alindi, sonrasinda
rutin histolojik takip asamalarindan (Tablo 3.1) gegirildikten sonra parafin bloklara
gomiildi (Sekil 3.5). Parafin bloklama isleminden 24 saat sonra doku bloklar1 oda
sicakligindan +4 °C’ye alindi. Kesit alma islemlerinden bir gece éncesinden bloklar
-20°C’de bekletildi. Kesit alma islemi esnasinda dondurucudan ¢ikarilan dokular islem
aralarinda mikrotom yaninda buz kasetleri iizerinde tutuldu, dokulardan bes pum’lik
kesitler onceden temizlenmis lamlara alindi. Her bir kesitin hangi gruptaki hangi

hayvana ait oldugu ve hangi dokuya ait oldugu lamlarin {izerine kursun kalemle yazildi.



33

Alinan tiim kesitlere Hematoksilen-Eozin boyama metodu uygulandi. Bu boyama

metodu i¢in uygulanan prosediirler Tablo 3.2°de belirtildi.

Sekil 3.5. Parafin bloklara gdmiilmiis dokular.
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Tablo 3.1. Parafin Doku Takip Prosediirii

Soliisyon:

1-%10’luk Formaldehit
2- Cesme suyu

3-%50 Etil alkol
4-%70 Etil alkol

5- %90 Etil alkol

6- %96 Etil alkol

7- %96 Etil alkol-1I

8- Absolut alkol —I

9- Absolut alkol —I1

10- Ksilen

11- Parafin i¢inde 57° C ‘de

12-Parafin dolu bloklara gdmme

Siire:

48 saat (TESPIT)
1 saat (YIKAMA)
1 saat
1 saat
1 saat
1 saat (DEHIDRATASYON)

1 saat

1 saat

NN\ /S

1 saat
1 saat (SAYDAMLASTIRMA)

bir gece (EMDIRME)




Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii
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Mikrotomdan alinan kesitler lam iizerinde bir gece etiivde 60 C’de bekletilir.

Soliisyon:

1- Ksilen- 1

2- Ksilen- 11

3- Ksilen- 111

4- Absolut alkol I

5- Absolut alkol —I1
6- %096 Etil alkol

7- %80 Etil alkol

8- %70 Etil alkol

9- %50 Etil alkol

10- Akarsuda yikama
11- Hematoksilen
12- Akarsuda yikama
13 -Eozin

14- Akarsuda yikama
15- %50 Etil alkol
16- %70 Etil alkol
17- %80 Etil alkol
18- %96 Etil alkol
19- Absolut alkol I
20- Absolut alkol —I1
21- Ksilen- |

22- Ksilen- 11

23- Ksilen- 111

24- Entellan ve kapatma

Siire:
10 dk
10 dk
10 dk
5 dk
5dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
5 dk
8 dk
5dk
6 dk
5dk
1dk
1 dk
1dk
2 dk
3dk
5dk
10 dk
10 dk
10dk

Dokularin histopatolojik degerlendirmeleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi

Anabilim Dali’nda yapildi.
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Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlarin histolojik degerlendirmesi i¢in DP 72
dijital kamera ile donatilmis Olympus BX51 151k mikroskobu (Japonya) kullanildi.

Hazirlanan preparatlarda dokularin parankim yapilari incelenerek goriintiiler elde edildi.
3.8. In vitro ¢calisma

In vitro caligmalarin yiritilmesi icin gerekli standart besi yerleri biyogiivenlik
kabininde hazirlandi. Bunun i¢in %85 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
%15 Fetal Bovine Serum (FBS) oranina gore hareket edildi ve her 100 ml’lik besi yeri
icin 1 ml penisilin-streptomisin kombinasyonu ortama ilave edildi. Besi yerini olusturan
tiim maddeler dnce ayr1 ayr1 daha sonra da hep birlikte 0,45 ve 0,22 um’lik enjektdr ucu
tek kullanimlik steril filtreden gegirilerek steril siselere aktarildi ve +4°C’de muhafaza
edildi (Sekil 3.6). Hazirlanan steril besi yerleri azami bir hafta iginde kullanildi. In vitro
deney gruplarinin belirlenmesinde daha 6nce yapilan 6n c¢alismalar dikkate alinarak 6
deney grubu olusturuldu. Bunlardan ilki kontrol grubu, ikincisi 5 FU grubu, {iglinciisii
50 kDa alt1 200 pg gilaburu grubu, dordiinciisii 50 kDa alt1 400 pg gilaburu grubu,
besincisi 50 kDa iistii 200 pg gilaburu grubu ve altincisi da 50 kDa iistii 400 pg gilaburu
grubu olarak belirlendi. Belirlenen gruplar igin gerekli ekstrakt tartimlari kapali kabin
hassas terazide uygulama giiniinde taze olarak yapildi. Annexin V analizi i¢in gerekli
olan %1’lik Fetal Bovine Serum, her bir ml FBS tizerine 99 ml steril DPBS eklenerek
elde edildi. In vitro gilaburu dozlarinin belirlenmesinde pilot ¢alismanin sonuglari esas
alindi. Yapilan pilot ¢alismada EAT hiicreleri tlizerine 50,100,200,400 pg/ml dozlarinda
gilaburu toz ekstraktlarinin etkileri 3, 24 ve 48 saat i¢in ayr1 ayri tripan mavisi ile
boyanma esasina gére Thoma laminda kontrol edildikten sonra 200 ve 400 pg/ml olarak

iki etkili doz se¢ildi (107).

Kriyotiiplerde bir ml’lik hacimler halinde dondurulan ve -80°C’de tutulan EAT
hiicreleri dondurucudan ¢ikartilarak 37°C’deki sicak su banyosunda ¢ozdiirildii. Vakit
gecirilmeden bu hiicre sivisindan 100 pl alinarak tripan mavisi ile boyanip mikroskop
altinda canli hiicre yiizdesi tespit edildi. Steril enjektor yardimiyla dondr farenin (stok
fare) periton bosluguna, EAT hiicrelerinin bulundugu asit sivisi enjekte edildi ve stok
fare giinliik olarak fotograflanarak agirlik yoniinden takip edildi. Besinci gilinden
itibaren stok farenin karin cevresinde belirgin bir sislik gozlendi nitekim sislik giin

gectikce artarak enjeksiyonu takiben 12. giinde karin boslugundan sivi alinmasina
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uygun hale geldi. 12. giinde stok hayvan kafesinden ¢ikartilarak uygun sekilde tutuldu.
I¢c organlarmin yaralanmamas: amaci giidiilerek basasagi getirilen hayvanin periton
bosluguna steril bir enjektdr yardimiyla girildikten sonra hayvan basi yukar1 gelecek
sekilde cevrildi ve yercekimi avantaji da kullanilarak periton boslugundaki assit sivist
cekildi. Cekilen sivi bir santrifiij tiipiine alinarak 3000 rpm’de 5 dk santriflij edildi.
Santrifiij sonras1 supernatant atildi ve atilan supernatant miktar1 kadar steril besi yeri
tiipe eklenerek yeniden santrifiij edildi. Ikinci santrifiijiin sonunda supernatant atilip
ayn1 miktarda steril besi yeri eklendikten sonra tiip vortekslendi ve vakit gec¢irilmeden

Thoma lam1 sayim formiiliine gore canli hiicre sayis1 belirlendi.

Gilaburu meyve suyunun 50 kDa iistii ve alt1 fraksiyonlarinin EAT hiicreleri {izerindeki
in vitro etkisini belirlemek i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi. Her bir kuyucuga
1 ml besi yeri i¢inde 50.000 EAT hiicresi konuldu. 3, 24 ve 48 saatlik kiiltiir periyodu
sonrast hiicreler Annexin V, Mitopotential ve hiicre dongiisii olmak {izere ii¢ farkl

analize tabi tutuldu.

Sekil 3.6. Kendilerine ait siselere konmus besiyerleri ve iistii etiketlenmis kiiltiir kab.
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3.8.1. Annexin V ve Olii Hiicre Testi

Testin yapilabilmesi i¢in Muse Cell Analyzer (Millipore, ABD) cihaz1 ve cihaza
uyumlu Muse Annexin V ve Olii Hiicre kiti kullanildi. Muse Annexin V ve Olii hiicre
Kiti, apopitotik hiicrelerin dis membranindaki PS'yi saptamak i¢in Annexin V kullandi.
Bu test ile erken apopitotik fazdaki ve ge¢ apopitotik fazdaki hiicrelerin ve toplam

apopitotik hiicrelerin yiizdeleri belirlendi.

Deney 3, 24 ve 48 saatlik olmak iizere ti¢ farkli periyodu kapsayacak sekilde planlandi.
Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in 24 kuyucuklu steril tek kullanimlik kiiltiir kaplar
kullanildi. Kiiltiir kaplar1 kapaklarinin st yiizlerine gruplarin isimleri asetath kalemle
yazilarak hangi grubun nereye yerlestirilecegi belirlendi. Her bir grup igin sekiz
kuyucuk ayrildi. Her bir kuyucuga iginde 50.000 EAT hiicresi olan 1 ml steril besiyeri
eklendi (Sekil 3.7).

al
st F- R
248 e

W 'Au
Ak
w2 e

s

Sekil 3.7. Giivenlik kabini altinda steril kiiltiir kaplarina hiicre ve besiyeri eklenmesi.
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Kontrol grubu i¢in kuyucuklara standart besi yeri eklenirken 5-FU grubunda herbir
kuyucuga, i¢inde 15 pg 5-FU bulunan 1 ml besi yeri; 200 ve 400 ug gilaburu
gruplarinda da 200 ve 400 pg/ml gilaburu bulunacak sekilde ekimler yapildi. Her bir
kuyucuk ayri tek kullanimlik steril pipet ucuyla pipetlenerek hiicre ve besi yerinin
karismasi1 saglandi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra kiiltiir kaplar1 37°C’de %S5
CO’li inkiibatorde bekletildi. Bu esnada ekim yapilmis olan her bir kuyucuk igin bir
adet 1,5 ml’lik standart tiip gruplara gore etiketlendi.

Ucg saat sonra inkiibatdrden ¢ikarilan kiiltiir kaplarinin kuyucuklari pipet ve steril pipet
uclar1 vasitasiyla kendilerine ait olan ependorf tliplerine aktarildi. Bu esnada Annexin V

ve 0li hiicre kiti buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglandi.

Kuyucuklar bosaltilirken kiiltiir kab1 yaklasik 45 derecelik bir aciyla tutuldu ve
hiicrelerin ¢okme ihtimaline kars1 sivi pipetlenerek alindi ve tiiplere aktarildi. Tiipler,
sabit acili rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
tiiplerin tizerindeki supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra tiiplere
birer ml steril DPBS eklendi. DPBS eklendikten sonra vortekslenen tiipler yeniden sabit
acili rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiplerin lizerindeki
supernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplerin herbirine 100 ul %1°’lik Fetal Bovine
Serum ve 100 pl Annexin V kit sivist eklendi. Tiipler vortekslendi ve 20 dk 24 °C’de
karanlik ortamda inkiibe edildi.

Bu bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer cihazin standart soliisyonlarla 6n yikamasi
yapilarak cihaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi. Yirminci dakikanin sonunda tiipler
birer birer cithazin 6rnek haznesine yerlestirilerek analiz yapildi. Okuma islemine
kontrol grubundan baslandi ve ilk Ornek okutulurken hiicrelerin yogun olarak
bulundugu bolge cihazin ekranindan tespit edilerek sonuclarin bu bolgeden elde
edilmesi saglandi, sulandirma orani secildikten sonra diger orneklerin okutulmasina
devam edildi. Her bir grup bitiminde cihaza hizli yikama yaptirildi. Tim sonuglar
cihazin hafizasina kaydedildikten sonra taginabilir disk yardimiyla alindi. Ayn islemler

24 ve 48 saatlik periyotlar sonrasinda da tekrarlandi ve sonuglar kaydedildi.
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3.8.2. Hiicre Dongiisii Testi

Muse hiicre donglisii kiti, tiim hiicre dongiisii fazlarindaki (Go / G1, S ve G, / M) hiicre
yiizdesini ayirt etmek ve 6lgmek igin DNA igeriginin propidyum iyodiir bazli boyamasi

esasina gore kullanildi.

Testin yapilabilmesi i¢in Muse Cell Analyzer cihazi ve cihaza uyumlu Muse Cell Cycle
kiti kullanildi. Bu test ile, Muse Cell Analyzer’da hiicre dongiisiiniin Go / G1, S ve G, /
M fazlarindaki hiicre ylizdesinin kolay ve hizli kantitatif 6lgiimleri saglandi. Deneye
baslanmadan bir giin 6nce deney icin gerekli olacak besi yerleri ve gerekli soliisyonlar
hazirlandi. Test i¢in gerekli olan %70’lik etil alkol, %100’liik absoliit alkol ve distile su
ile; 70 ml alkol, 30 ml distile su oranina gore hazirlandiktan sonra agzi kapali bir sisede

-20°C’lik ortamda tutuldu.

Deney 3, 24 ve 48 saatlik olmak tizere ii¢ farkli periyodu kapsayacak sekilde planlandi.
Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in 24 kuyucuklu steril tek kullanimlik kiltiir kaplari
kullanild1. Kiiltiir kaplarinin kapaklarmin iist yiizlerine gruplarin isimleri asetatl
kalemle yazilarak hangi grubun nereye yerlestirilecegi belirlendi. Her bir grup i¢in 8
kuyucuk ayrildi. Her bir kuyucuga 50.000 EAT hiicresi konuldu. Bunun iizerine 1 ml
besiyeri eklendi. Kontrol grubu i¢in kuyucuklara standart besi yeri eklenirken 5-FU
grubunda her bir kuyucuga i¢inde 15 pg 5-FU bulunan 1 ml besi yeri; 200 ve 400 pg
gilaburu gruplarinda da her 1 ml besi yerinde 200 ve 400 pg gilaburu bulunacak sekilde
ekimler yapildu.

Her bir kuyucuk ayri tek kullanimlik steril pipet ucuyla iyice pipetlenerek hiicre ve besi
yerinin  karismast saglandi. Belirtilen tiim islemler giivenlik kabini iginde
gerceklestirildi. Ekim iglemi tamamlandiktan sonra kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde bekletildi. Bu esnada ekim yapilmig olan her bir kuyucuk i¢in bir adet 1,5
ml’lik standart ependorf tiipii gruplara gore etiketlendi. 3 saat sonra inkiibatérden
c¢ikarilan kiiltiir kaplarinin kuyucuklar: pipet ve steril pipet uclar1 vasitasiyla kendilerine

ait olan ependorf tiiplerine aktarildu.

Kuyucuklar bosaltilirken kiiltiir kab1 yaklasik 45 derecelik bir agiyla tutuldu ve
hiicrelerin ¢okme ihtimaline kars1 sivi pipetlenerek alindi ve etiketlenmis tiiplere

aktarildi. Tiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra sabit agili rotorda oda sicakliginda 300
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g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasinda tiiplerin iizerindeki supernatant
mikropipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra tiiplere birer ml steril DPBS eklendi.
Tiipler DPBS eklendikten sonra 3-5 saniye orta hizda vortekslenerek yeniden sabit agili
rotorda oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin lizerindeki supernatant
mikropipet yardimiyla uzaklastirilip tiiplerin her birine 50 ul DPBS eklendikten sonra
diisiik hizli vortekse alindi1 ve karismaya devam ederken igine -20°C’den ¢ikarilan 1 ml
%70’lik etanol yavasca eklendikten sonra tiiplerin kapaklari kapatilarak vortekslendi.
Tiplerin hepsi bir spora dizilerek -20°C’de bir gece bekletildi.

Bir gecenin sonunda dondurucudan ¢ikarilan tiipler vortekslendikten sonra i¢lerinden
200’er pl isaretlenmis yeni ependorf tiiplerine alinarak kapaklari kapatildi ve sabit agili
rotorda 300 g’de 5 dk santriftij edildi. Tiplerin {izerindeki supernatant mikropipet
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra tiiplerin her birine 250 ul DPBS eklendi ve tiipler 3-
5 saniye vortexlendi. Daha sonra tiipler yeniden sabit acili rotorda 300 g’de 5 dk
santrifiij edildi, tiiplerin iizerindeki supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildiktan
sonra tiiplerin her birine 200 ul Muse hiicre dongiisii kiti eklendi ve tiipler 3-5 saniye
orta hizda vortexlendi. 30 dk oda sicakliginda karanlik bir ¢ekmecede bekletildi. Bu
bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer cihazi acildi ve cihazin standart soliisyonlarla 6n

yikamasi yapilarak cithaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi.

Otuzuncu dakikanin sonunda tiipler birer birer cihazin 6rnek haznesine yerlestirilerek
cihazmn hiicre dongiisii ile ilgili sonuglari okumasi saglandi. Okuma islemine kontrol
grubundan baglandi ve ilk 6rnek okutulurken hiicrelerin yogun olarak bulundugu bolge
cthazin ekranindan tespit edilerek analizin bu bdlgeden yapilmasi saglandi ve diger
orneklerin okutulmasina devam edildi (Sekil 3.8). Her bir grup bitiminde cihaza hizl
yikama yaptirildi. Tiim sonuglar cihazin hafizasina kaydedildikten sonra taginabilir disk
yardimiyla alindi. 24 ve 48 saatlik periyotlar sonrasinda da ayni islemler tekrarlandi ve
sonuglar kaydedildi. Islemlerin sonrasinda Muse Cell Analyzer cihaz1 gerekli yikamalar

yapildiktan sonra kapatildi.
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Sekil 3.8. Muse Cell Analyzer cihazinda sonuglarin okunmasi.

3.8.3. Mitokondri Potansiyeli Testi

Mitokondriyel potansiyelde ve hiicresel plazma membran gegirgenliginde veya hiicre
Oliimlerinde ayn1 anda 6l¢iim yapilmasina izin veren bu testin sonucunda; depolarize
canli, depolarize 6li, toplam depolarize, toplam canli ve toplam 6li hiicrelerin bir
ml’deki yiizdelik konsantrasyonu elde edildi. Muse mitokondri potansiyeli testi,
mitokondriyel zar potansiyelindeki degisiklikleri ve hiicre Slimiiniin bir gdstergesi
olarak bir hiicre belirteci olan 7-AAD'yi (7-Amino actinomycin) saptamak igin bir

katyonik, lipofilik boya olan Mito Potential dye'i kullandi.

Calismaya baslanmadan bir giin 6nce deney igin gerekli olacak besi yerleri; deneyin

yapilacagi giin, deney i¢in gerekli olacak standart mitokondri potansiyeli soliisyonu
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hazirlandi. Bu amagla her bir tiip i¢in 1 pl mitopotential dye ve 1999 ul mitopotential
assay tampon sivist eklendi. Elde edilen bu soliisyon kullanim anina kadar oda

sicakliginda karanlikta muhafaza edildi.

Deney 3, 24 ve 48 saatlik olmak tizere 3 farkli periyodu kapsayacak sekilde planlandi.
Hiicrelerin kiiltiire edilmesi i¢in 24 kuyucuklu steril tek kullanimlik kiiltiir kaplart
kullanildi. Kiiltiir kaplarmin kapaklarinin {ist ylizlerine gruplarin isimleri asetatl

kalemle yazilarak hangi grubun nereye yerlestirilecegi belirlendi.

Her bir grup i¢in 8 kuyucuk ayrildi. Her bir kuyucuga 200.000 EAT hiicresi konuldu.
Bunun iizerine 1 ml besi yeri eklendi. Kontrol grubu i¢in kuyucuklara standart besi yeri
eklenirken 5-FU grubunda her bir kuyucuga iginde 15 pg 5-FU bulunan 1 ml besi yeri;
200 ve 400 pg gilaburu gruplarinda da her bir ml besi yerinde 200 ve 400 pg gilaburu
bulunacak sekilde ekimler yapildi. Her bir kuyucuk ayri tek kullanimlik steril pipet
ucuyla iyice pipetlenerek hiicre ve besi yerinin karismasi saglandi. Belirtilen tiim
islemler giivenlik kabini iginde gergeklestirildi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra
kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 CO>’li inkiibatorde bekletildi. Bu esnada ekim yapilmis olan
her bir kuyucuk i¢in bir adet 1,5 m1’lik standart ependorf tiipii gruplara gore etiketlendi.

3 saat sonra inkiibatorden c¢ikarilan kiiltiir kaplarinin kuyucuklar1 pipet ve steril pipet
uclar1 vasitasiyla kendilerine ait olan ependorf tiiplerine aktarildi. Kuyucuklar
bosaltilirken kiiltiir kab1 yaklasik 45 derecelik bir aciyla tutuldu ve hiicrelerin ¢okme
thtimaline kars1 siv1 iyice pipetlenerek alindi. Tiiplerin agz sikica kapatildiktan sonra
sabit acili rotorda oda sicakliginda sabit agili rotorda 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda tiiplerin lizerindeki supernatant mikropipet yardimiyla
uzaklastirildiktan sonra tiiplere birer ml steril DPBS eklendi. Tiipler DPBS eklendikten
sonra 3-5 saniye orta hizda vortekslendikten sonra yeniden sabit ag¢ili rotorda oda
sicakliginda 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tiiplerin tizerindeki supernatant
mikropipet yardimiyla uzaklastirildiktan sonra tiiplerin her birine 1 ml mitopotential
assay tampon sivisi eklendikten sonra tiipler vortekslendi ve her bir tiipten 100’er pul
alimip isaretlenmis yeni ependorf tiiplerine alinarak {zerlerine 95 pl Onceden
hazirlanmis standart mitokondri potansiyeli soliisyonu eklenerek kapaklar1 kapatildi.

Tipler yeniden vortekslenerek 37°C’de bulunan bir inkiibatérde 20 dk bekletildi. Bu
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bekleme siiresinde Muse Cell Analyzer cihazi acildi ve cihazin standart soliisyonlarla 6n

yikamasi yapilarak cihaz 6rnek okumaya hazir hale getirildi.

Yirminci dakikanin sonunda tiipler inkiibatérden ¢ikarildi, kapaklar1 agilarak herbir tiipe
5ul 7-AAD belirteci eklendikten sonra tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve vortexlendi. Daha
sonra tiipler oda sicakliginda karanlik ortamda 5 dk bekletildikten sonra cihazda okuma
islemine ge¢ildi. Okuma islemine kontrol grubundan baslandi ve ilk 6rnek okutulurken
hiicrelerin yogun olarak bulundugu bolge cihazin ekranindan tespit edilerek analizin bu
bolgeden yapilmasi saglandi ve diger 6rneklerin okutulmasina devam edildi. Her bir
grup bitiminde cihaza hizli yikama yaptirildi. Tiim sonuglar cihazin hafizasina
kaydedildikten sonra tasinabilir disk yardimiyla alindi. 24 ve 48 saatlik periyotlar
sonrasinda da ayni islemler tekrarland1 ve sonuglar kaydedildi. Islemlerin sonrasinda

Muse Cell Analyzer cihazi gerekli yikamalar yapildiktan sonra kapatildi.
3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk histogram, g-q grafikleriyle
degerlendirildi. Verilerin varyanslarmin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Ikiden fazla grup karsilastirilmalarinda nicel degiskenler igin tek yonlii varyans analizi
(Anova) kullanildi. In vivo parametrelerin zamana gore degisimi tekrarli dlgiimlerde
varyans analizi ile incelendi. Coklu karsilastirmalarda Tukey testi kullanildi. In vitro
testlerde gruplar arasinda parametrelerin istatistiki karsilagtirilmasinda tek yonii varyans
analizi, saate gore degisim tekrarli Ol¢limlerde varyans analizi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama ile standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin analizi TURCOSA
(Turcosa Analytics Ltd Co, Turkey, www.turcosa.com.tr) istatistik yaziliminda

gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi



4. BULGULAR

4.1. In Vivo Bulgular
4.1.1. Morfolojik Bulgular

Deney siiresince hayvanlarin fiziksel 6zelliklerinin iyi oldugu, viicutlarinda herhangi bir
travma izi olmadigr goriildii. Anal bolgede ya da gdzde patolojiye rastlanmadi (Sekil
4.1.A). 50 kDa alt1 gilaburu grubundaki bir hayvanda deneyin doérdiincii giintinde iki
giin siiren kat1 diskilama goriildii (Sekil 4.1.B). Deney siiresince aciya bagli kamburluk
not edilmedi ($ekil 4.1.C). Buna karsilik altinci giinden itibaren kanser hiicresi verilen
tim hayvanlarin tily durumlarinin bozulmaya basladigi not edildi (Sekil 4.1.D).
Hayvanlarda deney gruplarindaki hayvanlarin agirlik degisimleri incelendiginde sadece
pozitif kontrol grubundaki hayvanlarin deney siiresince olusan agirlik artisinin diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,001) goriildi (Sekil 4.2, Tablo
4.1).

Hayvanlarin karin ¢evreleri dl¢timleri incelendiginde ise yine pozitif kontrol grubundaki
hayvanlarin karin ¢evresi artis1 altinci giinden itibaren diger gruplardaki hayvanlarin
karmn cevresi degisimlerine gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bulundu (Sekil

4.3, Tablo 4.2).
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Sekil 4.1. Hayvanlarin deney siirecindeki morfolojik 6zellikleri. A- Hayvanin anal
bolgesi ve katt digkilama, B- 4. giinde kat1 digskilama goriilen hayvanin anal
bolgesi. C-EAT hiicresi verilmis bir hayvanin genel goriintimi. D-
Enjeksiyon sonrasi tiim hayvanlarda gozlenen hafif tiiy degisimi.
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Sekil 4.2. Giinlere gore hayvanlarin agirlik degisimleri
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Sekil 4.3. Giinlere gore hayvanlarin karin ¢evresi degisimleri



Tablo 4.1. Giinlere gore gruplardaki hayvanlarin agirlik ortalamalari

Gruplar 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin 8. giin 9. giin
(orttsd) (orttsd) (orttsd) (ort+sd) (orttsd) (orttsd) (orttsd) (orttsd) (ortxsd) (orttsd)
Egﬂi‘:g} 31,024 1,14 | 31,541,17 | 31,34+1,32 | 31,41£1,40 | 31,88+1,19 | 32,13+1,09 | 31,91+1,33 | 31,89+1,14 | 31,80+1,25 | 31,59+1,46"
Egﬁg’gl 31,02+ 2,25 | 30,88+2,76 | 30,66+2,65 | 30,99+2,64 | 31,99+2,63 | 33,56+3,80 | 35,78+4,89 | 37,51+4,92 | 38,85+5,61 40,04ﬂ:5,71b
5-FU 27,15+ 3,83 | 27,69+4,17 | 27,36+4,08 | 27,42+3,97 | 27,85+4,06 | 28,05+4,35 | 27,5+4,16 | 27,82+4,25 | 27,38+4,20 | 27,33+4,16°
Sﬂ;{gaiuam 28,72+ 2,67 | 29,13+£2,64 | 27,59+2,35 | 27,414£2,54 | 27,53+2,62 | 27,56+2,82 | 27,45+2,63 | 27,22+3,32 | 27,65+3,70 | 27,88+3,96°
Sﬂ;ﬂﬂ?uﬁsm 29,35+ 3,33 | 29,5243,35 | 27,68+3,41 | 27,01£3,56 | 27,09+£3,69 | 27,74+3,70 | 27,70+3,80 | 28,30+3,75 | 28,59+3,75 | 29,00+3,68°
Gruplar arasi p degeri p<0,001
Tablo 4.2. Giinlere gore gruplardaki hayvanlarin karin ¢evresi ortalamalari
Gruplar 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7. giin 8. giin 9. giin
(orttsd) (orttsd) (ortxsd) (orttsd) (ortxsd) (ortxsd) (ortxsd) (ortxsd) (ortxsd) (ortxsd)
Ei%?:gl 80 80 8+0 8,120,35 | 8,5040,53 | 8,25+0,46 | 8,50+0,53 | 8,50£0,53 | 8,62+0,74 | 8,37+0,51°
Egﬁ;t,gl 8,05+0,21 8,37+0,40 8,61+0,42 8,65+0,41 8,57+0,52 8,88+0,45 9,27+0,55 9,78+0,46 10,21+0,80 10,83ﬂ:0,86b
5-FU 8,03+0,56 | 8,22+0,53 8,36+0,44 8,32+0,59 8,19+0,56 8,17+0,58 8,47+0,50 8,20+0,54 8,26+0,56 8,31+0,72%
Sﬁ;)?frlualtl 8,17£0,39 | 8,41£0,50 | 8,17+0,39 | 8,41£0,61 | 8,58+0,50 | 8,47+0,51 | 8,5240,51 | 8,64+0,49 | 8,70£0,58 | 8,64+0,60°
Sﬂaﬁiﬂ?uﬁsm 8,66+0,48 8,61+0,69 8,27+0,57 8,50+0,51 8,50+0,53 8,55+0,51 8,77+0,54 8,66+0,48 9,00+0,68 8,88+0,58°
Gruplar aras1 p degeri p<0,001

8y
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4.1.2. Hayvanlarin karin boslugundaki sivi miktari ve hiicre sayisi

Tim gruplardaki hayvanlarin karin boslugu acildiginda negatif kontrol ve 5-FU
gruplarindaki hayvanlarin karin boslugunda assit sivis1 gozlenmezken, pozitif kontrol
grubundaki hayvanlarin tamamindan, 50 kDa alt1 gilaburu verilen bir hayvandan ve 50
kDa iistii hayvanlarin dordiinden assit sivist toplanabildi. Pozitif kontrol grubundaki
hayvanlarin karin boslugundan toplanan assit s1vist miktariin 2,5 ml ile 8,1 ml arasinda
oldugu (ort: 4,88), bu miktarin 50 kDa alt1 gilaburu grubundaki bir hayvanda 1,1 ml; 50
kDa tistii gilaburu grubundaki dort hayvanda ise 0,5 ml ile 1 ml arasinda oldugu (ort:
0,7 ml) gozlendi. Elde edilen bu sivilardaki toplam EAT hiicreleri sayildiginda pozitif
kontrol grubundaki hiicre sayismim 52x10° ile 160x10° arasinda oldugu (ort: 119x10°),
50 kDa iistii hayvan i¢in bu sayinin 11x10°%; 50 kDa iistii gilaburu grubundaki hayvanlar
icin ise 8x10° ile 22x10° arasinda oldugu (ort: 13 x10°) not edildi. Paket hacim igin
gruplar degerlendirildiginde pozitif kontrol grubundaki hayvanlarin assit sivisinin paket
hacminin 0,5 ml ile 2,6 ml arasinda oldugu (ort: 1,60), bu miktarin 50 kDa alt1 gilaburu
grubundaki hayvanda 0,1 ml oldugu ve 50 kDa iistii gilaburu grubundaki hayvanlarda
0,05 ml ile 0,2 ml arasinda oldugu (ort: 0,1 ml) kaydedildi. Toplam sivi hacmi, paket
hacim (packed volume) ve toplam hiicre sayisinin pozitif kontrol grubunda en fazla
oldugu, 50 kDa tstii gilaburu grubunda ise 50 kDa alt1 gilaburu grubuna gore daha
diisiik oldugu not edildi. Elde edilen degerler istatistiksel inceleme i¢in gerekli “n”

sayisina ulasamadigi i¢in veriler istatistiksel olarak degerlendirilemedi.
4.1.3. Dokularin histopatolojik incelenmesi

Deney sonunda (9. giin) tiim hayvanlarin genel anestezi altinda karin bosluklar1 cerrahi
girisimle agilip organlar morfolojik olarak incelendiginde negatif kontrol ve 5-FU
grubundaki hayvanlarin organlarmin morfolojik olarak normal goriinmesine karsilik
pozitif kontrol grubundaki hayvanlarin tamaminda, gilaburu gruplarindaki hayvanlarin
birkacinda 6zellikle bagirsaklarda olmak {izere karin i¢i organlarda yogun yapisikliklar
gozlendi (Sekil 4.4.A.). 50 kDa alt1 gilaburu verilen hayvanlarin birka¢ tanesinde
bagirsaklarin yogun bir sekilde 6demli oldugu tespit edildi (Sekil 4.4.B).



50

Sekil 4.4. A. Pozitif kontrol grubuna ait karin i¢i organlar1 yapismis hayvan. B. 50
kDa alt1 gilaburu verilmis bagirsaklari 6demli hayvan.

Hayvanlarin karin i¢i organlarindan aliman dokularin kesitleri histopatolojik yonden
degerlendirildiginde negatif kontrol ve 5-FU grubundaki hayvanlardan alinan dokular
normal histolojik ozelliklere sahip iken, pozitif kontrol ve 50 kDa alti gilaburu
gruplarindaki hayvanlara ait dokularda doku kapsiilinde ve bag dokusu iizerinde
daginik halde EAT hiicre topluluklar1 gozlendi. Pozitif kontrol ve gilaburu gruplarindaki
bazi hayvanlarin karin boslugunda sivi tiimore ilaveten gelismis olan kat1 tlimor
parcalar1 histolojik takip islemlerinden gecirildikten sonra alinan mikroskop goriintiileri
EAT hiicrelerini histopatolojik olarak tanimlamak i¢in kullanildi. Bu kesitlerde EAT
hiicreleri farkli biiylikliikk ve sekilde iri hiperkromatik c¢ekirdekli ve eozinofilik
sitoplazmal1 olarak goriildii (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. EAT  hiicrelerinin  histopatolojik  goriiniimii. Ok isaretleri farkl
biiyiikliiklerdeki EAT hiicrelerini gostermektedir (H&E 20X).

4.1.3.1. Karaciger dokusunda histopatolojik degerlendirme

Yapilan degerlendirmeler neticesinde negatif kontrol grubu (saglikli hayvanlar), 5-FU
grubu ve 50 kDa iistii gilaburu grubuna ait hayvanlarin karaciger parankim dokularinin
normal histolojik 6zelliklerde oldugu goriildii. Vena centralis etrafinda 1sinsal tarzda
dizili hepatositlerin (karaciger hiicresi) yer aldig1 ve sinuzoidlerin normal yapida oldugu
not edildi. Pozitif kontrol grubuna ait hayvanlarin karacigerlerini saran periton etrafinda
cok sayida EAT hiicresi goriliitken 50 kDa alti gilaburu verilen hayvanlarin
karacigerlerini saran peritonun disinda pozitif kontrol grubuna kiyasla daha az sayida

EAT hiicresi bulundugu gozlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Karaciger dokusuna ait gorintiler (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B:
Pozitif kontrol, C: 50 kD alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa iistii gilaburu
grubu. k- organin kapsiilii, h-hepatosit, vc- vena centralis.
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4.1.3.2. Dalak dokusunda histopatolojik degerlendirme

Negatif kontrol grubundaki hayvanlarin dalak dokularinin normal histolojik 6zelliklerde
oldugu goriildii. Pozitif kontrol grubuna ait hayvanlarin, 5-FU grubundaki hayvanlarin
ve 50 kDa alt1 gilaburu verilen hayvanlarin dalak kapsiilii etrafinda yag dokusu i¢inde
cok sayida EAT hiicresi goriiliirken 50 kDa tistii gilaburu verilen hayvanlarin dalak
kapstilii etrafinda pozitif kontrol grubuna kiyasla daha az sayida EAT hiicresi
bulundugu gozlendi (Sekil 4.7.).

4.1.3.3. Bobrek dokusunda histopatolojik degerlendirme

Karaciger ve dalak dokularina benzer sekilde negatif kontrol grubundaki hayvanlar ile
5-FU grubundaki hayvanlarin bobrek dokularinin normal histolojik 6zelliklerde oldugu
goriildii. Proksimal ve distal tiibiillerin, bobrek cisimeiklerin normal goriiniimde oldugu
tespit edildi. Pozitif kontrol grubuna ait hayvanlarin bobreklerini ¢evreleyen periton
etrafinda bag dokusu iginde gok sayida EAT hiicresi goriilirken 50 kDa alt1 gilaburu
verilen hayvanlarin bobrek dokusu iizerinde pozitif kontrol grubuna kiyasla daha az
sayida EAT hiicresi bulundugu; 50 kDa fistii gilaburu verilen hayvanlarin bobrek
peritonun disinda ise 50 kDa alt1 gilaburu grubuna kiyasla daha az sayida EAT hiicresi
bulundugu belirlendi (Sekil 4.8.).

4.1.3.4. Testis dokusunda histopatolojik degerlendirme

Negatif kontrol grubundaki hayvanlarin ve 5-FU grubundaki hayvanlarin testis
dokularmin benzer histolojik 6zelliklerde oldugu goriildii. Pozitif kontrol grubuna ait
hayvanlarim ve 50 kDa alt1 gilaburu verilen hayvanlarin testislerini saran kapsiil
etrafinda yag dokusu i¢inde ¢ok sayida EAT hiicresi goriiliirken 50 kDa {istii gilaburu
verilen hayvanlarin testis kapsiillerinin disinda pozitif kontrol grubuna kiyasla daha az

sayida EAT hiicresi bulundugu tespit edildi (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.7. Dalak dokusuna ait goriintiiler (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa stii gilaburu grubu. k-
organin kapsiiliinii gostermektedir.
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Sekil 4.8. Bobrek dokusuna ait goriintiiler (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa istii gilaburu grubu. k-
organ kapsiilii, d-distal tiibiil, p-proksimal tiibiil, g-corpusculum renale
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Sekil 4.9. Testis dokusuna ait goriintiiler (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa tistii gilaburu grubu. k-
organ kapsiiliinii géstermektedir.
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4.1.3.5. Mide Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Negatif kontrol grubundaki hayvanlarla 5-FU grubundaki hayvanlarin mide Kkesit
gorlntiilerinin benzer histolojik 6zelliklerde oldugu, tunica muscularis’in igten disa
oblik, sirkiiler ve longitudinal seyreden ii¢ tabakal1 diiz kas liflerinden olustugu goriildii.
Pozitif kontrol grubuna ait hayvanlarin ve 50 kDa alt1 gilaburu verilen hayvanlarin
midelerinin ¢evreleyen tunica serosa tabakasinda ¢ok sayida EAT hiicresi goriiliirken 50
kDa iistii gilaburu verilen hayvanlarin mide tunica serosa’sinda pozitif kontrol grubuna

kiyasla daha az sayida EAT hiicresi bulundugu goézlendi (Sekil 4.10.).
4.1.3.6. ince ve Kalin Bagirsak Dokusunda Histopatolojik Degerlendirme

Midede oldugu gibi negatif kontrol grubundaki hayvanlarin ve 5-FU grubundaki
hayvanlarin ince ve kalin bagirsak dokularinin benzer histolojik 6zelliklerde oldugu
goriildli. Pozitif kontrol grubuna ait hayvanlarin ve 50 kDa alt1 gilaburu verilen
hayvanlarin ince ve kalin bagirsaklarinin tunica serosa tabakasi etrafinda ve yer yer de
tunica muscularis tabakasinda ¢ok sayida EAT hiicresi goriiliirken 50 kDa {istii gilaburu
verilen hayvanlarin ince ve kalin bagirsaklarinda pozitif kontrol grubuna kiyasla daha az

sayida EAT hiicresi bulundugu gozlendi (Sekil 4.11 ve 4.12.).
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Sekil 4.10.Mide dokusuna ait goriintiller (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa tistii gilaburu grubu.
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Sekil 4.11. Ince bagirsaga ait goriintiiller (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa tistii gilaburu grubu.
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Sekil 4.12. Kalin bagirsaga ait goriintiller (H&E 20X). A: Negatif kontrol, B: Pozitif
kontrol, C: 50 kDa alt1 gilaburu grubu ve D: 50 kDa tistii gilaburu grubu.
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4.1.4. Hayvanlarin yasam siiresinin degerlendirilmesi

Deneysel prosediir sonunda (9. giinden sonra) yasam siiresini 6l¢mek i¢in kendi haline
birakilan hayvanlardan pozitif kontrol grubuna ait son hayvan 8. giinde, 50 kDa alti
gilaburu grubundaki hayvanlarin sonuncusu 30. giinde ve 50 kDa {isti gilaburu
grubundaki hayvanlarin sonuncusunun ise 32. giinde 61diigi goriildi. En uzun ortalama
yasam siiresi 50 kDa alt1 gilaburu grubundaki hayvanlarda goriildii (Tablo 4.3). Yasam
siiresi takip edilen hayvanlardan Oliimiinii takiben birinci saat i¢inde nekropsi
yapilabilenlerde karin boslugu ag¢ildiginda karin i¢inde yogun yapisikliklar, metastatik
ve timoral yapilar gozlendi (Sekil 4.13).

Tablo 4.3.Gruplara gore hayvanlarin yasam siireleri

Hayvanlarin kesim sonrasi yasam siiresi/ giin

Gruplar Ort. yasam

(n=7) 1.138.|4.|5 |7.]8 |11.|16.]19.|28.|30.|32. siiresi
(giin)

Pozitif

kontrol a|aj|-|aajaa| a 4.5

5-FU = - S el ] - ] - e - +00

59 ' ad —-lajlaj- alaj|al|-]a/|a 14.3

gilaburu

59 kDa istii aal-|ajal|-|-|-|-]aj|-|-1|a 9.5

gilaburu

Sekil 4.13. Yasam siiresi takip edilen hayvanlarin karin boslugu agildiginda genel
gorunim.
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4.2. In vitro Degerlendirmeler

Farkli molekiil agirliklarina sahip gilaburu meyve suyu ekstraktlarinin EAT hiicreleri
tizerine in vitro etkisi gesitli parametrelerle degerlendirildi. 3, 24 ve 48 saat inkiibatorde
kiiltire edilen hiicrelerde apopitoza, hiicre dongiisiine ve mitotik aktiviteye dair

parametreler 6l¢iildii.
4.2.1. Annexin V

Bu test i¢inde erken apopitoz, ge¢ apopitoz ve total apopitoz’daki hiicrelerin yiizdesel
oranlar1 3, 24 ve 48 saat icin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilagtirildi ve
sonuglar not edildi. Sonuglarin olusturulmasinda Muse Cell Analyzer cihazindan alinan
ham veri grafikleri esas alindi. Cihazin olusturdugu grafiklerde yatay ve dikey
eksenlerin kesismesiyle olusan dort bolme izlendi. Testin igerigindeki isaretleyicilerin
olusturdugu hiicre popiilasyonlar1 bu bdélmelerde (sol iistte 6li hiicreler, sag listte geg
apopitoza giren hiicreler, sol altta canli hiicreler, sag altta erken apopitoza giren
hiicreler) gozlendi. Ug saatlik kiiltiir sonunda erken apopitoz, gec apopitoz ve total
apopitoza ait degerlerde gruplar arasinda anlamli (p>0,05) fark goriilmedi (Tablo 4.5,
4.6, ve 4.7). 24 saatlik sonuglara ait grafiksel veriler Sekil 4.15, 48 saatlik sonuglara ait
grafiksel veriler ise Sekil 4.16° da goriilmektedir.
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Sekil 4.14. 24 saatlik kiiltiir sonunda gruplara gore apopitoz oranlarini temsil eden
Muse Cell Analyzer cihaziveri grafikleri. A. Pozitif kontrol grubu, B. 5-FU
grubu, C. 50 kDa alt1 200pug/ml gilaburu grubu, D. 50 kDa alt1 400pug/ml
gilaburu grubu, E.50 kDa iistii 200ug/ml gilaburu grubu, F.50 kDa {istii

400pg/ml gilaburu grubu.
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Sekil 4.15. 48 saatlik kiiltiir sonunda gruplara gore apopitoz oranlarini temsil eden
Muse Cell Analyzer cihazi veri grafikleri. A. Pozitif kontrol grubu, B. 5-FU
grubu, C. 50 kDa alt1 200 pg/ml gilaburu grubu, D. 50 kDa alt1 400 ug/ml
gilaburu grubu, E. 50 kDa iistii 200 pg/ml gilaburu grubu, F. 50 kDa {istii

400 pg/ml gilaburu grubu.
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4.2.1.1. Erken Apopitoz

24 saatlik kiiltiir sonunda pozitif kontrole gére 50 kDa alt1 gruplarda artan bir erken
apopitoz degeri gozlenirken (bu deger 200 pug/ml gilaburu grubunda anlamliydi), 50
kDa istii gruplarda ise erken apopitoz degeri daha disiiktii (p<0,011). 48 saatlik
sonuglar degerlendirildiginde ise kontrole gére hem 5-FU, hem de 50 kDa alt1 ve {istii
400ug/ml gilaburu gruplarinda erken apopitoz degerlerinde anlamli (p<0,001) bir diisiis
mevcuttu (Tablo 4.4). Bu sonuglar 50 kDa alt1 200 pg/ml gilaburunun erken apopitozu

artirict bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.4 Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin erken apopitoz (%) bulgulari.

Gruplar Erken apop. 3 Erken apop. 24 Erken apop. 48
saat (orttsd)  saat(orttsd)  saat(ort£sd)
Pozitif kontrol 12,80+9,87  12,78+3,22%  17,46+0,75°
5-FU 14,9043,10  13,90+1,17®°  5,33+0,28°
50 kDa alt1 gilaburu 200 pg/ml 491+2,65  24,28+10,04° 10,93+4,75%

50 kDa alt1 gilaburu 400 pg/ml 11,15+13,37  19,81+7,98%®  5,38+1,42°
50 kDa {istii gilaburu 200 pg/ml 16,51+17,13 9,4342,00% 14,52d:7,00b
50 kDa {istii gilaburu 400 pg/ml 11,07+5,88 8,30+3,74% 9,80+3,95%
Gruplar aras1 p degeri 0,439 0,011 <0,001

4.2.1.2. Ge¢ Apopitoz

24 saatlik sonuglar degerlendirildiginde pozitif kontrol grubuna gore sadece 50 kDa {istii
400 pg/ml gilaburu grubunda geg¢ apopitoz degerinin yiiksek oldugu (p<0,001), 48
saatlik sonuclar degerlendirildiginde ise tiim gruplarin degerlerinin kontrol grubundan
daha yiiksek degerlere sahip oldugu kaydedildi (p<0,001), (Tablo 4.5.). Bu sonuglar 50
kDa {istii 400 pg/ml gilaburunun geg¢ apopitozu artirict etkisinin 24 saat sonunda daha
fazla, 50 kDa alt1 gilaburu gruplarinin ise 48 saat sonunda daha etkin ve 5-FU

degerlerine yakin oldugunu gostermektedir.



Tablo 4.5.Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin ge¢ apopitoz (%) bulgulari.
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Gruplar Geg apop. 3 Geg apop. 24 Geg apop. 48
saat (ort£sd) saat (ort+sd) saat (ort£sd)
Pozitif kontrol 12,54+6,27 27,8+1,25°% 30,76+1,25?
5-FU 10,20+2,20 26,06+3,70° 85,10ﬂ:3,55b
50 kDa alt1 gilaburu 200 pg/ml 6,38+3,60 32,40+10,04° 64,82d:12,38b
50 kDa alt1 gilaburu 400 pg/ml 8,50+4,08 34,75+14,30° 78,01d:6,84b
50 kDa tistii gilaburu 200 pg/ml 9,224+3 41 38,35+5,43% 50,96d:16,77b
50 kDa iistii gilaburu 400 ug/ml  6,77+3,51 55,71+13,32° 63,87+17,15"
Gruplar aras1 p degeri 0,176 <0,001 <0,001

4.2.1.3. Total Apopitoz

24 saatlik kiitiirden sonra hiicrelerdeki total apopitoz sonuglari degerlendirildiginde

pozitif kontrole gore 5-FU grubu harig¢ tiim gilaburu gruplarinda artan bir total apopitoz

degeri gozlenirken (p<0,05), 48 saatlik sonuglar total apopitoz degerlerinde pozitif

kontrole gore tiim gruplarda anlamli (p<0,05) bir artisin oldugunu gosterdi (Tablo 4.7).

Tedavi grubu olan 5-FU grubu ile gilaburu gruplari karsilastirildiginda ise total apopitoz

degerlerinin 24 saat sonunda gilaburu gruplarinda daha yiiksek oldugu (p<0,05), 48 saat

sonunda ise Ozellikle 50 kDa alt1 gilaburu gruplarinda 5-FU grubuna yakin oldugu

goriildii (Tablo 4.6).

Tablo 4.6.Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin total apopitoz (%) bulgulari.

Gruplar

Tot. apop. 3 saat Tot. apop. 24 saat Tot. apop. 48 saat

(ort+sd) (ort+sd) (ort+sd)
Pozitif kontrol 25,34+10,28 40,58+1,97 42,30+10,99°
5-FU 25,13+4,64 39,96+4,45° 88,76+4,93°
50 kDa alt1 gilaburu 200 pg/ml ~ 11,28+5,46 56,67+7,56% 75,78+8,06"
50 kDa alt1 gilaburu 400 pg/ml ~ 19,65+14,66  54,58+19,02% 83,42+6,35"
50 kDa iistii gilaburu 200pg/ml ~ 25,77+19,33 47,78+5,97% 65,47+16,03"
50 kDa iistii gilaburu 400pg/ml  17,85+6,94 63,98+11,20° 73,65+17,13"
Gruplar arasi p degeri 0,254 0,011 <0,001
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Sekil 4.16. Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin total apopitoz degerlerinin degisimi.

4.2.2. Hiicre dongiisii

Bu test i¢inde gruplar arasi Go/G1, S, ve Go/M total fazindaki hiicrelerin oranlari (%) 3,
24 ve 48 saatlik kiiltiir sonunda karsilastirildi. Go/G; evresi’ne ve S evresi’ne iliskin
sonuglar degerlendirildiginde 3 saatlik kiiltlir sonug¢larinda gruplar arasinda anlamli fark

gorilmedi.
4.2.2.1. Go/G; Evresi Sonuclari

24 saatlik sonuglar degerlendirildiginde Go/G; evresindeki hiicrelerin oranlarinin pozitif
kontrole gore diger gruplarin tamaminda daha yiiksek oldugu (p<0,05), 48 saatlik
sonuglarda ise pozitif kontrole gére 50 kDa {istii 400 pg/ml grubu hari¢ diger gruplarda
Go/G; evresindeki hiicrelerde anlamli bir azalmanin (p<0,001) s6z konusu oldugu
goriildii (Tablo 4.8). Bu durum 5-FU ve gilaburu gruplarinin 24 saat sonunda fazla etkin
olmadig1 ancak 48 saatlik kiiltiir sonundaki sonuglarin (50 kDa iistii 400 pg/ml gilaburu
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grubu hari¢) hiicrelerin DNA sentezi (S fazi1) oncesi hazirlik agsamasinda tutularak DNA

sentezine geg¢isi engelledigini géstemektedir.

Tablo 4.7. Kiiltire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagli olarak Go/Gievresindeki
degisim oranlari

Gruplar Go/G; 3 saat Go/G; 24 saat Go/G1 48 saat
(ort£sd) (ort£sd) (ort£sd)
Pozitif kontrol 27,72+10,99 28,38+8,14% 41,4540,69°
5-FU 31,4147,55 35,73+3,34° 36,67+4,40%
50 kDa alt1 gilaburu 200 pg/ml 28,89+11,86 32,45+3,58% 33,98+3,10%
50 kDa alt1 gilaburu 400 pg/ml 36,56+4,00 33,20+4,78% 29,05+2,87°
50 kDa tistii gilaburu 200pg/ml 26,10+8,51 35,78d:3,07b 33,17+5,85°
50 kDa iistii gilaburu 400ug/ml 29,09+3,51 36,70+1,48° 42.,00+4,10°
Gruplar aras1 p degeri 0,172 0,041 <0,001

4.2.2.2. S Evresi Sonuglari

24 saat kiiltiir sonunda S evresindeki hiicre oranlarinda da gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir farkin olmadigi, 48 saatlik sonuclarda ise pozitif kontrole gore 50 kDa alt1
400 ug/ml gilaburu grubunda bir azalma, diger gilaburu gruplarinda ise anlamli bir
artisgin oldugu goriildi (p<0,002), (Tablo 4.8). Bu sonuglar 50 kDa alti 400ug/ml

gilaburu grubunun DNA sentezini engelledigini gostermektedir.

Tablo 4.8. Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagli olarak S evresindeki degisim

oranlari
Gruplar S 3 saat S 24 saat S 48 saat
(orttsd) (orttsd) (orttsd)
Pozitif kontrol 21,73+9,71 27,11£10,00 16,88+8,96™

5-FU 18,79+2,53 28,3142,67 18,31+2,94%
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 17,61£2.91 25,59+1,57 21,57+1,94°
50 kDa alt1 gilaburu 400pug/ml 17,61+£2,88 25,524+3,68 13,58+2,01°
50 kDa {istii gilaburu 200pg/ml 23,09+7,84 23,96+2 .48 20,15+3,05"
50 kDa {istii gilaburu 400ug/ml 15,14+£2,36 22,64+3,66 21,85+1,09"
Gruplar aras1 p degeri 0,059 0,311 0,002

4.2.2.3. Go/M Evresi Sonuclar:

G2/M evresine iliskin sonuglar degerlendirildiginde 3 saatlik kiiltiir sonucunda pozitif
kontrole gore 50 kDa tistii 200 pug/ml gilaburu grubu hari¢ diger gruplarda anlaml bir
azalmanin (p<0,001) var oldugu goriildii. 24 ve 48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde

G2/M evresindeki hiicre oraninin tiim gruplardaki degerlerin genel olarak diistigi,
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kontrol grubuna gore diger gruplardaki diisiisiin anlamli (p<0,05) oldugu kaydedildi
(Tablo 4.10). Bu durum 5-FU ve gilaburu gruplarimin pozitif kontrol grubuna gore
mitozu yavaglattigi/durdurdugu, rakamsal verilere bakildiginda 50 kDa iistii gilaburu

gruplarinin 5-FU grubunun etkisine daha yakin etki gosterdigini gostermektedir.

Tablo 4.9. Kiiltire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagli olarak G2/M evresindeki
degisim oranlari

G,/M 3 saat Go/M 24 saat Go/M 48 saat

Sl (ort+sd) (ortxsd) (ort+sd)
Pozitif kontrol 39,38+13,53°  38,7849,57°  25,64+19,32°
5-FU 31,60£11,25°  22254232%  10,32+2,01°
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 22,576,272 22.,43+4,50° 13,71+2,332
50 kDa alt1 gilaburu 400pg/ml 16,72+1,95° 22.91+4.97°  13,49+2.843
50 kDa iistii gilaburu 200pg/ml 37,83+£7,17° 18,69+3,65° 11,98+1,912
50 kDa iistii gilaburu 400pg/ml 27,1142,14° 20,46+£2,04°  12,4543,74°
Gruplar aras1 p degeri <0,001 <0,001 0,031

4.2.3. Mitotik Aktivite

Bu test i¢inde canli/6li hiicrelerin; depolarize canli, depolarize 6lii ve toplam depolarize
hiicrelerin yiizdece oranlart 3, 24 ve 48 saat icin gruplar arasinda istatistiksel olarak
karsilastirild1 ve sonuglar not edildi. Sonuglarin olusturulmasinda Muse Cell Analyzer
cthazindan alinan ham veri grafikleri esas alindi. Cihazin olusturdugu grafiklerde yatay
ve dikey eksenlerin kesigsmesiyle olusan dort boliimde izlendi. Testin igerigindeki
isaretleyicilerin olusturdugu hiicre popiilasyonlar1 bu bdlmelerde (sol iistte depolarize
Oll hiicreler, sag ustte olii hiicreler, sol altta depolarize canli hiicreler, sag altta canli
hiicreler) gozlendi. 24 saatlik sonuglara ait grafiksel veriler Sekil 4.17, 48 saatlik

sonuglara ait grafiksel veriler ise Sekil 4.18” de goriilmektedir.
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Sekil 4.17. 24 saatlik kiiltir sonucunda gruplara goére hiicrelerin mitotik aktivite
oranlarimni temsil eden Muse Cell Analyzer cihazi veri grafikleri. A. Pozitif
kontrol grubu, B. 5-FU grubu, C. 50 kDa alt1 200 pg/ml gilaburu grubu, D.
50 kDa alt1 400 pg/ml gilaburu grubu, E. 50 kDa {istii 200 pug/ml gilaburu
grubu, F. 50 kDa iistii 400 pg/ml gilaburu grubu.
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Sekil 4.18. 48 saatlik kiiltiir sonucunda gruplara gore hiicrelerin mitotik aktivite
oranlarmi temsil eden Muse Cell Analyzer cihazi veri grafikleri. A. Pozitif
kontrol grubu, B. 5-FU grubu, C. 50 kDa alt1 200pg/ml gilaburu grubu, D.
50 kDa alt1 400pg/ml gilaburu grubu, E.50 kDa tistii 200 ug/ml gilaburu
grubu, F. 50 kDa iistii 400 pg/ml gilaburu grubu.
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4.2.3.1. Canh ve Olii Hiicre Sayisi

Canli ve olii EAT hiicresi oranina dair sonuglar degerlendirildiginde 3 saatlik kiiltiir
sonucunda gruplar arasinda hiicre canliligi oraninda anlamli bir farklilik goriilmezken
(Tablo 4.10), 6lii hiicre oraninda kontrol grubuna gore 50 kDa alt1 400 pg/ml ve 50 kDa
tistli 200 pg/ml gilaburu gruplarinda anlamli (p<0,05) bir artis mevcuttu (Tablo 4.11).

24 saatlik sonuglar degerlendirildiginde canli hiicre yiizdesinde pozitif kontrol grubuna
gore 50 kDa istii 400 pug/ml gilaburu grubunda anlamli bir diistis (Tablo 4.10), 6li
hiicre oraninda ise yine 50 kDa iistii 400 pg/ml gilaburu grubunda bir artisin oldugu
(p<0,001) goriildii (Tablo 4.12). 48 saatlik sonuglar degerlendirildiginde canli hiicre
yiizdesinin pozitif kontrole gore gilaburu gruplarinda anlamli (p<0,0001) bir diisiis
oldugu, bu diisiisiin ise 50 kDa iistii 400 pg/ml gilaburu grubunda en fazla oldugu
goriildii (Tablo 4.10). Yine ol hiicre ylizdesinin pozitif kontrol grubuna gore tiim
gilaburu gruplarinda arttig1 (p<0,0001) ve bu artisin 50 kDa iistii gilaburu gruplarinda
daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 4.11). 24 ve 48 saatlik kiiltlir sonucunda pozitif
kontrol grubuna gore 6zellikle 400 pg/ml gilaburu grubunda canli hiicre miktarindaki
azalma ve oOli hiicre miktarindaki artig, gilaburu meyve suyunun EAT hiicreleri

tizerinde sitotoksik (hiicreleri 6ldiiriicii) etkisinin oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.10. Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagl olarak canlilik oranlarindaki

degisim
Gruplar Canli hiicre 3 Canl hiicre 24  Canl hiicre 48
saat (ortxsd) saat (ortxsd) saat (ortxsd)
Pozitif kontrol 93,43+0,98 93,66+0,98" 90,53+2,04°
5-FU 93,83+1,05 95,73+0,30° 93,86+0,51°
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 94,57+0,90 93,76d:2,56bC 88,21d:6,69bc
50 kDa alt1 gilaburu 400pg/ml  93,30+1,36 94,07+1,72" 83,41+4,87"
50 kDa {istii gilaburu 200pg/ml  92,77+1,39 90,76d:2,75ab 85,35ﬂ:2,33b
50 kDa iistii gilaburu 400pg/ml  93,63+1,95 89,6142,54% 75,44+1,49°
Gruplar aras1 p degeri 0,246 <0,0001 <0,0001
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Tablo 4.11. Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagl olarak 6lii hiicre oranlaridaki

degisim

Gruplar Olii hiicre 3 saat Olii hiicre 24  Olii hiicre 48

P (ort+sd) saat (ortxsd) saat (ortxsd)
Pozitif kontrol 0,40+0,34° 1,56+0,58" 0,83+0,20°
5-FU 0,50+0,45° 0,33+0,30° 1,20+0,26°
50 kDa alt1 gilaburu 200pug/ml 1,01+0,24% 2,08+1,25"  4,27+2,63"
50 kDa alt1 gilaburu 400pug/ml 1,31+0,46° 1,87+0,51" 7,40+£2,52°
50 kDa iistii gilaburu 200pg/ml 1,41+0,57° 2,66+0,93°  4,11+0,75"
50 kDa tstii gilaburu 400pg/ml 1,08+0,44° 3,58+1,15° 7,71£1,00°
Gruplar aras1 p degeri 0,021 <0,0001 <0,0001

4.2.3.2. Depolarize Canh Hiicre Miktar

Depolarize canli EAT hiicresi oranina dair sonuglar degerlendirildiginde 3 ve 24 saatlik
kiiltiir sonunda gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériilmedi (Tablo 4.12). 48 saatlik
kiiltiir sonunda ise kontrol grubuna goére tiim tedavi gruplarinda anlamli bir azalmanin

(p<0,0001) varlig1 tespit edildi (Tablo 4.12).

Tablo 4.12 Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagl olarak depolarize canli hiicre
oranlarindaki degisim

Gruplar Dep.canli3  Dep. canhi 24 Dep. canh 48
saat (orttsd) saat (orttsd) saat (orttsd)
Pozitif kontrol 4,00£0.60 2,23+0,25 6,36+0,47°
5-FU 4,00+0,00 2,0620,20 3,06+0,60°
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 2,75+0,73 2,23+0,63 3,38+0,89°
50 kDa alt1 gilaburu 400pg/ml 3,23+1,12 2,17+0,54 3,52+0,81°
50 kDa tistii gilaburu 200ug/ml 3,08+1,30 2,11+0,59 3,21+1,05°
50 kDa iistii gilaburu 400pg/ml 3,124+086 2,43+0,71 3,92+0,97%
Gruplar aras1 p degeri 0,442 0,905 <0,0001

4.2.3.3. Depolarize Olii Hiicre Miktar

Depolarize 6lii EAT hiicresi oraninda 3 saatlik kiiltiir sonunda gruplar arasinda anlamli
bir farklilik goriilmezken (Tablo 4.14) 24 saatlik kiiltiir sonuglar1 degerlendirildiginde
depolarize o©lii hiicre orani pozitif kontrol grubuna gore 50 kDa iistii gilaburu
gruplarinda yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,0001), (Tablo 4.13). 48

saatlik kiiltiir sonuglarinin ise pozitif kontrol grubuna tiim gilaburu gruplarinda anlaml
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derecede (p<0,0001) yiiksek, 50 kDa iistii gilaburu gruplarinda ise en yiliksek oranda
oldugu tespit edildi (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Kiiltiire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagh olarak depolarize 6li hiicre
oranlarindaki degisim

Dep. olii 3 saat Dep. olii 24 saat Dep. olii 48 saat

Crupli (ort+sd) (orttsd) (orttsd)

Pozitif kontrol 2,16+0,28 2,23+0,252 2,33+2,212
5-FU 1,70+0,51 1,90+0,10% 1,86+0,23%
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 1,67+£0,21 1,91+1,04% 4,13d:3,58b
50 kDa alt1 gilaburu 400pg/ml 2,15+0,50 1,90+0,84% 5,65d:2,95b
50 kDa iistii gilaburu 200pg/ml  2,76+0,71 4,48+2 25" 7,33+1,05°
50 kDa {istii gilaburu 400pg/ml 2,18+1,10 4,35d:1,16b 12,95+1,58°
Gruplar aras1 p degeri 0,079 <0,0001 <0,0001

4.2.3.4. Toplam Depolarize Hiicre Miktari

Toplam depolarize EAT hiicre oran1 3 saatlik kiiltiir sonucunda farklilik gdstermedi
(Tablo 4.14). 24 saatlik kiiltiir sonuglar1 degerlendirildiginde pozitif kontrole gore 50
kDa iistii gilaburu gruplarinda anlamli (p<0,001) bir artis mevcuttu ve bu artis oran1 48

saatlik kiiltiir sonuglarinda daha da yiiksekti (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 Kiiltire edilen EAT hiicrelerinin zamana bagh olarak toplam depolarize

hiicre oranlarindaki degisim

Top. dep. Top. dep. Top. dep.
Gruplar 3 saat 24 saat 48 saat
(orttsd) (orttsd) (orttsd)
Pozitif kontrol 6,16£0,86 4,80+0,43° 8,66+1,89%
5-FU 5,70+1,17 3,93+0,30° 4,63+0,92°
50 kDa alt1 gilaburu 200pg/ml 4,41+0,88 4,13+1,39% 7,51£4,26%
50 kDa alt1 gilaburu 400pg/ml 5,37+1,36 4,05+1,30° 9,16+3,19%
50 kDa tistii gilaburu 200pg/ml 5,85+1,52 6,6012,46'0 10,52ﬂ:1,88b
50 kDa tistii gilaburu 400pg/ml 5,33+1,70 6,8111,69'0 16,87+2,01°
Gruplar arasi p degeri 0,321 0,003 <0,0001

Bu sonuglar gilaburunun depolarizasyonu artirmak suretiyle EAT hiicrelerinin
mitokondriyel zar potansiyelini diisiirdiigiinii gostermektedir. Ozellikle 50 kDa {istii
gilaburu gruplarinin bu artis dolayisiyla mitotik yolagi aktive ederek apopitoz

mekanizmasini baglattig diisiniilmektedir.



5. TARTISMA VE SONUC

Epidemiyolojik calismalar, yiliksek oranda bitkisel kaynakli gida tiiketen
popiilasyonlarda, kanser insidansinin tiiketmeyen veya az tiiketenlere kiyasla daha
diisiik oldugunu gostermektedir (22). Bitkiler kanser tedavisinde uzun bir kullanim
gecmisine sahiptir. Bitki kaynakli anti-kanser ajanlarimin arastirilmasi ile ilgili
calismalar 1950'lerden itibaren artmustir (108). Giiniimiizde kullanilan antikanser
ajanlarin ise yaklasik %75'inin bitkisel kokenli oldugu tahmin edilmektedir (23).
Yapilan ¢aligmalar bitkilerin haiz oldugu bu antikanser 6zelliklerin, bitkilerde bulunan
fenolik bilesiklerden kaynaklandigin1 gostermektedir. Cok sayida bitkisel besinden ve
baharatlardan alinan monofenolik ve polifenolik bilesiklerin, in vivo ve in vitro olarak
kanserin olusmasini, ilerlemesini ve yayilmasini baskiladig1 ya da azalttig1 gosterilmistir

(22)

Gilaburu meyvelerinin C vitamini, askorbik asit, flovanoidler, polifenolik bilesikler (7),
klorojenik asit ve amentoflavon gibi antioksidanlarca ¢ok zengin oldugu bildirilmistir
(109). Gilaburu meyveleri, yiiksek polifenolik bilesik igerikleri ve yiiksek antioksidan
aktiviteleri nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Moldovan ve arkadaslart 2012°de yaptiklari
calismada Romanya’dan topladiklar1 gilaburu meyvelerinde gergeklestirdikleri

analizlerde bu meyvelerin yogun antosiyanin i¢erdigini kaydetmislerdir (29).

Soylak ve arkadaslar1 2002°de yaptiklar1 ¢alismada Kayseri’nin ¢esitli yorelerinden
aldiklar1 gilaburu 6rneklerinde bazi spektrofotometrik 6l¢iimler yapmis ve tannik asit,
askorbik asit, sodyum, potasyum, demir, kalsiyum, magnezyum gibi bilesenlerin
miktarin1 ve pH’larimi belirlemislerdir. Bu calismaya gore Gesi ilgesinden alinan

gilaburu 6rneklerinin bu bilesenlerce zengin oldugu goriilmektedir (110).

Yilmaztekin ve arkadaslar1 taze gilaburu ve g¢esitli zaman araliklarinda fermente edilmis

gilaburu meyve sular1 arasindaki igerik karsilagtirmalarinda gilaburu meyvelerinin total
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fenolik iceriginin fermentasyonla birlikte arttigi ve fermentasyon periyodu uzadik¢a
fenolik icerigin (gallik asit) arttigimi fakat buna paralel olarak alkol miktarinin da

arttigin1 bildirmislerdir (37).

Gilaburunun kimyasal kompozisyonuyla ilgili literatiirde yer alan ¢aligmalarin, bitkinin
yiiksek biyoaktivitesiyle ilgili birbirini destekler nitelikte olusu, bu meyvenin iyi bir
besin olmanin yaninda c¢esitli rahatsizliklarin 6nlenmesi ve tedavisini hedef alan tibbi
arastirmalara degerli bir konu olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim gilaburu
meyvelerinden ¢esitli yollarla elde edilen ekstraktlar ¢ok sayida arastirmaya konu

olmustur (111-114).

Ovodova ve arkadaslar1 gilaburu meyvelerinin amonyum okzalat ve su ile elde ettikleri
ekstraktin1 suda ¢ozlinen polisakkarit fraksiyonlarina ayirmis ve myeloperoksidaz
aktivitesini degerlendirerek gilaburunun bazi polisakkaritlerinin, peritoneal makrofajlar
ile lizozomal enzimlerin salgilanmasini uyararak fagositozu baslattigini, dolayisiyla

Immun sistemi uyarict bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir (111).

Altun ve arkadaglar1 (2010) gilaburu yapraklarindan elde edilen ekstrakt’in ratlarda
karbon tetrakloriir ile indiikledikleri karaciger hasarina karsi hepatoprotektif etkisini
arastirmis ve yedi giin boyunca i.p. olarak enjekte edilen 100 mg/kg dozun hafif
hepatoprotektif etkisi oldugunu rapor etmislerdir (115).

Saltan ve arkadaglari ise 2016 yilinda ratlarda deneysel olarak olusturduklar
endometriosis modeline gilaburu meyve suyunun metanolik, etil asetatli ve n-heksan’li
ekstraktlarim1 100 mg/kg dozda oral olarak 28 giin boyunca uygulamis ve gilaburunun

olumlu etkisini not etmislerdir (112).

Eken ve arkadaslari (2017) akciger transplantasyonu sirasinda iskemi-reperfiizyonun
indiikledigi oksidatif hasara karsi ratlara gilaburu meyve suyu’nun metanolik ekstraktini
200 mg/kg dozunda i.p. olarak uygulamis ve gilaburunun antioksidan etkisinin

bulundugunu rapor etmislerdir (114).

Gilaburunun yaygin olarak yetistigi bir sehirde bulunan Erciyes Universitesi’nde gok
sayida gilaburu ¢aligmasi yapilmistir. Ding ve arkadaslart (2012) tarafindan gilaburu
meyve sulart mikroenkapsiile edilerek fenolik madde, antosiyanin gibi bilesenler tayin

edilmis (36), geleneksel yolla fermente edilmis gilaburu meyve suyunun ihtiva ettigi
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laktik asit bakterilerinin suslar1 ve bu suslarin probiyotik potansiyeli arastirilmig (116),
bir diger c¢alismada ise gilaburu meyvesinin metanolik ekstrakti elde edilerek

antimikrobiyal etkisi ¢alisilmistir (113).

Omerli tarafindan 2015 yilinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim
Dali’'nda yapilan doktora tez caligmasinda gilaburu meyve suyu ekstrakti deneysel
olarak bdbrek tasi olusturulan ratlara giinliik su tiikketim miktarinin %4’tine denk gelecek
sekilde dozlanarak gavaj yoluyla verilmis ve gilaburunun bobrek tasi olusumunu

yavaglatict ve bobrek tasi hasarlarini azaltici etkisinin oldugu rapor edilmistir (47).

2017 yilinda Sariozkan ve arkadaslar1 ratlarda Taksan bazli kemoterapotiklerin
olusturdugu testis ve sperm bozukluklarina karsi gilaburu meyve suyunun koruyucu
etkisini aragtirmak amaciyla gilaburu meyvelerini kurutup toz haline getirdikten sonra
distile su ile yumusatip buharlastirma yoluyla liyofilize etmisler ve elde ettikleri
ekstrakt1 glinliik 100 mg/kg dozla oral olarak 10 hafta boyunca hayvanlara vermislerdir.
Sonu¢ olarak gilaburu tiikketiminin bu ilaglarin neden oldugu hasar1 azalttigini

bildirmislerdir (117).

Gilaburu meyve suyunun kansere karsi etkisiyle ilgili Erciyes Universitesi’nde iki
calisma yapilmustir. Ulger ve arkadaslari (2012) Balb-C ki farelerde DMH ile
indiikledikleri kolon kanserine karsi gilaburu suyunun etkinligini aragtirmiglardir. Bu
amagla once 12 hafta boyunca haftada bir kez olmak kaydiyla farelere 20 mg/kg s.c.
DMH vermisler sonra da gruplardan birine ilk DMH enjeksiyonunu diger birine de son
DMH enjeksiyonunu takiben gilaburu uygulayarak toplamda 30. haftanin sonunda
deneyi sonlandirmiglardir. Kolon dokusunda yapilan histopatolojik incelemeler
sonucunda gilaburu suyunun, baslangic asamasinda kolon kanserinin onlenmesi igin
yararli olabilecegini rapor etmislerdir (9). Ceylan ve ark. (2018) tarafindan gilaburu
meyve suyu dondurularak elde edilmis liyofilize toz ekstraktin, farelerde deneysel
olarak olusturulan Ehrlich Ascites Tumor’e karsi in vivo ve in vitro etkinligi
arastirtlmistir. Bu amagla ¢alismanin in vivo basamaginda i.p. olarak 1x10° EAT hiicresi
verilen Balb-C irki erkek farelere 1000, 2000 ve 4000 mg/kg dozlarinda gilaburu meyve
suyu liyofilize toz ekstraktt PBS icinde cozdiiriilerek i.p. olarak 10 giin boyunca
verilmis ve daha sonra hayvanlar sakrifiye edilerek dokulari histopatolojik olarak

incelenmis ayrica Malondialdehit (MDA), Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT)
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gibi antioksidan enzim parametreleri kontrol edilmistir. Sonug olarak gilaburu tedavi
gruplarinda antioksidan enzim parametrelerinin anlamli  derecelerde arttigi  ve

histopatolojik sonuglarin da bu bulgular1 destekler nitelikte oldugu rapor edilmistir (9).

Gilaburu ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglarin antitiimoral etkiyi kanitlayict
nitelikte olmasi, bu hipotezi dogrulayacak daha fazla arastirmanin yapilmasi igin bir
gerekce olusturmaktadir. Birden fazla bilesen iceren zengin bir kimyasal kompozisyona
sahip olan gilaburu meyve suyunun antitomoral etkin maddesinin belirlenmesine katki
saglamak amaciyla gilaburu meyve suyu icerigini molekiil agirliklarina gore ayirmak
bir basamak olarak diisiiniilmiis, Ceylan ve arkadaslarinin (2018) yaptigi arastirmanin
bir devami niteligi tasiyan bu ¢alismada 8 haftalik Balb-C irki erkek farelerde gilaburu
meyve suyunun 50 kDa alt1 ve {istii molekiil agirliktaki liyofilize toz ekstraktlarinin

antitimor etkisi arastirilmistir.

Ehrlich Ascites Tumor modeli, kolay olusturulabilen, homojen bir serbest tiimdr hiicresi
kitlesi ihtiva eden, maliyeti diisiik bir yontem olmas1 ve hayvandan hayvana transplante
edilebilmesi  nedenleriyle  bitki  ekstraktlariyla  yapilan  antitimor  etkinlik
aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilagelen deneysel kanser modellerinden birisidir
(65,118-120). Hayvanlardaki agirlik degisimi, karin ¢evresindeki degisim, yasam siiresi
degisimi, hayvanlarin sakrifiye edilmesini takiben karin boslugunda assit sivisinin
varligi, bu sivinin total ve paket hacmi, assit sivisinda bulunan EAT hiicresi sayisi,
hayvanlarin dokularmin histopatolojik olarak incelenmesi bu parametrelerden

birkagidir.

Ulagilabilen mevcut literatirde EAT modeli tizerine gilaburunun etkinliginin
arastirildigr tek ¢alisma olan Ceylan ve arkadaslarinin (2018) caligmasinda 1x10° EAT
hiicresi verilen Balb-C 1rki erkek farelere 1000, 2000 ve 4000 mg/kg dozlarinda
gilaburu meyve suyu ekstrakti i.p. olarak 10 giin boyunca verilmis bu siirecte yapilan
agirlik takibi sonucunda pozitif kontrol grubuna gore gilaburu gruplarinda anlamli bir
azalma gozlenmistir (10). Mevcut ¢alismada EAT olusturulan farelere i.p. olarak
enjekte edilen 50 kDa alt1 ve 50 kDa iistii gilaburu ekstraktlarinin benzer etki gostererek

agirlik ve karin gevresi artisini durdurdugu goriilmiistiir.

Daha 6nce EAT modeli ile yapilan ¢aligmalarda karin boslugunda biriken assit sivisina

bagli olarak karin cevresinin arttigi, assit sivisinin toplam hacmi ile assit sivisi
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icerisindeki hiicresel yapilarin olusturdugu paket hacmin kontrol grubu ve deney
gruplar1 arasinda karsilastirilabilecegi bildirilmistir (65,118). Yapilan mevcut ¢alismada
karin ¢evresi artisinin pozitif kontrol grubuna gore tedavi gruplarinda azaldigi
goriilmistiir. Ayrica pozitif kontrol grubundaki hayvanlarin karin boslugundaki assit
stvist miktar: ve paket voliime gore gilaburu tedavi gruplarinda 6nemli azalma mevcuttu
ancak gilaburu gruplarindaki hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugunda toplanabilecek miktarda

asit stvisina rastlanmadigi igin sonuglar istatistik olarak karsilastirilamadi.

Ozaslan ve ark. (2007) tarafindan Plantago major’iin EAT iizerine etkinligini
degerlendirmek i¢in hayvanlarin mide, karaciger, ince ve kalin bagirsaklarindan alinan
doku oOrnekleri rutin histolojik takip islemlerinden gecirildikten sonra kesitler
Hematoksilen-Eozin boyama ile boyanarak dokular incelenmis, kontrol grubunda ince
ve kalin bagirsaklarda periton iizerinde yaygin bir EAT hiicresi inokiilasyonu izlenirken

diger dokularda EAT hiicresinin olmadig1 kaydedilmistir (119).

Ceylan ve ark. (2018) tarafindan gilaburunun EAT iizerine etkinliginin arastirildigi
caligmada alinan karaciger ve bobrek dokusu Hematoksilen-Eozin boyama ile
boyanarak dokular incelenmis, bobrek kapsiilii disinda kontrol grubunda ¢ok sayida
EAT hiicresi goriiliirken karaciger dokusunda tiimor hiicresine rastlanmadigi not
edilmistir (10). Cinar ve ark. (2016) tarafindan ¢emen ekstraktinin EAT iizerine
etkisinin arastirildig1 calismada alinan mide, dalak, bobrek, karaciger, ince ve kalin
bagirsak dokularinin hepsinde kontrol gruplarinda yaygin EAT hiicresi invazyonu
izlenmistir (120). Yapilan bu ¢alismada hayvanlardan alinan karaciger, bobrek, dalak,
testis, mide, ince ve kalin bagirsak dokularmin tamaminin Hematoksilen-Eozin boyama
sonrast histopatolojik degerlendirilmesinde pozitif kontrol grubu dokularmin dig
yiizeyinde yogun bir EAT hiicresi invazyonu oldugu, pozitif kontrole kiyasla her iki
gilaburu tedavi grubunun da daha az tiimor dejenerasyonuna ugradigi, buna mukabil 50
kDa iistii gilaburu grubundaki hayvanlarin dokularmin histolojik kesitlerinin negatif

kontrol grubuna benzer sonuglar gosterdigi kaydedildi.

Rajeshvar ve ark. (2005), Patra ve ark. (2015) ile Mota ve ark. (2018) EAT iizerine
cesitli bitki ekstraktlarinin etkinliklerini arastirdiklar1 ¢aligmalarda hayvanlarda yasam
siiresi takibi yapmis ve tedavi gruplarindaki hayvanlarin yagsam siiresinin kontrol

gruplarina kiyasla uzadigini not etmislerdir (65,118,121). Mevcut ¢alismada gilaburu
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gruplarindaki hayvanlarin deney bitimi itibariyle Olgiilen yasam siirelerinin pozitif

kontrol grubunun neredeyse iki katina kadar uzadig goriildii.

Gilaburunun in vitro olarak kanser hiicreleri tizerine etkinliginin kapsamli bir bigimde
arastirildigr fazla calismaya ulagilamamistir. Buna karsilik gesitli viburnum tiirlerine ait

in vitro kanser ¢alismalar1 mevcuttur.

Ya-Ching ve arkadaslar1 (2002) Viburnum odoratissium ¢i¢ek ve yapraklarindan elde
ettikleri metanolik ekstrakt’dan 2 farkli diterpen ve lupan triterpen’i izole etmis ve bunu
insan gastrik tiimor hiicrelerine 10 mikromolar dozunda inokiile ederek sitotoksik etki
gosterdigini bildirmigler (122), Fukuyama ve arkadaslart 2005 yilinda Viburnum
luzonicum yapraklarinin metanolik ekstraktindan izole edilen 4 farkli iridoid alkaloidini
HeLa S3 kanser hiicre hattina 0,1, 1 ve 10 uM dozlarinda verip 72 saat kiiltiire etmisler
ve bu alkaloitlerden ikisinin sitotoksik etkisinin oldugunu kaydetmisler (123), 2008
yilinda El-gamal ve arkadaslar1 Viburnum awabuki’nin metanolik ekstrakti’ni bioassay
giidiimlii mekanizmalarla iki lupan tripertenine ayirip bu tiirevleri P388 hiicre hattina
vererek Viburnum awabuki ekstraktinin bu hiicre hattina karsi sitotoksik etki
gosterdigini rapor etmigslerdir (124). Sonraki yillarda Ki-Eun ve arkadaglar1 (2010)
Viburnum sargenti koklerinin metanolik ekstraktini elde etmis daha sonra bu kdklerden
cesitli bilesikler izole ederek MCF-7 ve A 549 insan kanser hiicre hatlarma 25 ve 100
uM dozlarinda uygulayarak 24, 48 ve 72 saat kiiltiire ettikten sonra apopitoz ve hiicre
canliligi yoniinden test etmis, sitotoksik ve apopitozu artirict etki gordiklerini
kaydetmislerdir (125). Ayn1 yil i¢inde Bibi ve arkadaslar1 MCF-7 kanser hiicre hatti
tizerine Viburnum foetens yapraklarindan elde ettikleri metanolik ekstraktla yaptiklari
sitotoksisite testlerinde ¢esitli polaritelerdeki metanolik ekstraktlarin artan derecelerde

in vitro sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir (126).

Ceylan ve ark. (2018) tarafindan yapilan c¢alismanin in vitro basamaginda EAT
hiicreleri alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucukta 150.000 hiicre olacak sekilde
ekildikten sonra DPBS’de ¢ozdiiriilmiis 125, 250, ve 500 pg/mL dozlarinda gilaburu
liyofilize toz ekstrakti ile muamele edilerek 48 saat 37°C’de %5 COg’li inkiibatorde
kiiltiire edildikten sonra herbir kuyucuktan alinan hiicreler tripan mavisi ile boyanip
sayilarak canli ve 6lii EAT hiicresi sayilar1 belirlenmis, bu parametre gilaburunun EAT

hiicreleri iizerine sitotoksisitesinin gostergesi kabul edilmistir. Sonug¢ olarak gilaburu
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gruplarinin  hepsinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sitotoksisite gosterdigi
(p<0,05), sitotoksisitenin doza bagh olarak arttig1, dolayisi ile en yiiksek sitotoksisite
gosteren gilaburu dozunun 500 pg/mL oldugu rapor edilmistir (10).

Bu calismada EAT hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri incelenecek olan gilaburu toz
ekstraktlarinin dozlari, yapilan pilot ¢alisgmaya gore belirlendi (107). Calismada EAT
hiicrelerinin en iist seviyede invaziv etki géstermelerini saglamak amaciyla direkt olarak
stok hayvandan alinan canli pasaj hiicreleri kullanildi, 24 kuyucuklu kiiltiir kabina
ekilen EAT hiicreleri 3, 24 ve 48 saat 37 °C’de ve %5 CO>’li ortamda kiiltiire edilerek
her bir periyot sonunda hiicrelerde canlilik oran1 (Sistotoksisite) yani sira hiicrelerdeki
apopitozu belirlemek igin siklikla kullanilan Annexin V testi, hiicre dongiisii ve mitotik

aktivite gibi parametreleri degerlendirildi.

Cesitli bitkisel ekstraktlarin kanser hiicre hatlar lizerine etkisini arastiran ¢alismalarda
Annexin V analizi sonucunda tedavi gruplarinin apopitotik hiicrelerin miktarini artirdigi
rapor edilmistir (127-129). Bizim ¢alismamizda gilaburu meyve suyu ekstraktlarnin 24
ve 48 saatlik kiiltiir sonunda EAT hiicreleri tizerindeki apopitozu artirdigi; bu artisin 50

kDa alt1 gilaburu gruplarinda daha belirgin oldugu goriildii (p<0,001).

Bir¢ok dogal fitokimyasal {iriin, hiicre dongiisiindeki fazlart durdurarak kanserli hiicre
¢ogalmasimni baskilayabilmektedir (128). Go/Gi fazinda, ana hiicre dongiisi
diizenleyicilerinden olan Siklin E ve Siklin Bagimli Kinaz -2’in G; fazindan S kontrol
noktasina hiicre ge¢isini tesvik igin birleserek olusturduklari kompleksin fonksiyonunun

baskilanmasi ile hiicreler Gy ila S kontrol noktasi gegisinde durdurulmaktadir (130).

Lin ve ark. (2018) tarafindan Hedychium coronarium bitkisinden elde edilen Coronarin
D’nin insan hepatokarsinoma hiicreleri iizerine in vitro etkisinin arastirildigi ¢alismada
24, 48 ve 72 saattlik kiiltiir sonrasinda yapilan hiicre dongiisii testinde Coronarin D’nin
hiicre dongiisiinii Go/M fazinda durdurdugu (128); Bognar ve ark. (2018) tarafindan He-
La hiicre hatt1 {izerinde desethylamiodarone’un (DEA) etkisinin arastirildigi ¢alismada

DEA’nin hiicre dongiisiinii Go/G; fazinda durdurdugu rapor edilmistir (129).

Mao ve ark. (2010) tarafindan SW480 ve Caco-2 kolon kanseri hiicre hatlar1 iizerine
Lycium barbarum ekstraktinin etkinliginin arastirildigi ¢alismada ekstraktlarin Go/G;

fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugu rapor edilmistir (130). Yapilan mevcut ¢aligmada
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gilaburu meyve suyu ekstraktlarinin tiimiiniin hiicre dongiisiiniinin Go/G; fazinda
bulunan hiicre miktarini artirdigi; bu artisin 50 kDa tistii gilaburu gruplarinda daha fazla

oldugu belirlendi.

Mitokondri aktivitesi temel apopitoz parametrelerinden Kaspaz 3 ve Kaspaz 9
aktivasyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Mitokondriyal zar
potansiyelindeki azalma, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9’u aktive eden Sitokrom C’yi serbest

birakarak apopitozu baslatmaktadir (131).

Lewinska ve ark. (2015), Kim ve ark. (2017), Takeda ve ark. (2018), Lin ve ark. (2018)
tarafindan cesitli bitki ekstraktlarinin kanser hiicre hatlar1 lizerine etkisinin arastirildigi
caligmalarinda tedavi gruplarinin pozitif kontrol grubuna gore canli hiicre sayisini
azalttigi, depolarize hiicre sayisini artirmak suretiyle mitokondriyel zar potansiyelini
anlamli olarak azalttigi rapor edilmistir (128,131-133). Yapilan bu ¢alismada
gilaburunun mitokondriyel zar potansiyelini azalttigi, toplam depolarize hiicre
yiizdesinin 50 kDa {istii 400 pg/ml gilaburu grubunda en yiiksek oldugu, canli EAT
hiicresi yiizdesinin en diisiik ve 6lii EAT hiicresi yiizdesinin en yiiksek oldugu grubun

yine 50 kDa iistli 400 pg/ml gilaburu grubu oldugu gortildii.

Bulunan bu sonuglarin apopitoz’la ilgili yapilan ¢aligmalarin sonuglarina benzerlik
gostermesi, gilaburunun kanser hiicreleri iizerinde apopitozu gesitli mekanizmalarla
artirdigin1 ve bu etkinin her iki gilaburu grubunda goriilmekle birlikte 50 kDa {istii
molekiiler agirhiga sahip gilaburuda daha net oldugunu kamtlar niteliktedir. /n vivo
bulgular da bu sonucu desteklemektedir. Yapilan tez galismasinin sonunda geleneksel
tibbin bir parcgasi olarak tiiketilen gilaburu meyve suyunun kansere karst uygun bir
tedavi edici ajan aday:1 olabilecegini ve farkli molekiiler agirliklarina dair yapilan bu

arastirmanin kanser arastirmalarina katkida bulunacagini diisiinmekteyiz.
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