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1. G1iR1S ve AMAC

Degisik hastaliklarin tedavisinde bitkisel materyal-
ler vyilizyillardir kullanilmaktadir. Eski ve yeni literatiirler
incelendiginde kansere karsg:i kullanilan bitkilerin 1400'in
lizerinde oldugu goriiliir.Son senelerde Cruciferae, Compositae,
Euphorbiace Cucurbitaceae,Leguminosae, Rutaceae, Apocynaceae,
Rubiaceae bitkilerinin karsinogenezisi etkiledigini bildiren
raporlar dikkati cekmektedir. Bu bitkilerin tiiketilmesi ile
insanlarda cesitli kanser tiirlerinin insidansinin azalmasi
arasinda iligki goriilmektedir(1,2). Bu bitkilerden izole edi-
len bazi maddelerin hayvanlarda karsinogenezisi inhibe ettigi
bildirilmistir(3,4.5). .

Mikroorganizmalarin, bitkilerin ve deniz hayvan-
larinin (deniz yildizi, mercan v.b.) antitimdr aktiviteleri
1950'lerin sonlarinda Birlegik Devletler Ulusal Kanser Ensti-
tisi (United States National Cancer Institute NCI)'niin tesfik
ve fonlari ile bir calisma programina alinmistir.Program bas-
lamasindan giiniimiize kadar 114.000 bitkiden elde edilen 40.000
bitki ekstresinin antikanserojen etkileri arastirilmistir(6)

Uraniuma maruz birakilan tavsanlarda lahana ile
beslenme sonucu 6lim oranin: diislrdiigiini belirten arastirma
Crucifarae bitkilerinin antikansmerojen etkilerini gosteren
ilk yayindir (7). Brassica Oleracea var.capitata yapraklarinin
sican embriyoblastlarinda morfolojik defQigiklikler vyaparak
mitoz bolinmeyi inhibe ettigi Sengin ve ark. tarafindan rapor
edilmistir. Giirkan ve arkadaslari ise lahana ekstresinin biin-
yesinde bulunan alkoloid yapida bir maddenin timdér ve embriyo
hiicrelerinin o&liimiine neden oldugun rapor etmislerdir. Ayrica
Aflatoxin B; ile indiiklenen kanserli sicanlarda lahana ile
beslenme, bir kanser merkezi olan plazma a-fetoprotein sevi-
yesini disilirdiigi(3) ve yine lahana ile beslenmenin hepatik
DNA-aflatoksin B, baglanmasini inhibe ettigi rapor edilmis-
tir(8).

Yukarida verilen literatiir bilgisi 1s1g1 altinda bu

calismamizda Cukurova Yoresinde yetisen Brassica Oleracea

1



var. capitatanin petrol eteri eter ekstraksiyonu kademelerin-
den sonra elde edilen fraksiyonun antitimoral (Koruyucu ve
tUer geriletici) etkilerini Mus-musculus Balb/c tiri fare-
lerde olusturulan kati (solid) ve Sivi Ehrlich Ascites tiimor-
leri (EAT) iizerinde arasgstirmay1l amacladik.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda kati Ehrlich
Ascites timorlerinde sodyum-potasyum ve magnezyum adinozin -
5' trifosfataz (Na' -K Mg*ZATPaz) ve kalsiyum-magnezyum ade-
nozin-5' trifosfataz (Céz/MdzATpaz) enzimlerinin bir arada
ve tek tek incelendidi bir arastirmaya rastlanmamistir.
Bundan dolayi kati timdr olusum mekanizmasi ile adinozin-tri-
fosfataz enzim sistemi arasinda bir balanti kurulamamistir.

Bu nedenle calismamizda Mus-musculus Balb/c tiiri
farelerde olusturulan kat1 tiimdr dokusunda Na'-KY Mg”. Mg+2
ATPaz ve Ca”/Mgn ATPaz enzim sisteminin bir arada incelen-
mesi ongorilmistir



2. GENEL B1LGILER

2.1. KANSER TEDAV1SiNDE KULLANILAN B1iTK:LER

Kanser tedavisinde kullanilan bitkiler ve bu bitki-
lerden elde edilen aktif maddeler konusu Dewick tarafindan
derlenmis olup asagida bu bilgiler oOzetlenmistir (Tablo 1I)
(19). Cinliler antitiimor ilag olarak 2000 y1l once
Podophyllum hexandrum bitkisinin kokiinden elde edilen recine-
yi kullammiglardir. Podophyllum podophyllaceae familyasindan
nemli yerde bulunan uzun émiirli bir ot cinsi olup Kanada ve
USA'nin dogu bolumlerinde gdlge ortamlarda yetismektedir. Bu
bitkinin Amerika'da yetigen cinsi olan Podophyllum peltatum-
daki antitimor aktivitesi olan glikozitlerle i1liskili olduju
bildirilmistir. P.hexandrum ve P.peltatum'da bulunan aktif
maddeler Podofillotoksin ve Peltatindir. Bu iki etkin mad-
denin ilac¢ icin kullanimlari uygun olmamakla beraber podo-
phyllotoxinin yari sentetik tiirevleri olan etoposide ve
teniposide klinik calismalarda iyi sonuclar vermistir.
Etoposide kiiciik hiicreli akciger ve testicular kanserde, teni
poside ise pediatrik kanser tedavisinde kullanilmistir(9).

Yiiksek bitki materyalleri icerisinde kanser
tedavisinde en basgsarili olanlardan bir tanesi de Catharonthus
roeus'un alkaloidleridir. Bu bitkiden elde edilen dimerik
indol alkoloidler icinde ldsemi tedavisinde kullanilan vinka-
lekoblastin(Vinblastin) ve leukokristin (Vinkristin) 'dir.
Vinblastin genellikle lenf bezi, karaciger ve dalaQdi etki-
leyen Hodgkin's hastaliginda kullanilmaktadir. Vinkristin ise
klinik bakimdan vinblastinden daha etkilidir ve 0©zel olarak
cocuk 16semi tedavisinde kullanilmasi onerilmistir(9).

Brucea antidysenterica Ethyophada kanser tedavisinde
kullanilir. Bu bitkinin sistematik fraksiyonu bruceantinin

izolasyonunu saglar ki buda genis doz araliginda kiiciik doz~-

larda yiiksek antildkemik aktivite gosteren bir bilesiktir.
Bruceantin protein sentezini inhibe eder ve bugiinkii tedavi
alanina girmistir.



Cinli arastirmacilar Cephalotaxus harringtonineden
elde edilen harringtonine esterlerinin bircok sistemde iyi
aktivite gosterdiklerini C.harrington'nin alkoloidal fraksi-

yonlarini kullanarak yaptiklari calismalardan kabul edile-
’ bilir sonuclar elde etmislerdir. C.Harringtonea'nin solid
timérlid veya ldkemiali hastalarda kullanilabilme umudu oldu-
gunu gostermislerdir(9).

Colchicine ve tirevlerinin antitidmor aktivite
gozlemleri enterasandir. Colchicine mitotik zehir 6zelligine
sahip oldugu icin bitkilerde genis capli olarak kullanilir ve
bu 6zelligi ile timdr inhibitor aktivitesi ile yakin baglan—-
tiladar(9).

Maytenus serrata ve Maytenus~un diger tirleri
maytensine icerir. Maytensine cok Kkicik dozlarda (ugr/kg)
degigik deneysel neoplazmalara karsi aktif olup kullani-
labilir terapetik indeks gostermektedir. Genellikle mitozun
inhibisyonu yolu ile etki ettigi saptanmistir(9).

Dogal maddeler icin rastgele secilen tarama programil
1983 vyilinda Amerika Birlesik Devletleri Kanser Enstitisi
(NCI) tarafindan durdurulmustur. Bu program insan kanserleri-
nin tedavisinde genel olarak kullanilacak tek bir etken madde
bulunmadigini fakat cok sayida sitotoksik ve antitiuméor ajan-—
lar bulundugunu godstermistir. Ayrica bu ajanlarin etki meka—
nizmalari ve kanser olaylari hakkindaki bilgilerimizi bu
program artirmistir., 1986 yilinda NCI daha kiiciik gruplar
tizerinde yogunlastirdig: yeni bir tarama programi calisma-
larina da baslamigtir. Sentetik olarak 1940~ larda nitrojen
mustardlarin antildsemik Kkarekteri goriilmiistir. Etkilerini
biyolojik alkilasyonla yaptiklari ve seciciligi ve ayni dozun
normal hiicrelerde toksik olmasi bu maddenin dezavantajlari-
dir. Avantajli antikanser ilacinin kanser hiicrelerine etkili
normal hiicrelere ise zararl: olmamasi gerekir. Bu ideal belki

de imkansizdir. Sentetik ilaclar fazla avantajli olamamistir.

Bitkilerden elde edilenler daha iyi neticeler vermektedir.
Maddelerin etkilerinin bulunup yap:i tayini vyapilip senteze
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gidilmesi Dbelkide en iyi yoldur. Bitkilerden elde edilen
etkili maddeler 1400 cinsi kapsamaktadir. Standart neoplaz-
" mlarla cok az calisma klinik calismalara kadar gidebilir.
Yi1llik olarak 25.000 madde de NCI tarafindan tarama yapil-
makta, bunlardan ancak 8-12 madde preklinik testler ic¢in
secilmektedir. NCI bitkiler, deniz hayvanlari, mantar ve
syanobakteri tirlerinde calismalarini yogunlastirmistir(9).
Bunlar arasinda usnik asid, ellagik asid, antrakuinon
aloeemodin juglon ve lapakol kuinonlari, pirolizidin alka-
loidlerinden retronesin, monokrotalin, nitropenantren, aris-
tolokik asid, bufadienolid helleksigenin asetat, colchicum
alkoloidlerinden, kolcisin, 3-Demetilkolcisin, steroidal
kukurbitasinler, lapakol, eliptisin, emetin ve nitridin
alkoloidleri, suda eriyen N-glikozidlerdir. Bu maddeler
toksik olusu bakimindan heniiz klinikte kullanilmamaktadir(9).

Antitimor aktiviteli olanlar ve klinik c¢alismalara
yapilmamig olan bazi maddeler ise agagida ozetlenmistir(9).

— Tilokrebin(Fenantroindolizidin alkaloid)

— Talikorpin (Benzilizokuinolin alkaloidlerinden)

~ Tetrondin,komptengin ve tiirevleri(alkaloid)

— Kuassenoidler veya siniaroubalidler(terpendrid ve

ilgili maddeler.

— Brusenatin (Kuassinoid)

- Maytansin(ansa makrolid)

- Tripteolid,taksol (triterpen),

— Alkoloid esterlerden harringtonin (siklik

peptidlerden)
- Buvandin, deoksi buvandin. proteinler ve peptidler

Tablo 1'de bitkilerden elde edilen naddélerden en onemlileri verilmistir.



Tablo 1
Bitkilerden elde edilen baz) antitimoral maddeler

SINIFI NADDE BITKININ ADI FANILYASI
Nonoterpen Allopandrin Allamanda cathartica Apoeynaceae
4-1 pomeanol Ipamoea batatas Convolvulaceae
Pipstumed Penstemon deutus Scrophularis cese
Seakiterpen Bekarin Baccharis eegapotomica Compositae
Elephantorpin Elephantopus elatus Compositae
Helenalin Heleajum autumnale Compogitae
Liatrin Liatris chapeenii Compositae
Filaatosid Phyllanthus acuminatus Euphorbiaceae
Fillantostatin | P.acuminatus . Euphorbiaceae
Venotepin Vernonia hymenolepsis . Compositae
Diterpen Ginidin 6nidia laprantha Thymeloeaceae
Latrofan Latropha gassypiifelia Ev phorhiaceae
Nezeriin Daphne mezereup Thymelea ceae
Taksodion Taxodium distichum Texodiaceae
Taksol Taxus brevifelia Taxaceae
Tripdiolid Tripterygiur wilfordis Celastraceae
_Kuasinoid/Simarobolid ftlnggg }g Bigéggogrdludysenterica 53%%?%5 gecgge
flasorubinon Simarouba glauca Simaroubaceae
Holakanton Holacantha eporyi Simoroubaceae
Titer penoid.Steroid etc.
Cucurbitocin Cucurbitacin E Narah oreganus Cucurbitaceae
Saponin Acer éaponin P Acerregundo Aceraceae
Kardenolid Strophanthidin Prquetina nigrescens Ascelepiadaceae
Bufadienolid Helebrigenin asetat Bersama abyssinica Nelianthaceae
Vitanolid Vitaferin A henistus arborencens Salanaceae
Lignan _ ve peltatin Fodophylive peilatum Podopyllaceae
Podofillotoksin P.hexandrom Podopyllaceae
P.Peltatum Podopyllaceae
Juniperus chinensis Cupressaceae
Siteganosin Steganotaenia araliaces Usbelliferae
Kinon Yakaranon Jacaranda caucana Bignoniaceae
Lapakol Stereospersup swvavedens Bignoniaceae
Alkaloid Pirolivdin Nonokrotalin Crotalaria Spectabilis Leguninosae
Indisin-N-oksid Heliotropiue indicum Boraginaceae




SINIFI NADDE BITKININ ADI FANILYAS]
1zokinolin Eeetin Cephaelis acuminata Rubiaceae
Tetrandinin Cycles peltata Nenispermaceae
Talikarpin Thalictrue dasycarpum Ranunculaceae
Benzofenontirdin Fogaronin Fagara zanthoxyloides Rutaceae
F.wacrophylls Rutaceae
Penantroindolizidin Nitidin tilokrebin Tylophora Asbclepiadaceae
Akriden Akronisin Acronychia beveri Rutaceae
Pridokarbazal Eliptisin Ochrosia eliptica Apocynaceae
0.moore] kpocynacede
9. Metekaielliptisin 0.maculata Apocynaceae
Pirelokinolin Kamptotesin Camptotheca acuminata Nyssaceae
pappia faetida 0linaceae
Sefalotaksin Harringtinin Cephataxus harrigtonici Cephalotaxaceae
Horoharingtonin C.harrigtonia {ephalotaxaceae
Bisindo] Leurosin Catharanthus Apocynaceae
Lancens
C.raseus Apocynaceae
Vinblastin C.raseus Apocynacese
Vinkristin (. raseus Apocynaceae
Maytansinoid Maytanacin Naytenus buchanani) Celastracese
eakrol id Naytansin Maytenns buchananii Celastraceae
N.serrata Celastraceae
Putterlickia verrucosa Celastraceae
Naytanvalin Naytenus Celastraceae
Non-heterosiklik Kolsisia Colchicinspeciosun Liliaceae
Peptid Bovardin Bouvardia ternifolia Rubiaceae
Debksibovardin B-ternifolia Rubiaceae
2.2 BRASSICACEAE FAMILYASININ GENEL BZELL!KLER1

Cruciferae(Brassicaceae) ekserisi

nin 1liman

veya ¢ok senelik otsu,

dir. Yapraklar alternan,

dir. Cicekler

ve bilhassa serin bolgelerinde

bazen parcali,

Kuzey Yarim kire-
yetigen, bir,
nadiren kiicik cali seklinde bitkiler-

ba=sit,

erdisi. bilateral simetrik bazen zigomorf, ka-

gitipulasiz-



liks 4 sepalden, korollo hac teskil eden 4 petalden yapilmis-—
tir. Stamen adedi 6 (nadiren 4 veya 2), Stamenler tetradinam'
dir. Ovaryum iist durumlu, 2 karpelli wve yalanci bir perdenin
bulunugsundan dolayi 2 gozlidiir. Meyva tipik olarak silikva
veya silikula, bazen nuks veya lomentum, tohumlar ekseriyetle
miisilo; yad ve yakici lezzetli kiikiirt glikozidleri tasarlar.
Tohum icinde, embriyonun kokcugu kivrilmigtir ve iki kotile-
donun ya yan tarafinda ya da sirt tarafinda yer almistir veya
iki kotiledon i¢ ice iki V seklinde boyuna bagli olarak kat-
lanmig ve kokeciik bu kivrim icine yerlesmigtir. Takriben 350
cins 2500 kadar tiiri vardir memleketimizde 85 cins ve 450'den
fazla tiird vardair. Bu familyanin kimyasal o0zelligi. bitkile-—
rinin kiikidrt glikozidleri tasimasaidar.

Brassica tiirleri sari veya beyaz cicekli bir veya
c¢ok senelik otsu bitkilerdir. Yapraklar: basit veya lirat
meyvalar dik, linear bir silikvadir. Valvler birer damarli,
tohumlar tek sira iUzerindedir.

Bircok Brassica tirleri, c¢ok eskiden beri kiiltiire
alinmistir ve halen sebze olarak veya tohumlarindan yad elde
etmek amaciyla yetigtirilmektedir. Baslicalari sunlardar.

B.oleracea var. Capitata (Basli lahana) Bir sebze-
dir. Govde (kocan) kisadir ve yapraklar sik bir gekilde bir-
birlerini orterek, biiylik, siki bir bag teskil ederler.,

' B.oleracea var. acephala (karalahana, yapraklz
lahana) kog¢an daha uzundur. Yapraklar seyrek, koyu yesildir
ve bag tegkil etmezler. Bilhassa Karadeniz bdlgesinde yetis—
tirilir.

B.oleracea’ var. botrytis (karnabahar) bir sebzedir.
Yenen kismi, heniiz acmamis kesif cicek durumudur.

B.oleracea var. gongylodes(alabag) Govdesi toparlak

sekilde giskin olan ve yenebilen bir bitkidir.

2.3. LAHANA TURLERININ TIPTA GENEL KULLANIMI
Lahana tiirleri nebati proteinler, nebati yaglar, re-

cinemsi madde, alkol icinde eriyen maddeler icerir. Biitin mi-
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nerolojik elementleri ve bunlardan genellikle kalsiyum ve
kalgiyum nitratlarai ve kalsiyum siilfat, demir, magnezyum ok-
git, kiikiirt, bir cok kesfedilmeyen vitaminler ve bilhassa
vitamin A ve C'yi icermektedir(10).

Kliniklerden yayinlanan raporlara godre Lahana suyu
ilé 45 giinliik bir tedavi sonucu ozellikle on iki parmak bar-
sak timorleri iyilegebilmektedir. Taze lahana yapraklari ya-—
ralarin drene olmasini kolaylastirmaktadir.

Taze lahana yapraklarinin yara iyi edici dzelligide
bu arada sozii edilmesi gereken bir baska yonidur. Cesitli ni-
telikteki tiimorleri wve inatci yaralarin taze lahana yaprak-
larinin tatbiki sonucu iyilegebilecegi Giirkan ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmigtir(iil).

Astimda veya bronsit hastaliklarinda sabah ve aksam
olmak iizere gogiis ve karin uUst kismina dort adet biyik lahana
vapragindan Kompres yaparak faydalanilmaktadir(10).

Yaniklarda cok siddetli agrilari lahana yapraklara
hem dindirir hem de yaralari tedavi eder (10).

Rahimdeki dokularnda meydana gelen iltihaplarda da
(Metritis) veyahut gayri muntazam aylik kanamalar
(Menorrhhgeln) gibi hastaliklarda yaprak kompresinin karin
altina ve bdbrek nahiyesine vyapilmasi tavsiye edilir. Tairnak
dibinde beliren ve halk dilinde dolama olarak tabir edilen
(panarithen) 1iltihab yaprakla iki defa kompres yaparak biitin
parmak sarildig: takadirde en kisa zamanda iyilesmektedir.
Ayrica vyapraklarin konserve halinde de insan sagligainda
yararli olabildigini belirtmekte vyarar vardir. Konserve
lahana ozellikle barsaklarda cegitli hastaliklarda etkili
olmaktadir. Bu tir lahana C vitamin bakimindan zengindir. Bu
yizden de C vit.in eksikliklerinde kullanilmaktadir. Konserve
haldeki lahana pigirildigi takdirde tedavi edici yonui yok
olmaktadir. Zira pisirilme esnasinda icindeki siit asidi
bakterileri harab olur, bdylece de tedavi yondi ¢ok yararla
olan asetil kolin parcalanir ve tiiberkiilozda dahi etkin rol
oynayabilen kongerve lahana bu niteligini kaybeder.
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Lahana veya lahana suyunun gastrik sekresyonu ve
peristaltizmini stimiile ettigi(12), kan seker seviyesini di-
glirdigi(13) . antibakteriyel etkili oldugu(14,15)
gosterilmigtir. Bu arada lahananin laboratuar hayvanlarinda
guétr olugturdugu bilinmektedir(16). Lahanadaki guatrojenik
maddeler identifiye edilmigtir(17,18)

Antitiiméral etkileri: Epidemiyolojik calismalar,
Brassicaceae bitkilerinin karsinogenezisi etkiledigini, bu
tip bitkilerin cok tiiketildigdi yerlerde kanser insidansinin
azaldigini gdstermistir(1,2).

Ayraca bu bitkilerden elde edilen maddelerin deney
hayvanlarinda denenmesi bu maddelerin hayvanlarda karsinoge-—
negisi inhibe ettigini gdstermistir(3.4,5). Lahana ile bes-
lenen tavsanlarin yiiksek oldiiriici dozdaki uraniuma direncli
olduklarinin gosterilmesi ilk antikarsinojen etkiyi bildiren
rapordur (7). Bakteriyel mutagenesis deneyleri, lahana suyunun
bir ¢ok maddenin mutajenik etkisini azalttigini godstermis-—
tir(19). In vitro olusan yiiksek reaktivitesi olan sitotoksik,
mutojenik veya karsinojenik elektrofilik metabolitlerin
gseviyelerini dislirerek karsinojen potansiyelini etkileyen
enzim gistemlerindeki aktiviteleri dedistirerek bu bitkiler
etkilerini gosterirler(20).

Brassicaacece bitkilerinin baslica icerigi olan
Indol-3-karbinol poliniiklear aromatik hidrokarbonlar veya
aflatoksin By verilmesiyle olusan kansere karsi bircok hayvan
deneylerinde inhibitdr madde olarak goriinir. Once veya olusma
sirasinda verilmesi kansere karsi oldugu fakat "Rainbow
troutda" (alabalik) aflatoksin B;'le hepatoselliiler karsinoma
olustuktan sonra Indol-3-karbinol verilmesi timér olusumunu
daha da hizlandirdigi gosterilmistir(21).

Brassicacae bitkilerinde bircok glikozinolat
bulunmaktadir. Glukobrassisin, glukotropaeolin ve glukosi-
nalbin bircok hayvan modelinde calisilmistir. Glukobrassisin
farede akciger ve midede kimyasal madde ile olusturulmus

neoplaziye ve sicanlarda olusturulan meme neoplazisine inhi-

10



bisyon yaptigi ayrica koruyucu etkileri yaninda glukobrasas-—
sinlerin hidroliz iiriini indol tiirevlerinin zararli etkileri-
nin de oldugu bildirilmistir(22). Bilinen indol maddeleri
(indol-3—-asetonitril, tndol-3-karbinol) indol ve triptofanin
gel permeasyon kromatografisi, HPLC, gaz Kkromatografisi ve
kiitle spektrometrik analizler ile ayrilan lahana ekstreleri-
nin fraksiyonlarl nitrit ile muamele edilerek mutagenligi ve
N.nitroso icerdigi yoniinden incelendiginde indol asetonitril
diginda hic¢cbirisinin nitrit ile olusturdugu N.nitroso madde-—
lerinin direkt mutagenik etkilerinde bir rolleri olmadiga
belirtilmistir(23). Ulkemizde lahana bitkisinden elde edilen
ekstrelerin biyolojik aktiviteleri Uzerinde ilk calisma
Altinkurt tarafindan yapilmistir(24). Bu calismada B oleracea
var.capitata yapraklarinin sudaki ekstresinin kobay ileum ve
uterusunda, sican ileumunda ve horoz cekumunda kontraktiiran
etkili oldugu, ayni zamanda izole kurbala kalbinde ise nega-
tif inotrop etkiyle diyastolde kalbi durdurdugu godsterildi.
Biyokimyasal Etkileri: Yaglanma ve karsinogenesis
teorilerinin icinde DNA merkezi bir noktadir(25,26). Son
calismalar hepatik DNA bozulmasinin (tek iplik kirilmasi)
farede yaslanmayla ortaya c¢iktigini goéstermistir(27). Tek
iplik DNA kirilmasi ile indirgenmis glutatyon(GSH) arasinda
direkt korelasyon oldugu gosterilmistir. Glutatyon hiicre-
lerdeki protein olmayan bir tioldiir ve hiicredeki makromole-—
kiilleri; serbest radikallerden, oksidanlardan, ilaclarin ve
yabanci kimyasal maddelerin elektrofilik ana irinlerinden
korunmaszinda biiyilk rol oynadig: bilinen bir faktordur(28,
29). Hiucre i¢inde glutatyonun azalmasiyla birlikte glutatyon
metabolizma enzimleri yaslanmis farelerin dokularinda azalir
(30.31). Butillenmis hidroksianisol(BHA), butillenmig hid-
roksitoluen(BHT) ve etoksiquin gibi antioksidan maddelerle

beslenen Kkemiricilerde yaslanma gecikmig ve bunlarin kansere

engel oldugu gosterilmigtir (32,33). Antioksidan olarak
lahananin az etkili oldugu godrilmiistir. Ayni anda DNA'nin

bozulmasinda azalmada antioksidanlarla saptanmistir. Son
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zamanlardaki calismalar antioksidanlarin yasami wuzattigin:
goéstermigslerdir(34.35). Karsinojenlerle hayvanlarda olustu-
rulan neoplazma insidansini antioksidanlarin azalttigi gb6s-
terilmistir(32,33).

Antioksidanlar direkt veya dolayli olarak endojen
serbest radikalleri veya xenobiyotiklerin aktif elektrofilik
ara maddelerini inaktive ederek DNA ile birlikte hicresel
makromolekiillerin bozulmasina mani olurlar.

Cruciferous (Bragssicaaceae) bitkileri indol-3-
karbinol, 3.3-diindolilmeton ve indol 3-asetcnitril ihtiva
ederler. Bu kimyasal maddeler antineoplastik aktivite goste-—
rirler wve mikrozomal karisik fonksiyon oksidaz sistemini ve
glutatyon S—-transferaz aktivitesini artirirlar. Ayrica
Tioltiyonlara da bu bitkilerde bakilmistir(32). 18 aylik disi
farelerin liyofilize lahana ile beslenmesi sonucu hepatik GSH
miktaranain yiikseldigi, glutatyon rediiktazin ve glutatyon 8-
transferazin yiikseldigi goriilmiigtiir. Hepatik DNA bozulmasi
(tek =zincir kirilmalar), 1lipid peroksidasyonunun (malodi-
aldehid) azaldigi gordlmistir. Antioksidant yiksek diyetler
yaslanma ve kanser ile ilgili serbest radikal reaksiyon olay-
larini geciktirmede etkilidir(36). Glutatyon-S—transferaz
(GST), Dbaslica kimyasal karsinojenleri de iceren bircok
elektrofilik kimyasallarin glutatyona baglanmasini temin eden
major detoksifikasyon enzim sistemidir. Cruciferous bitkileri
bu sistemi etkilerler(37,38).

Glukosgsinolattan zengin diyetle beslenen sicanlarda
bobrek ve tiroidde biiyime, lireme eQrisinde artis plazma Tj ve

Ty 'de artig gozlenmigtir. Glukosinolattan zengin diyetde, he-
patik mikrosomal P450 spesifik aktivitesinde azalma, hepatik
glutathione S—-transferazda artma ve UDP-flukuronil-transferaz
spesifik aktivitesinde artis gorilmiustiir. Ayrica bu enzimle-
rin fenobarbitalin etkisini de fazlalastirdigi goridlmistir
(3%9). Lahanada bulunan glukosinolatla laktasyonda siitle ati-
lirlar, toksin olup c¢ocuklarda toksisiteye sebep olabilir.
Selenyum bu toksik etkiye karsgsi ¢ikabilir(40).
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Diyetle verilen Briksel lahanasi'nin Fisher ratlarda
karaciger,ince barsak mukozasinda glutatyon S-transferaz(GST)
subilinitelerini uyardigi bildirilmistir. Subsbtrati: 1-klora-
2, 4-dinitro benzene kars:i % 2.5 Briiksel lahanali diyet % 15
GST'yi aktive etmis % 30 Briiksel lahanali diyet % 180 GST'yi
aktive etmig. Sinigrin ve progoitrin seviyeleri Briiksel laha-
nasinda 1835 ve 415 milimikromol/kg olarak bulunmustur.
Briiksel lahanasindaki en az iki madde, alilisotiosiyanat ve
goitrin, GST'yi artiran maddeler oldugu bildirilmigtir(41).
Sprauge-Dawley sicanlar Cruciferae sebzelerinde bulunan (50-
500 ppm) indon-3-karbinol (13 C) ve/veya % 25 Briiksel Lahanasa
ile 10 giin diyete tabi tutulmus Karacijer ve barsak mukoza-—
sinda sitozol wve mikrozom fraksiyonlarinin aktivitelerine
bakilmistir. Doza bagimli olarak 13 C ve Briiksel lahanasi ile
bazal ac¢il hidrokarbon hidroksilazin arttigi (AAH), bazal
etoksi kumarain o-dietilazin(ECD) arttigi, hepatik AHH ve
ECD'nin etkilenmedigi goriilmistiir (42).

Nitrojen mustard grubundan alkilleyici etkili bir
antikanser ilac¢ olan melphalanin tek doz uygulamasindan sonra
insan gastrik karsinoma AGS-6 hiicreleri doku kiiltiiriinde bu
ilaca karsi direnclilik kazanmasinin sebebini glutatyon dii-
zeylerinin melphalan ile 1.5-3.0 misli yiikselmesi oldugu glu-
tatyon diizeyini diusiren butionin sulfoksimin ile Kkombine
tedavisinin direnclilige mani oldugu gésterilmistir(43).

Farelerde 4 hafta lahana diyetinden sonra anilin
hidroksilaz ve NADPH Sitokrom C rediiktaz aktivitesinde diisis
goridlmiistir, testis‘ag1rl1gln1n Sprauge-Dawley (SP) sicanlar-
da fazlalastigi. tiroid agirliginin Lcng-Evans (LE) farelerde
arttigi aminopirin N- demetilazin ise (LE de haric¢) SD ve
Fischer sicanlarda vyiikseldigi. timus agirlig@inin hepsinde
azaldi1g:r bildirilmistir(44). Lahana ve diger Brassica tiirle-
rinin ihtiva ettigdi nitrosaminlerin sitokrom P-450'ye bagla
enzimlerin uyarilmasina ve bunlarin karacigferde timor olustu-—
rucu faktor oldugunu sicanlarda gdsterilmistir. Dimetil ve

dietil nitrosaminlerin tek doczla sicanlarda etkili oldugu,
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Briiksel 1lahanasi ile hepatoseliiler karsinomalarin ancak
yiksek dozla olabilece@i bildirilmistir(45).

Sicanlarda lahana ile tek doz heslenmenin 5-6 saat
sonras: ince barsakta karisik sistemli oksidaz enzim sistemi
["miksed-function-oxidase' (MFD) ] aktivitesinin yikseldigi
gosterilmigtir. Briiksel lahanasinin metanol-su eksresi kara-—
cigerde, ince ve .kalln barsakta MFO'yu uyarmigtir. Ekstre
disinda kalan polar artik maddeler MFO aktivitesini etkile-
memigtir. Tioglikosidler ve glukosinolatlar ekstredeki aktif
maddeler olarak bulunmugtur. Briiksel lahanasinda bulunan si-
nigrin, progoitrin, glukobrossisin ve glukotropaeolin gibi
glukosinolatla tek tek sicanlara verildiginde sadece indol
glukosinolatla, glukobrassisin, MFO aktivitesini indikle-
mistir(46).

3. HUCRE ZARININ YAPISI

Bu gin icin gecerli model olan sivi—-mozaik modeli
1972 yilinda S.Jonathan Singer ve Garth Nicolson tarafindan
onerilmigtir(47). Bu modele gdre biyolojik zarlar fosfolipid
cift tabakalarindan olugsmakta ve fizyolojik sartlarda bu cift
tabaka sivi halde bulunmaktadir. Fosfolipid molekiillerinin
yag asitleri tasiyan tarafi polarize olmamis, suda erimeyen
hidrofob bdlimdiir. Molekiiliin diger ucu polarize olmus, suyu
seven (hidrofil) Kolin etanolamin gibi nitrojenli fosfat
bolimiidiir. Polar uclar distaki sulu ortama ydnelirken, hidro-
fobik kisimlar zarin omurgasinda apolar bir cevre meydana ge-—
tirmektedir. Cok sayida protein wve glikoprotein asimetrik
colarak cift tabakada yer alarak, onun devamlili@ini bozmakta
ve bdylece zara mozaik goriinilimii vermektedir.

Giuinumiize kadar cegitli arastiricilar tarafindan

onerilen zar modelleri sekil (1)'de gdsterilmistir(48).
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3.1, ZAR YAPISI BfLESENLER?
3.1.1. LIPIDLER '

Lipidler Dbirgok bi&olojik rollere sahiptir. Major
membran lipidler; fosfolipid, glikoliﬁid ve kolesteroldiir.

Foafolipidler: . Lesitinden tiremistir. Biutin tabii
kaynakli lesitinler L.konfigiirasyonu goésterir ve gliserol ta-
sirlar. Bunun disinda hiicre zarinda fosfatidil etonolamin,
fosfatidil inositol, fosfatidil serin ve sfingomyelin bulu-
nur. Lipid tabakasi icinde fosfolipid asimetrisi ‘meVCUttur.
I¢ ve dis tabakada toplam fosfolipid dagilima esittir. Zar
¢ift tabakasinda fosfolipid oriantasyonu ‘sekil(Z)‘de sematik
olarak gbsterilmistir. ‘

Sekil (2) Zar cift tabakasinda fosfolipid oriantasyonu

Glikolipidlerin 'polar kismi karbonhidrat molekuli
icerir. Bu karbonhidrat D.glukoz veya D.galaktozdur. Glikoli-
pidlerin bazilari sfingozin bazilari ise gliserol icerir. En
basit glikolipid, glikosildiasol gliseroldir. Gangliositlerde
ise peclar grub oligosakkariddir. Glikqlipidler zarin dis yu-
zeyinin yarisina yakin kismini teskil ederler(49,50).
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Kolestercl. =zar sistemi icinde yer alan &nemli
komponentlerden biridir. Kolesterol =zarin dis vyiizeyinde ic
ylizeyine gore iki misli daha fazla buiunur. Kolesterol hid-
roksil grubunu su/lipid fazinda sikistirarak hidrofobik kisma
ile lipid tabakasinda c¢dziinmis olarak bulunur. Bu yerlesmesi
ile fosfolipidlerin hidrokarbon =zincirlerinin molekiil hare-
ketliligini kisaitlar ve daha az akiskan olmasina neden olur.
Kolesterolden =zengin zar vyapilari bu yiizden daha kisitl:
hareketlilik goésterir. Degisik hiicrelerin ve de@isik tirlerin
zar yapilari kolesterol icerigi acisindan cok degisiklikler
gosterirler. lslevsel acidan ise kolesterol icerigi ile bir
korelasyon gosterir. Kolesterol hayvansal =zarlarda bitkilere
oranla daha fazla miktarda bulunmaktadir (51,52,53)

3.1.2. PROTEINLER

Zarda bulunan proteinler lipid tabakasinin icinde
cesitli sekilllerde bulunurlar.Zar proteinlerinin bir kismi
lipid tabakasinin icine gomilidiir. Bunlara "Intrinsik Pro-
teinler"” denir. Rodopsin ve Sitokrom oksidaz bunlara en be-
lirgin ornegi teskil eder. Bir kisim proteinler ise lipid
tabakasinin icinde ve disinda yer alirlar. Bunlara "Ektrinsik
‘ Proteinler" denir. Bu proteinlere ise adenozin-5'-bifosfataz
ve spektrin ornek olarak verilebilir(54,55).

Ektrinsik proteinler sulu ortamla temas halinde
olduklari icin hidrofilik amino asitleri, intrinsik protein-
ler ise bir taraflar:i ile yagd tabakasina gdmiili olduklari
icin bu kasimlarinda hidrofobik amino asitleri, diger taraf-
lar: sulu ortamla temasta oldugu icin de o taraflarinda hid-
rofilik amino asitleri tasairlar. Sekil(3 ) de lipid c¢ift
tabakasinda integral ve periferal proteinlerin yerlesimi go&-
rilmektedir.
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3.1.3. KARBONHIDRATLAR

Diger bir zar bileseni ise karbonhidratlardir. 1.60
aras1l kovalan bagli karbonhidrat unitesi iceren proteinler
islevleri ac¢isindan biyik bir fonksiyonel &neme sahiptir.
Karbonhidrat =zincirleri duz veya dalli yapldadlr; Molekiil
agirliklar: glikoproteinlerin % 50'a kadardir. Sakkaritler
genel clarak N-asetil noromanik asit, Galaktoz, mannoz, N-
asetilgalaktozamin ve N—asetil glukozaminden meydana gel-—
mistir. Bunlar proteinlerle degisik sekillerde baglanmistir

3.2. ADENOZIN TRIFOSFATAZ ENZIM S1STEM1
3.2.1. Sodyum ve potasyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon
i¢in magnezyuma gerek duyan Adenosin 5'-Trifosfataz enzimi-
(Na! -K /Mg'? ATPaz E-C-3-6-1-3)

1939'da Engelhardt ve Lyubimova miyozinde ATP'yi
hidroliz eden ATPaz aktivitesinil gosterdikten sonra., enzimin
kasin kasilmasiyla 1iligkisi Uzerinde calismalar yapilmigstir.
1941 vyilinda skou ve arkadaslari kas =zarlarinda yaptiklara
calismalarla hicre disi ve hiicre ic¢i konsantrasyon farkinin

bir pompa tarafindan dizenlendigi seklindeki gdriislerini
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deneysel olarak gésﬁérmiSlerdir(Ss,57,58). Sekil (4)'de Na'-
¥ /M& ATPaz enzimine ait Sweadner ve Goldin(48) tara%indan
onerilen model gorilmektedir. Bu modelde enzim. alfa ve beta
alt birimlerinden meydana geimistir. Beta alt birim glikopro-
tein yapisinda olup enzim sisteminin dig yﬁzeyindé yer almak-—
tadir. Enzimin K ve Ouabain bagliyan Oligosakkaridlerde dis
yﬁzeydé vyer almaktadir. Buna karsilik Na' ve ATP bagliyan ki-
simlar ise zarin ic yvizeyinde yer aldlgl kabul edilmektedir.

Dis

> Karbonhidratiar

> Lipid tabakasi

Protein altbirim

Sekil 4: Na'-K'/Mg'’ ATPaz modeli

1949'da Flynn ve Maizel K''un eritrbsit zarindan
i¢eri girisinin icteki Na' konsantrasyonunun diisiik oldugunda
azaldigini, Na& 'un disari cikisinin ise distaki K konsant-
rasyonunun didsik oldufunda azaldigini gostermislerdir(56).
1952'de Hodgkin ve Huxley kasilmalar sirasinda Na'un
sinir hucresi zarinda iyon konsantrasyonuna karsi atildigina
‘ve bu islemin ATP hidrolizi ile paralel gittigini gostermis—
tir(57,58,59,60). Hidrolize olan her ATP basina 3 mol Ng ‘un
digari ati1ldig: yapilan dlc¢limlerde gbsterilmistir. Ayrica
eritrositlerde disar: atilan her 3 mol Na' karsilik 2 mol -
K ‘unda iceri tasindig:i bilinmektedir. Né ve K iyonlarinin
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fosforilasyon ve defosforilasyon gseklinde dongiisel bir degi-
gim ile hiicre ici ve digi arasinda tasindig: bugiin icin kabul
edilen goriigstir(60).

Nat - K'/ Mg!’ ATPaz'in katalitik etkisi sekilde
verilmigtir. 11k basamakta ATP'deki piirin halkasinin 6 amino
grubu, ribozun 2-OH ve fB-pirofogsfat enzimine baglanir. lkinci
basamak, enzimin ATP varliginda sodyum ve magnezyuma bagimli
fosforilasyonu ile yiiksek enerjili E; ™ P arabilesigi olusu-
muna karsgilik gelmekte liciinci basamak ise enzimin yiiksek sod-—
yum ilgisinden yiiksek potasyum ilgisine doéniigtiigi diisiik ener-
jili E;-P seklinde belirlenen arabilesigi olusturmaktadir.
Sonugta potasyum uyardi1g8i1 defosforilasyonla enzim tekrar
orijinal konformasyonunu kazanmaktadir.

Yukarida aciklanan reaksiyon dizileri asagidaki
sekildeki gibi ozetlenebilir.

Mdz .
1. ATP + 3 Na'+ ATPaz ——= Na.ATPaz P + ADP
ic () (a)

2. Na . ATPaz~ P /—>= NaATPaz P
() (8)

3. Na.ATPaz ~ P + 2K' + HO™ATPaz + P + Na' + k'
(B) dis (ax) dis ic

Yukarda verilen vreaksiyonun veterial denklemi ise
asagida gosterildigi sekilde yazilabilir.

aNa' + 2K'+ ATP™+ H)0 3Na' + 2R + aDP? + P4 !
ic dis dig ic

Magnezyum, enzim substrat kompleksinin bir parcasi-
dir ve enzim maksimum aktivasyonu ATP ve magnezydm miktari 3
mM oldugu ortamda gosterir(50). Enzim, aktivitesini kalsiyum
iyonu 1/1 olan Mg”/ATP oranini degdigtirerek inhibe olur. En-
2imin Km degeri ATP icin 0.38 mM, magnezyum icin 0.5 mM ola-
rak belirtilmistir(60?}.

Zara bagimli bir c¢ok amin gibi tasima isleminden

sorumlu ATPaz enzimleride aktivite icin fosfolipidlerin var-

20



l1gi1na gereksinim duymaktadir(50). Deterjan ve organik c¢ozi-
ciilerle lipidlerin =zardan izolasyonu ve bunlarin tekrar zara
eklenmesi sonucu zar biitiinliginiin fosfolipid iceriginin ve
fosfolipidlerin yapisindaki yad asitlerinin enzim aktivi-
tesine etkisi 1ile 1ilgili bircok calismalar bu bagimlilig:
kanitlamaktadir(50).

Fosfolipaz A enziminin =zardaki tim fogfolipidleri.
fosfolipaz C enziminde lesitinleri 2/3 oraninda parcalayarak
bu enzim aktivitesini &nemli derecede azalttigi: kaydedilmis-—
tir. Yalnizca fosfotidil serinin kaldirilmasinda hem defosfo-
rilasyon hem de fosforil enzim olusumunda dnemli iglevi olma-
s1 nedeniyle Na' - R / Mg'’ ATPaz'in cesitli glikozidler,
slilfidril bilesikleri oligomisin butadion ve vonodat tarafin-
dan inhibe edildigi cesitli c¢alismalarla rapor edilmistir
(50,61).

3.2.2. Magnezyum Tarafindan Uyarilan Adenozin 5'~

Trifosfataz Mg'! ATPaz:

Magnézyum iyonunun transportundan sorumlu olan Mg+2
ATPaz enzimi hakkindaki klasik bilgilerimiz bu gin ic¢in tam
degildir. Seker ve fosfatlarin tasinmasindan sorumlu oldugu
ileri siiriilmektedir. Yalniz norotransmitterlerin tasinmasin-
dan sorumlu oldugu kesinlik kazanmis gibidir(62).

3.2.3. Kalsiyum Tarafindan Uyarilan ve Aktivasyon icin -
Magnezyuma Gerek Duyan Adenozin 5'-Trifosfataz (Ca”/Mg’2
ATPaz~EC 3.6.1.3)

Daha c¢ok sarkoplazmik retikulumda calisilan bu enzim
kalsiyum iyonlarinin tasinmasindan sorumludur(63,64). Kas
hiicrelerinin sarkoplazmik retikulumundan baska sarkolemma ve
eritrosit =zeminde, trombositlerde, beyin mikrozomlarinda,

plasenta, sinir hiicresi, bobrek tiibiler hiicreleri ve salga

bezlerinde ng/Mgz

ATPaz enzimin varligi gosterilmistir(65)
?/Mg'’ ATPaz'1 150.000 molekiiler
agirliktadir. Bir ATP baglanma. bir fosforilasyon ve iki kal-

gsiyum baglanma bdlgesine sahiptir(64,65).

. . $
Eritrosit zarai Ca
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Ca”/Mg*ZATPaz, eritrositlerde her mol ATP hidrolizi
ile bir yada iki kalsiyum iyonu tasinmasini saglamaktadir. Bu
enzim icinde Na¢ - R / Mg'’ ATPaz enziminde oldugu gibi, Mg'
ATP gercek substrat olarak 6nerilmektedir(665. Divalan kat-
yonlardan mangan ve kobalt % 70 verimle kalsiyum gereksinimi-
ni karsilayabilmekte, baryum ve bakir ise aktivasyonu inhibe
etmektedir. Ancak monovalan katyonlarin inhibitor yada uyari-
c1 etkisine ait hicbir sonuc¢ gozlenmemistir.Sekil 5'de goriil-
diigii gibi enzimin katalitik etkisi konusunda Na'-K/Mg'’ ATPaz
icin 6nerilen mekanizmanin benzeri onerilmektedir (64,65).

( : Y j
( Bajh kalsiyum )
AN - Ca?* = =
B AT )(F)Pompn
T~
ER an’f: "nNn’
Mitokondri
\ J
. J

Sekil 5: Ca'? / Mg'? ATPaz+'in Etki Mekanizmasi

Etki mekanizmasinda ATP'nin Can/Mg’ZATPaz'a baglan-—
masinin magnezyum iyonuna dJereksinim duymasi, bu enzimi Nat -
K / MdZATPaz‘dan ayirt edici niteliktedir(65).

Bu enzimin, Ouabainin Na! - Kt /Mg* ATPaz iiretiminde
oldugu gibi 6zgin bir inhibitdri olmadigi, ayrica oligomisin-
den etkilendigi de rapor edilmistir(66). Vanadatin Ca'/Md?
ATPaz iizerindeki inhibitor etkisinin oldugu, ancak yari inhi-
bitor konsantrasyonunun Nat-K !/ I\‘Ig'2 ATPaz'da oldugundan daha
yiksek oldugu kaydedilmistir(50,66).

Yine Ca'’/Mg'?! ATPaz aktivitesinin Na'K'/Mg'? ATPaz'da
oldugu gibi fosfolipidlier fosfolipidlerdeki yad asitlerinin
doymusluguna, dolayisiyla rotasyon yetenegine bagimli oldugu
konusunda bir c¢ok arastirma bulgulari mevcuttur(66).
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3.3. ZAR YAPISINDA MEYDANA GELEN DEG1SIKLiKLER

Virﬁs/ ile hiicrenin ilk karsgsilasmasi, virusiin yarat-
ti1g1 zararin hiicre zari1 ile yakin bagintisi, immin sistemle
enfekte hiicre arasinda da yer alan olaylar ve interferonun
koruyucu etkisi hiicre zarinda meydana gelen olaylardir.

a) Zar yapisinil etkileyen invitro virus enfeksiyon-—
lari: Viruslar enfekte edip iirettikleri hiicrelerden otolizis
veya tomurcuklanma ile olgunlasirlar. Otolizis ile olgunlasan
viruslar c¢aiblak diye isimklendirilirler. Bunlar niikleik asit
ve onu ¢evreleyen protein kilifi(kapsit) icerirler. Ciblak
virus enfeksiyonuda konak hiicre parcalanmig ve bu enfeksiyon
hiicre icin 6limle sonuclanmistir. Ancak bazi1 viruslar enfekte
edildikleri hiicrenin zar yapisina peplikasyonlari baz: viral
proteinleri vyerlestirirler. Bu cesit virus-konak hiicre ilig-
kisi uzun omiirliddidr. Cinkd nilikleik asit ve kapsit yapisina
ilaveten virus hiicreden cikarken kendi proteinleri ile
degistirdigi hiicre =zarindan bir =zarf alir. Olgunlasmasi
tomurcuklanma ile glan bu viruslara "zarfli viruslar" denir.
Viruslar enfekte ettikleri hiicrenin olimine zarda gecirgenlik
degisiklikleri yaratarak neden olurlar. Degisik tiir hiicreler-
de invitro enfeksiyon yaparak birkac cegit virusun gerek zar-
da mevcut tasiyicilari gerekse tasinim icin gerekli iyon pom—
palarini etkiledigi bulunmustur(67).

3.3.1. Zar Yapisini Etkileyen invitrc Onkeojenik Virus

Transformasyonlari

Bir wvirusun onkojenik potansiyeli o virusun invitro
olarak hiicreleri transforme edebilme kabiliyetine baglidir.
Transforme hiicre etken virusun replikasyonunu destekler veya
desteklemez. ©Ornegin RNA onkojenik viruslari ancak uUremedik-
leri hiicreleri transforme ederler(67).

Transforme hiicre normal hiictreden farkli bir biyo—

lojik karakter kazanir. En onemli fark, hiicre zarinda meydana
gelen antijenik degigikliklerdir.Bu degisiklik viral gen ta-
rafindan sentezlenen tiimére has transplantasyon antijen (T
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STA) tarafindan saglanir. Onkojenik transformasyondan genel-
likle 3-5 viral gen sorumludur.

Zarda meydana gelen degisikliklerin, kontakt
inhibisyonunun kaybolmasi, hiicre morfolojisinin deQismesi,
yumugak agarda ilireyebilme kabiliyetinin kazanilmasi ve hiicre
ceperinin 6zelliklerinin degismesi olarak tanimlanir. *

3.3.2. Normal ve Transformem Hlcrelerde Lektin

(Reseptdrlerinin Dinamigi):

Timor hiicrelerinin wveya transforme hiicrelerin en
belirgin 6zelligi bu hiicrelerin normallerine gore daha diisiik
lektin derisimlerinde agliitine olabilmeleridir. Ancak trans-
forme hiicrelerin icerdigi lektin reseptdrleri sayisi hakkinda
celigkili fikirler ortaya atilmistir. Ornegin bazi arastiri-
cilar lektin reseptdr sayisinin degismedigini ileri siirerken
Neonon ve Burger isimli arastiricilar ise transforme veya
proteaz ile muamele edilmis hilicrelerin normallere gdre sayica
fazla lektin regeptorlerinin bulundugunu bildirmislerdir
(67).

Floresans mikroskobisi ve elektron mikroskobi
yontemleriyle transforme hiicre vyiizeyinde bulunan 1lektin
regeptdrlerinin bulundugunu bildirmigslerdir.

Normal |hiicrelerin proteolitik enzimlerle muamelesi
sonucunda aglitinasyon ©o6zelliklerinin transforme hiicrelere
benzer bir gsekilde arttigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin kapa-
11 bulunan(criptic) lektin resgeptdrlerinin proteolitik enzim-
ler tarafindan aciga cikarilmasindan kaynaklandi@i ileri si-
rilmistir(68) .

Baza hiicrelerin onkojenik olmayan viruslarla
enfeksiyonu sonucunda lektin aglutinasyonunda transforme
hiicrelerde oldugu gibi bir artis saptammistir. Vaccinia
virusu ile enfekté hiicrelerde enfeksiyondan 1iki saat sonra
viral veya konak DNA sentezin gerek olmadan Con A agliiti-

nasyonunda onemli bir artma gorilmiistir(69).
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3.3.3 Transforme Sonucu Hicre Ylizeyinde Meydana Gelen

Degisimler

Timor hiicrelerinin veya invitro transforme hiicre-
lerin yilizeyinde normal hiicrelerden farkli bir takim degi-
sikliklerin meydana geldigi gdzlenmistir.

Hiicrelerde ©o©nemli yiizey bilesenleri, proteinler,
glikoproteinler, lipidler, glikolipidler ve glikozaminogli-
kanlardir. Bunlarin bir kismi hiicre vyiizeyinde antijen ve
tanima bdlgeleri olarak gorev yaparlar(67).

tnsan kolon, mide, go6gis tiimorlerinin normal doku-
léra gore daha fazla sialik asit tasidiklari saptanmistar.
Buna karsin transforme hiicre kiiltirlerinde bunun tersi goéz-
lenmigtir. Bu nedenle hiicre vyiizeyi neoplastik durumlarda
sialik asit yoniinden genel bir tanitici o6zellik durumunda
degildir(67).

Hicre yiizeyinde en onemli degisiklikheksozamihler ve
heksuronik asit iceren glikozamin glikanlarda gozlenir. Ce-
gitli wviruslarla transforme edilmis hicrelerin normallere
gore hiyaluronik asit sentez hizlarinin ve hiicre vylizeyi
hiyaluronik . asit miktarlarinin daha fazla oldugQu gizlenmis-
tir. Ayflca transforme hiicrelerde sidlfatlanmis glukozamin
glikonlarin sentezinin normallere gore diisiik oldugu saptan-—
mistir(67).

Degigik tiimorlerde wve transforme hiicrelerde zar
lipid wve glikolipid yapllérxnda genel degisiklikler oldugu
gézlenmistir. Bir c¢ok malign insan tiimdriinde kolesterol ve
fosfolipid miktarlarinin normal dokuya veya benign lezyonlara
gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. 1hblar ve shinitzky
isimli aragtiricilar murine ascites lenfoma plazma zarirnin
kolesterol miktarinin =zarin akiskanligini ayarlamasi ile
kontrol edici bir islevi oldugunu bildirmislerdir. Hamater
NIL fibroblasi hiicrelerinin cesitli viruslarla transforme
edilmesi sonucunda glikolipid yapisinda asadidaki dedisik-
likler gozlenmistir(67).

a) Karmagik glikolipidlerde azalma ile Dberaber
terminal sakkarit iinitelerinde kopma

b) Glikolipid sentezinin terminal sakkaritlerin
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katilmasi sonucu vyiizeyel dokunma uzantilarina cevabindaki
eksiklik.

c) Enzim antikor ve lektinlerin baglanma dzelligin-
deki artas.-

Transformasyondan sonra hiicre yiizeyinde gdzlenen en
onemli degisiklikler cesitli isaretleme ydntemlerine duyarl:
protein ve glikoproteinlerin hiicre yiizeyindeki durumlari ile
ilgilidir. Laktoperoksidaz katalizli JH burohidrat isaretleme
yontemleri ile isaretlenen saglam hiicre yiizeyleri daha sonra
deterjanla c¢oziiniirlestirerek sodyum dodesil siilfat poliakri-
lamid jel elektroforezine uygulandiklari zaman transforme
hiicre yiizeyi protein ve glikoproteinlerinde normallere gdre
bazi farkliliklar saptanmigtair(70).

Bu degigikliklerin en ©Onemlisi transforme hiicre
yliizeyinde molekiiler ag 220.000-260.000 olan bir glikopro-
teinin bulunmamasidir. Normal hiicrede bulunan bu glikopro-
teine 250 K yiizey proteini, LETS Proteini, 1 komponent, 2
komponenti galaktoprotein a veya CSP isimleri verilmektedir.
Bu glikoproteinin transforme hiicrelerde bulunmayisinin nedeni
sentezinin bloke olmasi veya 0Oldiiriici olmayan siirekli pro-
teoliz oldugu diigiinlilmektedir(71).

Benzer tekniklerle vyapilan aragtirmalar sonucunda
normal fibroblastlarda bulunan 210.000 mol. afirliginda bir
ylizey antijeninin (SF antijeni) Rous sarkoma virusu ile
enfekte hiicrelerde olmadigi gdzlenmigtir. Proteolitik enzim-
lere duyarli olan bu antijenin 210.000, 145.000 wve 45.000
molekiil agirliginda wuc¢ polipeptidden olustugu ve ilginc
olarakta 45.000 mol agirligindaki kismin(SF 45) elektrofo-
retik olarak saflastirilmis fibroblast aktini ile beraber
hareket ettigi gdzlenmis ve SF antijenin zar aktini ile
baglantili olabilecegi diisiinliilmiistiir. Ayrica normal ve timor
hiicrelerinin yilizeylerinden proteoclitik enzimler araciligi ile
uzaklastirilan glikoproteinlerin sefadex jel kromatografisi
ile transformasyona bagli1 defisiklikler gézlenmigtir(71).

Transformasyon sonucu Yyiizey enzimlerinde genellikle
yikim enzimlerinde belirli degigiklikler gozlenmektedir(67)
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4, ARAC GEREC ve YUNTEMLER
4.1. ARAC ve GERECLER
4.1.1., KIMYASAL MADDELER

Petrol eteri(Merck),Dietileter(Merck),Etil alkol,
kloroform(merck), Sodyum dihidrojen fosfat(Merck), Molibdik
agit (Merck), Siilfiirik asit(Merck), Lubrol (Sigma), Sodyum klo-—
riir(Sigma), EDTA(Sigma), Tris HCl(Sigma), Tris baz(Sigma),
Sodyum\ hidroksid (Merck), Sodyum-potasyum tartarat (Sigma),
Bakir siilfat (Merck), Folin ciocalteu, Bovine albumin(Sigma).
Adenozin-5'~-trifosfate(Sigma), Potasyum kloriir(BDH), Magnez-
yum kloriir(BDH), Kalsiyum klorir(Merck), MC konkey agar
(Atabay).blood agar(Biomerieux), Miller Hinton Agar (Atabay).
Siikroz(Difco) .

4.1.2. CIHAZLAR ve D1GER GERECLER

Blender (Arcelik), Santrifiij(Nivefiij), Homojeniza-
tor(Heidolph), UV spektrofotometresi(Shimadzu 260), pH metre
(Beckman SSt), Benmari(Elektro-Mag). Otoklav(Trans medikal),.
Liyofilizasyon cihazi(Hetosicc).

4.1.3. ARASTIRMADA KULLANILAN DENEY HAYVANLARI
Arastirmada kullanilan deney hayvanlara Mus

musculus Balb/c tiiri (19-30 gram ve 2.5-3 aylik) erkek fare-
ler olup C.U.Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma
Merkezinden (DECAM} temin edilmigtir. Deney hayvanlarinin
beslenmesinde hazir pelet yem kullanilmigtir.
4.1.4. AYIRACLARIN HAZIRLANMASI
4.1.4.1, Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasinda Kullanilan

Homojenize Edici Cdzeltiler:

0.3 M sukroz cozeltisi: Sukroz 102.69 gr

H0 - 1 litre
4.1.4.2. Kati ve Sivi Ascites Ehrlich Timér Orneklerinin

Patolojik Incelenmesinde Kullanilan Cozeltiler:
% 10'luk formaldehit ¢ozeltisi kullanilda.
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4.1.4.3. Brassica Oleracea Var. Capitata Ekstresinin
Antibakteriyel Etkisinin Arastirilmasinda Kullanilan
Besi Yerleri:
Mc Conkey Agar
58.25 gr Mc Conkey Agar
1 litre H)O otoklavda steril edildi.
45°C ye getirilen vasat 8 cm'lik steril petri
kutularina 15'er cc dokiildu
Miiller Hinton Agar
38 gram Miiller Hinton Agar
1 litre H)O otoklavda steril edildi.
45°C ye getirilen vasat 8 cm'lik steril petri
kutularina 15'er cc dokiildi
Blood Agar
40 gram Blood Agar
1 litre H)O otoklavda steril edildi.
Bu gsekilde hazirlanan besiyerine 45°C'ye
gelldikten sonra 60 ml steril defibrile insan
kani ilave edildi. 8 cm.lik petri kutularina
15'er cc dokiildu

4.1.4.4. INORGANIK FOSFAT OSLCUMUNDE KULLANILAN AYIRACLAR

1. Cirrasol ALN-WX (Lubrol): % 5 konsantrasyonda
37°C de su banyosunda 1sitilarak hazirlanir ve 37°C su banyo-
sunda muhafaza edilir. Bir ay dayaniklidir.

2. Molibdik Asit: % 2 amonyum molibdatin 1.8 M sil-
firik asitte c¢oziilmesiyle hazirlanir.4°C de uzun siire dayanir

3. Cirrasol Asit Molibdat Ayiracui:

% 5 Lubrol 10 ml
Molibdik Asit 25 ml
Distile su 65 ml

Oda sicakliginda 8 saat, 4°C'de 24 saat dayaniklidar.

4., Standart Fosfat: 27.8 mg potasyum dihidrojen
fosfat distile suda cdziilerek litreye tamamlanir. EQri cizimi
icin 1/1 oraninda sulandirilir(0.1 uM/ml). Bu standartin
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icine % 0.1 lik kloroform katildiktan sonra 0.01-0.02-0.04-
0.06-0.08-0.1 wuM/ml olacak gekilde sulandirilarak,standart
egri ciziminde kullanilmistir.

4.1.4.5. Adenozin 5 Trifosfataz Enzim Sisteminin Tayininde
Kullanilan Inklibasyon Ortaminin Hazarlanmasinda
Kullanilan Ayiraclar:
1. 0.75 mM Kalsiyum klorir c¢ozeltisi

Kalsiyum kloriir 0.0275 gr
Saf su 250 ml karistiralda.
2. 30 mM Magnezyum kloriur cozeltisi
Magnezyum kloriir 1.52 gr
Saf su 250 ml karaigtairilda.
3. 25 mM potasyum klorir cizeltisi
Potasyum kloriir 0.466 gr
4. 500 mM sodyum kloriir ¢cozeltisi
Sodyum klorir 7.305 gr
Saf su 250 ml karistirailda.
5. 2.5 mM EDTA Na, 0.2326 gr
EDTA Na, 0.2326 gr
Saf su 250 ml karigstirilda.
6. 125 mM Tris pH= 7.4....... Bl
Tris HCI 5.75 gr
Tris baz 1.66 gr
400 ml]l distile suda c¢ozuldi.
7. 211 mM Tris pH= 7.4....... B2
Tris HCI 5.72 gr
Tris Baz 1.66 gr
980 ml saf suda coziildi.
8. 306 mM Tris pH=7.4........ B3
Tris HCI 5.72 gr
Tris Baz 1.66 gr
980 ml saf suda cozildd.
9. 202.9 mM Tris pH=7.4...... Bb
Tris HC1 5.72 gr
Tris Baz 1.66 gr

449 .28 ml distile suda c¢oziildd.
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10. 117.9 mM Tris pH=7.4...... Ba

Tris HCI 5.72 gr
Tris Baz 1.66 gr
370 ml distile suda cozildl.
11. 287 mM Tris pH=7.4........ Bc
Tris HCI1 5.72 gr
Tris Baz 1.66 gr

518 ml distile suda ¢&ziildu
12. 75 mM ATP disodyum
ATP disodyum 0.4674 gr
Saf su 10 ml karistirilda.

4.1.4.6. Protein Tayininde Kullanilan Ayiraclar:
A— % 2 Sodyum Karbonat(0.1 N sodyum hidroksitte).
B- 1. % 1 lik Bakir Siilfat
2. % 2 Sodyum Potasyum Tartarat
1 ve 2 numaralil sgoliisyonlar kullanilacag:
zaman egit hacimda karistirailir.
C- 50 kisim A
1 kisim B
Kullanilacag@i zaman taze clarak hazirlanir.
4.1.4.6.1. Folin Ciocelteau Ayiraci: 2000 ml 1lik bir balona
100 g soydum tungustat., 25 g sodyum molibdat, 700 ml distile
su, 50 ml % 85'1ik fosforik asit. 100 ml] konsantre hidroklo-
rik asit konarak 10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir.
Karigim soQutulduktan sonra sogutucu c¢ikartilir. Icinde 50 g
lityum sulfat, 50 ml distile su., 10 damla bromir ceker ocakta
ilave edilir. Bu karisim 15 dakika brok kokusu gelmeyinceye
kadar kaynatilir. SofQutultuktan sonra karisimin hacmi 1000 ml
ye tamamlanir. Siiziildr. Bu karisim kahverengi sisede buz-
dolabinda uzun siire dayanir. Kullanilacag®i1 zaman 1/1.5 ora-—
ninda sulandirilarak kullanildz.

4.1.4.6.2. Standart Albumin: (Bovin Serum Albumini) 15,30,45,
60.75,150 ug/ml 1lik konsantrasyonlarda degigik konsantrasyon-—
larda seyreltilerek hazirlandi. Standad edri ciziminde kulla-

nilda.
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4.2. YUNTEMLER

4.2.1. MUS MUSCULUS BALB/C TURU FARCLERDE EHRL:CH ASCITES

TUMUR (EAT) OLUSTURULMASI(72):

Calismamizda kati tiimér olusturulmasinda istanbul U.
Tip Fakiiltesi- Deneysel Arastirma Merkezinden(DETAM) temin
edilen pefitonunda givl Ehrlich Ascites Timor (EAT) sivasi
tasiyan stok fare(agirligi 24 gr: 2.5 aylik) kullanilmistir.
Bu farelerden alinan Ehrlich Ascites Timdr savisa C.U.Tip
Fak. Deneysel Arastirma Merkezinden(DECAM) temin edilen agir-
liklar: 24-31 gr arasinda degisen 2.5-3 aylik Mus muskulus
Balb/c farelerin peritonuna enjekte edilerek elde edilen pe-
riton sivisi calismalarimizda kullanilmistir. Bu siv:i i1sik
mikroskobunda her 10 biiyiitme sahasinda ortalama 18 optik
mitoz iceren hiicrese] pulasyon gostermektedir.

4.2.2, BRASSICA OLERACEA VAR.CAP1TATA(Basli Lahana)

EKSTRESININ ELDES1?

Brassica Oleracea Var. Capita da(Basli Lahana) anti
kanserojen etki gosteren ekstraktin elde edilmesinde Giirkan,
Koksal (1988)(11) ve Baytop(1984)(73) tarafindan onerilen
yontem kullanilmistir. 50 kg Brassica oleracea var. capitata
yapraklar: blenderde sikildiktan sonra dort katli tiilbentten
siziilmesi ile elde edilen B litre siiziinti ayirma hunisinde
petrol eteri(1:2 v/v) ile ekstre edildi. Ucucu ve sabit yag-—
lar gtreoller mumlar iceren iist faz ayri bir yerde toplandi.
Alt faz ise eter (1.2 v/v) ile iki kere ekstre edildi. Gli-
kozidler, rezinler, aglikonlar, fenoller, asitler iceren ist
faz atildi. Alt faz ise hacmin yarisi kadar etil alkol ilave
edildikten sonra tegekkiil eden cokelti atildi. Sekerler, gli-
kozidler, saponinler, alkoloidleri iceren siizlinti liyofilize

edildi. Liyofilize Brassica oleracea var. Capitata ekstresi

gserum fizyolojik(% 0.9 NaCl}) ile sulandirildiktan sonra(0.5
mililitrede 20 mg) filtrasyon yontemi ile sterilize edilmis~
tir(Sekil 6)
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Brassica oleacea var.
Capitata Ekstresi (50 kg)

Blender (parcalama
ve siizme testleri

Lahana ekstresi suyu
(B litre)

Petrol eteri ile
ekstraksiyon
(1:2 v/v)petrol eteri

' l

Ust faz Alt faz ‘
Sabit yaglar.,ucucu
yaglar, mumlar ve
gsteroller Eter ile
ekstraksiyon
{(1:2 v/v)
' a
v v
Ust faz Alt faz
(Glikozidler.
resinler, % 96°'l1k
aglikonlar, etanol ile
fenol ve asitler ekstraksiyon
J v
Sivi faz Cokelti

Sekil 6:

Liyofilize
islem

Liyofilize
Lahana ekstresi

Brassica Oleracea Var. Capitata Ekstresinin Eldesi
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4.2.2.1. Brassica Oleracea Var. Capitata Ekstesinin

Antibakteriyel Etkisinin Arastirilmasi:

Brassica oleracea var.capitata ekstresinin bakteri-
vyel etkisini gostermek icin Miiller Hinton, Mc Konkey kanli
agar Dbesiyerleri kullanilmigtir. So6zii gecen besiyerlerinin
hazirlanmasin ayiraclarin hazirlanmasi kisminda belirtil-
mistir. Miller Hinton besiyerine otoklavdan cikarildiktan
sonra lahana ekstarti, besiyerleri 45°C sogutulduktan sonra
sira ile 10 ugr, 50 ugr., 100 ugr, 200 ugr, 400 ugr, S5S00 ugr,
750 wugr, 900 ugr, 1000ugr konsantrasyonda karigtirildi. Daha
sonra elde edilen karisimlar 12 cm.lik steril petri kutula-
rina dokiilmiiglerdir.

Bakteri udretimi amac: ile Mc Konkey ve kanli agar
besiyerleri kullanildi. Bakterilerin saf olarak cogaltilmasi
igslemi lahana ekstresi icermeyen Miiller Hinton besiyerlerinde
yapilmistir. Bakteri konsantrasyonu serum fizyolojik ig¢inde
Mc Farlen 3'e gore ayarlandi. Bu sekilde hazirlanan bakteri
24 saat 37°C de bekletildikten sonra yukarida belirtilen kon-
santrasyonlarda hazirlanan besiyerlerine 0.1 mililitre (Bu
miktar tahmini Mc Farlan Hesabina godre 9.1¢ kolonidir) ekil-
di. Bu gekilde hazirlanan ortamlar 24 saat 37°C de bekletil-
dikten gonra bakteri liremesi gdzlenmigtir.

4.2.2.2. Brasasica Oleracea Var. Copitata Ekstresinin Toksik

Etkisinin Arastirilmasi:

Anti kanserasyon etki gosteren ekstrenin toksisi-
tésini saptamak amaci ile 22 adet Mus musculus Balb/c tiri
farelere kg basina sira ile 20 mg, 40 mg, 60 mg, 100 mg, 150
mg, 200 mg. 256 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 500 mg ekstre
steril 0.5 mililitre serum fizyolojik icinde céziindiikten son—
ra intraperitoneal olarak enjekte edildi. Ayni sayida secilen
farelere ise yalniz steril 0.5 mililitre serum fizyolojik
intraperitoneal olarak enjekte edilerek kontrol grubu olarak
kullanildi. Farelerde Brassica Oleocea var.capitata ekstre-
g8inin toksik etkisi 30 giin siire ile takip edilmistir.

‘33



4.2.2.3. EHRLICH ASCITES TUMSRLERIN (EAT) TAKIP EDIiLMES?
Mus musculus Balb/c tiirii farelerde Ehrlich Ascites
kati timdrlerinin biyiikliikleri, en ve boylari kompass ile ol-
cilerek takip edilmistir. Ayrica deney hayvanlarinin agirlik
degisimleri belli araliklarla tartilarak saptanmistir.
;

4.2.2.3.1. Ehrlich Ascites TiUmdrlerinin Patolojik tncelenmesi

Kati ve siva: Ehrlich Ascites Timéri olusturulan
farelerin otopsilerinde biitiin organlari ambulok cikarildiktan
sonra makroskobik olarak timoriin deriye yada kasa olan invaz-
yonlarini incelemek amaci ile bu bodlgelerden de ornekler
alinmigtir. Tim oOrnekler bir tam giin % 10'luk Formaldehitte
bekletilmig, daha sonra degisik derisikliklerdeki alkoller ve
ksilollerden gecirilerek 24 saat icerisinde tespit edilmis-
tir. Boylece parafin bloklari hazirlanan doku orneklerinden
5-6 mikron kalinliginda doku kesitleri alinmistir ve depa-
rafinizasyon islemi wuygulanmigtir. Hemotoksilen eozin ile
boyanan ornekler ksilolde seffaflastirildiktan sonra Nikon
mikroskopta deferlendirilmigtir. Bazi doku orneklerine Van
Gieson, Alcian Blue, Misin, PAS gibi 0©zel histokimyasal bo-
yalar uygulanmlst1r.

4.2.2.3.2, Tumdrlerin Sitolojik Acidan incelemesi
Ornek sitosantrifilj aletinde santrifiij edildikten
sonra Papanicalaou boyas1 ile boyandllve incelendi.
Gerek Patalojik ve gerekse sitolojik degerlendirme
C.U. Tip Fakilltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan yapil-
migtixy.
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4.2.3. BRASSICA OLERACEA VAR.CAPITATA EKSTRESININ SIVI
VE KATI EAT UZERINE OLAN ETK1SININ ARASTIRILMASI
4,2.3.1., Brassica Oleracea Var., Capitata Ekstresinin Sivi EAT
Uzerine Etkisi:

- Bu ama¢ ic¢in Mus musculus Balb/c tiird (23-31 gram)
2.5-3 aylik 15 adet erkek farelere 0.1 mililitre(isik mikros—
kobunda her on biiyiime sahasinda ortalama 20 atipik mitoz
hiicre) Ehrlich Astites Tiumor (EAT) sivigi intraperitoneal ola-
rak enjekte edilmigtir. Deneyler ¢ grub cercevesinde yliri-
tilmiistiir. Birinci grub farelere (21-30 gram) stok Ehrlich
Ascites Timor(EAT) sivisi 0.1 mililitre intraperitoneal ola-
rak enjekte edilmistir. Deney grubunu olusturan ikinci grub
farelere 20 giin siire ile Brassica oleracea var. capitata
ekstresi (0.5 mililitre 20 miligram) intraperitoneal olarak
enjekte edilmistir. Uclncii grub kontrol farelere ise 0.5
mililitre steril serum fizyolojik intraperitoneal olarak
enjekte edilmistir.. U¢ grub farelerin bu siire icerisinde
agirlik degisimleri her gin takip edildi.

4.2.3.2. BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA EKSTRESININ KATI

EHRLICH ASCITES TUMOR(EAT) UZERINE ETK1S1

Mus musculus Balb/c tiri farelerin dorsal bolgesine
0.1 mililitre(i1sik mikroskobunda her on biiyiitme sahasinda
ortalama 18 atipik mitoz hiicre) Ehrlich Ascites Tumor (EAT)
si1vis: enjekte edilerek olugturulan kati EAT'e Brassica
Oleracea Var. Capitata ekstresinin etkisi patolojik ve timor
ebatlarinin defisimi yoniinde arastirilmisgtar.

Bu ama¢ icin kat: timor olugturulan Mus musculus
Balb/c tiirii(21-30) 2.5-3 aylik erkek farelere 20 giin siire ile
0.5 mililitre(20 mg) Brassica oleracea var.capitata ekstresi
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Kontrol grubu ola-
rak secilen farelere Brassica oleracea var. capitata ekstresi
yerine ayni siire steril 0.5 mililitre steril serum fizyolojik
intraperitoneal olarak enjekte‘edilmistir.

Timor biiyiikliikleri belli araliklara gore timdr olus—
masi1 yodniinden takip edilmistir. Farelerin timér boyutlari
kompas ile, agirliklari ise tartilarak saptammistir.
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4.2,3.3. Brassica Oleracea Var. Capittata'nin Timdr Olusumunu
' Engelleyici Etkisi.

Bu amac icin 20 adet Mus musculus Balb/c tiiri erkek
farelere 20 giin siire ile 0.5 ml1(20 mg) Brassica olerocea var.
capitata ekstresi intraperitoneal olarak enjekte edildi.
Kontrol grubu farelere ise bu siire icinde 0.5 mililitre
steril serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte
edildi. 15 giin sonra gerek deney grubu gerekse Xkontrol grubu
farelere 0.1 mililitre(isik mikroskobunda her on biyiitme
sahasinda ortalama 18 atipik mitoz hiicre) Ehrlich Ascites
Tumor (AET) sivis: intraperitoneal olarak enjekte edildi. 20
gin siire ile sivi EAT olusmasi yoniinden incelenmigtir.

4.3, ADENOZIN 5' TRiFOSFATAZ ENZ1M S1STEM: SPES1F1iK
AKTIVITELERININ UOLCULMESINDE KULLANILAN DOKU
HEMOJENATLARININ HAZIRLANMASI:

Mus musculus Balb/c tiiri erkek farelerde olusturulan
kati Ehrlich Ascites timorleri % 10 konsantrasyonluk porsi-
yonlar halinde 0.40 mm olan teflon pistonlar yardimi ile 100
xg de homojenize edilmislerdir. Homo jenizasyon iglemleri
sogQukta yapilmistir. Tumor homojenatlar 1000 xg de 15 dakika
santrifiij edilerek icerdikleri kirlilikler ortamdan uzaklas-
tirilmistir. Elde edilen berrak siizinti Adenozin-5'-Trifosfa-
taz (ATPaz) enzim sistemlerine ait spesifik aktivite dlciil-
mesinde kullanilmigtar.

4.3.1, ADENOZIN TR1iFOSFATAZ ENZIM AKT1IVITESININ SLCUMU

Adenozin trifosfataz aktivitesi inkiibasyon sirasinda
ortama eklenen 3 mM disodyum (ATP) varliginda her mg protein
icin bir saatte aciga cikan inorganik fosfatin Olclilmesi
prensibine dayanmaktadir(64,65).

B.71 INORGAN1K FOSFAT OLCUMU

l1lke= 1lnkiibasyon ortamina eklenen Adenozin Trifosfat
(ATP) den aci8a c¢ikan inorganik fosfat 6lcimi Atkinson tara-

findan onerilen ydnteme gore yapilmistir(74). Yéntem, ATP'den

36



ayrilan inorganik fosfatin Cirrasol ALN-WF (Lubrol) ve fosfo
molibdat ile kompleks kurmasi ilkesine dayanmaktadar.

Islem= Buzda bekletilen ve icerigi 2.5 ml olan
tiiplere 5 ml Cirrosol-Asit molibdik ayiraci eklendikten 10
dakika bekletildikten sonra ayirac kdériine karsi spektrofoto—
metrede 390 nm dalga boyunda &lciilerek elde edilen absorbans
degerleri kullanailair.

Degerlendirle= Standart egri icin her ml'sinde 0.2-
1.2 umol KH,PO, iceren orto fosfat standartlari hazirlandi
drnekler fosfat icerikleridlciilerek degerlendirildi. Sonuc-
larin degerlendirilmesinde orneklerin 390 nm dalga boyunda
gostermis olduklari absorbans degerleri kullanilarak cizilen
kalibrasyon grafikleri kullanilmistir,

4.3.2. ADENOSIN 5'TRI1FOSFATAZ ENZiM S1STEM: TAYININDE

KULLANILAN INKUBASYON KOSULLARI

Inkiibasyon ortami Reading ve 1sbir tarafindan &ne-
rilen kosullara dayanilarak hazirlanmistir. inkiibasyon kari-—
gimini1 iceren ornek ve cozeltiler 37°C de 30 dakika inkiibe
edilmigtir. ATPaz aktivitesi 3 dedisik sekilde Slciilmistiir
(64,65).

1. Sodyum—-Potasyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon
icin magnezyuma gereksinim duyan adenozin 5'trifosfataz akti-
vitesi (Na' K*/Mg’2 ATPaz) .

2. Kalsgiyum tarafindan uyarilan ve magnezyuma gerek-—
sinim duyan adenozin trifosfataz aktivitesi (Ca’z/Mg+2 ATPaz).

3. Yalniz magnezyum tarafindan uyarilan adenozin
trifogsfataz aktivitesi (Mgn/ATPaz).

orneklerde adenozin trifosfataz aktivitelerinin &61-
cimiinde kullanilan iyonlarin ve tampon sistemlerinin miktar-—
lari tablo 2 de &zetlenmistir.
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Tablo 2: ATPaz Tayininde Kullanilan inkiibasyon Kogullari

Olclilen ATPaz Aktivitesi

Na,K ve Mg Mg Ca

Stok ayiraclar

Her tipte

bulunan son konsantrasyonlar

469 mM NaCl

25 mM KC1

30 mM MgCl,

0.75 mM CaCl,

250 mM EDTA

125 Mm Tris HCl B,
211 mM Tris HCl B
306.5 mM Tris HCl B

117.9 mM Tris HC1 B
202.9 mM Tris HCl B
287.0 mM Tris HCl R

75 mM ATP
Total iyodnik kuvvet

100 mM
5 mM
5 mM

0.1 Mm
30 mM

3 mM
144.1 mM

6 mM 6 mM
r 0.5 mM
0.1 mM 0.1 mM
135 mM -
- 135.85 mM
138 mM -
~ 137.85 mM
3 mM 3 mM
144 mM 144 mM

ATP ve EDTA'min disodyum tuzlar) kullamldidindan her ikisinin sodyum iyon dadalima 6 =N olup, total
dagalim ise 6.2 oM'dir, Stok sodyum iyonunun Xonsantrasyona 469 =N oldujuna gore son Komsantrasyon
0.5/2.5x465 = 93.9 oM olur. Bu konsantrasyonda ATP ve EDTA'dan gelen sodyum konsantrasyonlar: eklenirse
toplam sodyum konsantrasyonu 100 e olur.
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Tablo 3) ATPaz Tayini fcin Kullanilan Tamponlarin ve iyonlarin Niktarlan

Her tipe elave edilen iyon ve tamponlarin miktarlar: (ml)

No, K, Mg, Ca, EOTR B, B, By B, By B, AP Mun
Na /Mg,y ATP 22 0.5 05 5 - 01 06 - - - - - 01 0.2
Ng,q MNP 2z - - 05 - 01 - 16 - - - - 01 0.2
Ca,y Mgy ATP 2z - - 05 0501 - - 11 - - - 01 0.2
Na K /Mgy, AP oz Kor 0.5 05 05 - o1 - - - 0.7 - - - 02
Mg, ATP az Kor - - 85y - 01! 06 - - - L7 - - 02
Ca,a/Mg,, Aﬁ’ az Kbr - = 0.5 0.5 0.1 - - - - - 1.2 - 0.2
Na K /Ng, s ATP 2z 05 05 05 - &1 - - - - - - 01 0.2
&Tﬁ kori Kaynamig
lg*z ATP az - - 0y - 01 - 1.6 - - - - 01 0.2
TP Xori Kaynams
Na,o/Mg,q AP 22 - - 05 0501 0} - - 11 - - 01 0.2
ATP kora Kaynamg

Tipler 2.5 el ye distile su ile tamamlanmistir.
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4.4. PROTEIN TAYIN1

tlke: Orneklerin icerdigi total miktarlar Lowry ve
arkadaglarinin gelistirdikleri ydnteme gdre saptanmistar(74).

tslem: 0.3 ml ornek iizerine A cozeltisinden eklendi
ve bu tiipler 15 dakika oda i1sisinda bekletildi. 0.3 mililitre
arik su kullanilarak ayni1 islem kor tipil icinde uygulanda.
Karisima 0.3 mililitre c¢o6zelti B c¢ozeltisinden eklendi wve
absorbans degerleri 30 dakika sonra 750 nm dalga boyunda
okunmustur.

Degerlendirme: Orneklerin icerdigi protein miktar-
lari standart cozeltilerin gosterdikleri absorbans deferleri
ile karistirilarak saptanda.

Standart egri cizimi icin 5 ml icerisinde 125 mg
Albumin iceren c¢cozeltiden 0.1-0.5 ml fraksiyonlar alinarak
her 0.5 ml cozeltiye yukaridaki islemler uygulanarak standart
egri cizilmistir.

Adenozin-5'-Trifosfataz(ATPaz) enzim sistemine ait
sonuclari nMol Pi/Mg protein/saat cinsinden ifade edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Brassica oleracea var. capitata ekstresinin antibak-—-
teriyel ve toksik ozelliklerinin arastirilmasi:

50 kg. Brassica oleracea var. capitata'dan elde edi-

len yaklagik 8 litre ekstraksiyon iiriinliniin antibakteriyel ve
toksik o6zellikleri arastirilmistar.
4.1.1, Brassica oleracea var. capitata ekstresinin antibak-
teriyel etkisi: Brassica oleracea var. capitata ekstresi ice—
ren Miller Hinton besiyeri ortaminda Proteus mirabilis,
E.coli, Pseudomonas aeroginaosa Stophylococcus aureus,
Klebsiella, Enterobacter bakterileri liremistir (Resim 1; A,B,
C.D.E ve F).

5.1.2. Bragsica oleracea var.capitata ekstresinin toksik
etkisi.

Brassica oleracea var. capitata ekstresinin toksik
etkisinin arastirilmasi amaci: ile Mus-musculus Balb/c tiri
farelere kilogram basina 20.40,100,150,200,250,300,350,400,
450 ve 500 miligram dozlarinda ekstre 0.5 mililitre serum
fizyolojik icerisinde intraperitoneal olarak verilmistir.
Farelerin agirlik degisimleri belirli araliklarla 30 giin siire
ile takip edilmistir. Kontrol grubu deney hayvanlarina ise
0.5 mililitre gserum fizyolojik intraperitoneal olarak veri-
lerek agirlik degisimleri goézlenmistir(Tablo 4).
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F
Resim 1: Brassica oleracea var. capitata ekstresi iceren Maller Hinton besiyerine bakterilerin etkisi.
A:Proteus mirabilis. B:E.coli; C:Pseudomonas aeroginosa: D:Staphyllococcus aureus; E:Klebsiella;
F:Enterobacter
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Tablo 4: Degisik dozlarda Brassica Oleracea var. capitata ekstesinin etkisi ile Mus-musculus Balb/c
turo farelerde gozlenen agirlik dedisimleri

Deney No.  Uygulanan Doz Deney 6rubu Kontro Grubu
0g/0.5 nl Baglangic 30 gin sonraki Baslangic 30 giin sonraki
Serum Fizyolojik hirhn irhg Agirhin Airhn
(vgr) (gr) (gr) (gr) (gr)
1 20 25.75 29.75 24.50 28.75
2 40 25.97 29.05 28.05 31,55
3 100 24.62 28.45 23.10 27.45
, L] 150 7.0 30.40 26.50 30.65
3 200 30.77 33.90 21.15 32.30
6 250 28.07 30.15 24.90 29.40
7 300 24.67 28.35 2.75 31.10
8 350 25.27 30.57 28.05 31.45
9 400 un 28.60 26.25 30.90
10 450 25.25 28.50 26.50 31.70
1 500 2.55 27.40 28.25 32.70

Not: Tablodaki sonuclar iki demeyin ortalamasidir

Tablo 4'iin incelenmisinde goriilecedi gibi deney ve
kontrol grubu arasinda degisik ekstre dozlarina Dbagli onemli
bir agirlik degisimi gorilmedigi gibi 30 giin siire ile her iki
gruba ait fareler normal yasamlarina devam etmiglerdir. Bu
bulgumuza dayanarak ekstrenin 20-500 miligram/mililitre kon—
santrasyonlari arasinda degisen degerlerin herhangi bir tok-
sik etki gostermedigi kanisina varilmistir

5.2. Siva Ehrlich Ascites Timdrii Olusturulmasi:Mus-—

musculus Balb/c tiiri firelerde 0.1, 0.2, 0.3 mililitre kon-
santrasyonlarinda Ehrlich Ascites Tumor (EAT) cozeltisi
intraperitoneal (1P) olarak enjekte idilmistir(Resim 2).
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(RA)

(B)

Resim 2: Mus musculus Balb/c tiiri farelerde olusturulan
Ehrlich Ascites Tumdrlerin gorinumi
A) Sivi Ehrlich Ascites Timor
B) Kontrol Grubu Fare
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Degigsik konsantrasyonlarda siva Ehrlich Ascites
Tumor (EAT) <c¢o6zeltisinin fare peritonundan bosaltildiktan
sonra yasam siireleri Tablo 6'da verilmistir. g

Tablo 6: Sivi EAT cozeltisinin Fare peritonundan
bosaltildiktan sonraki siireleri

Intraperitoneal olarak verilen sivi Yasam Siiresi
EAT c¢o6zeltisinin konsantrasyonu(ml) (giin)

0.1 15-28

0.2 14-18

0 ) 9-14

5.2.2. Kati(Solid) Ehrlich Ascites Timodr Olusturulmasi:

Kati timor olusturmak (izere 25 adet mus.musculus
Balb/c tiiri farelerin dorsal bdlgesine 0.1 mililitre (i1sik
mikroskobunda her on Dbiiyiitme sahasinda ortalama 18 atipik
mitoz  hiicre) Ehrlich Ascites cozeltisi enjekte edilmistir.
Yedi giin sonra 13 farede kati timoér olusumunun basladigia
gozlenmistir. Kati timdr boyutlari 37 giin belirli araliklarla
takip edilmistir. Bu siire icersinde deney grubu farelerin
tumor Dbiyiklikleri olculmistir(Tablo 7). Olusturulan solid
timorlerden hazirlanan J&rneklerin 1sik mikroskop diizeyinde
incelenmesi sonucu cizgili kasa ve yumusak dokulara invazyon
yapan malign tiimdorleri resmi Resim 3 'de gosterilmistir.
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7295/31 Amg-1

(B)

Resim 3: A) Cizgili kas dokusu icerisinde kat) toeorun infiltrasyonu goralmektedir.
Nikroskobik buyatme HEx750.
B) Farenin dorsal bolgesinden cikarilan tumor dokusu
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Tablo 7: Mus-musculus balb/c tura farelerde olusturulan katy tumorlerin boyutlar:

Deney No. Baslangic tumor boyuklugi 37 gun sonraki timdr biyikligi
en x boy x yokseklik x o’ en x boy x yikseklik x o
1 0.44 x 0.59 x 0.48 1.90 x 2.10 x 1.7
2 0.40 x 0.52 x 0.42 1.40 x 1.20 x 1.30
3 0.60 x 0.50 x 0.40 2.20 x 1.20 x 1.70
L] 0.52 x 0.60 x 0.58 2.64 x 1.95 x 1.54
5 0.60 x 0.70 x 0.40 1.90 x 1.40 x 1.20
6 0.40 x 0.50 x 0.38 1.94 x 1.90 x 1.50
7 0.70 x 0.80 x 0.60 2.30 x 2.40 x 1.36
8 0.40 x 0.70 x 0.50 1.74 x 1.50 x 1.40
9 0.30 x 0.40 x 0.34 1.70 x 1.90 x 1.20
10 0.60 x 0.70 x 0.40 2.50 x 1.40 x 1.45
11 0.60 x 0.48 x 0.52 2.10 x 2.40 x 1.90
12 0.54 x 0.50 x 0.42 1.96 x 1.40 x 1.20
13 0.50 x 0.40 x 0.34 1.90 x 2.60 x 1.40
x ¢ 5D 0.508 - 0.568 - 0 445 2.014 - 1.796 - 1.454

$0.114 $0.125 #0085 $0.335 $0.482 10.221

Tablodaki xt standart sapma olarak verilmistir. Gruplar onemlilik kontrold *t" testi kullamilarak
yapilmstar ‘

Tablo 7'nin incelenmesinde gorilecegi gibi baslangic¢
timér biiyiikliikleri 13 deney hayvanina ortalama 0.508 x 0.568
x 0.445 bulunmustur. 37 giin sonra timér biyiikliklerinde ista-
tistiki acidan anlamli bir artis gozlenmistir(2.014 x 1.796 x
1.454) (p< 0.01).

Kati timdr olusumunun basladigi yedinci giin ile 37
nci giin arasinda farelerde agirlik artisi istatistiksel aci-
dan anlamli bulunmustur(0.001<p<0.1) (Tablo 8).
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Tablo 8: Mus-musculus Balb/c tiri farelerde agirhik artislar:

_Deney No. DENEY GRUBU KONTROL GRUBU
Baslangic Agarhik 37.gin AQirhik Baglangic AJirhik 37.giin Agarlak
(gr) (gr) (gr) (gr)

1 30.59 35.00 28.40 33.50

2 30.00 35.00 26.40 30.20

3 23.60 27.40 30.50 36.40

4 23.30 27.60 24.50 29.20

5 27.12 30.90 .20 29.10

6 25.10 28.80 23.50 28.00

7 25.10 29.60 23.40 29.40

8 2.2 26.60 21.10 31.40

9 2.15 28.00 29.30 34.20

10 30.85 34.70 23.40 27.50

11 30.20 34.40 29.20 3310

12 26.10 31.50 24.00 29.00

13 28.40 32.00 26.00 30.40
x ¢ SD 26.593£3.135 30.90843.165 26.16442.541 30.10843.336

Tablodaki x # standart sapma olarak verilmistir. Gruplar onemlilik kontrola “t* testi kullamilarak
yapilmstir

Bu gruba ait farelerin peritoneal sivisinin patolojik
incelemesinde bol miktarda Sivi Ehrlich Ascites Timdr (EAT)
hiicresine rastlanmigtir(Patolojik incelemeler C.U. Tip Fakiil-
tesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmistir) (Resim 4)

Resim(4): Siva Ebrlich Ascites Tumor(EAT) cozeltisinin sito santrifuy ile elde edilen Malign timor
hiicreleri (Mikroskobik buyatme HE x 750)
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Ehrlich Ascites Tiimor (EAT) sivilarinin sito santri-
fiij edildikten sonra degerlendirilmesi ile her bir EAT c¢ozel-
tisinde atipik mitoz sayisi Tablo 9'da gosterilmistir.

Tablo 9: Ehrlich Ascites Timor Sivisinda A Tipik Mitoz
Hiicre Sayisi

Ornek Sayisi Her on bilyiitme sahasinda Isik
mikroskobu ile a tipik mitoz hiicresi

23

* 14
2

14

22

15

QO O b W NP

Ortalama say1 18 .8

5.2.2.1 Brassica oleracea var. capitata ekstresinin sivi
Ehrlich Ascites Timérii olusumunu koruyucu etkisi:

Bu amac icin Mus-musculus Balb/c tiiri filirelerinde 20
giin siire ile her gin 20 mg 0.5 mililitre serum fizyolojik
icinde Brassica oleracea var. capitata ekstresi intraperito-—
neal olarak verilmistir. Bu siire sonunda 0.1 mililitre(asik
mikroskobunda her on biiyiitme sahasinda ortalama 18 adet
atipik mitoz hiicre)Ehrlich Ascites cozeltisi farenin peri-
tonuna tatbik edildi. Ayrica kontrol grubunu teskil eden
farelere ise 0.5 mililitre steril serum fizyolojik periton
icine 20 giin siire ile verilmistir. 20 giin sonra 0.1 ml
Ehlrilc Ascites cozeltisi inraperitoneal olarak uygulan-—
mistir. Ekstre verilen ve verilmeyen deney ve kontrol grubu
fareler 20 giin siire ile gozlenmistir.

20 giinliik lahana ekstresi kiiriine alinan farelerde %
72'sinde sivi Ehrlich Ascites Tiiméri olusmamistir. Bu fareler

20 giin siire ile takip edilmistir. Bu siire icerisinde lahana
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(B)

Resim 6 : A- Ehrlich Ascites Tiimori Olusturulan Fare.

B- Lahana ekstresi tatbik edilen fare.
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9.3 tnvivo kosullarda Brassica Oleracea var.Capitata
ekstresinin Mus-Musculus Balb/c tlrl farelerde Adenosin 5'
Trifosfautaz Enzim Sistemi Uzerine Etkisi:

Kontrol grubu farelere ait tiimér dokusunda sodyum,
potasyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon icin magnezyuma
gereksinim duyan Adenozim 5' Trifosfataz enzimi(NS—KVMg'z
ATPaz). Magnezyum tarafindan uyarilan Adenozin 5' Trifosfataz
enzimi (Mg’2 ATPaz) ve Kalsiyum tarafindan uyarilan ve akti-
vasyon icin magnezyuma gereksinim duyan Adenozin 5' Trifos-
fataz enzimlerinin(Ca”/Mg”ATPaz) ortalama degerleri sira-
siyla 716+30.31, 626+26.078, 625.923+23.45 nmol Pi/mg pro-
tein/saat olarak saptanmistir. 20 giin sire Brassica oleracea
var.capitata ekstresi kiiriine alinmig deney grubu farelere ait
timorlerde Na'-R /Md! ATPaz. Mg'? ve C4/ Mg'? ATPaz enzim-
lerinin ortalama degerleri sirasiyla 941.667 = 50.299,
618.33+24.209, 574.167+31.223 nmol Pi/mg protein/saat olarak
saptanmistir. Na-K/Mg ATPaz enzimine ait lahana ekstresi
etkisine bagli spesifik aktivite yiikselisleri istatistiki
acidan dnemli oldugu gézlenmistir (p<0.001).

Lahana ekstresine bagli olarak Mg ATPaz enzime Bt
istatistiki acidan ©6nemli bir degisiklik saptanmamistir
(p>0.05) . Ca”/l"lg’2 ATPaz enzime ait lahana ekstresine bagli
spesifik enzim aktivitesi istatistiksel acidan ©nemli Dbir
diisiis gostermistir(p<0.01) (Sekil 7.8 ve CHI

"§ZESZZ'*_H4MW
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Sekil 7:Kontrol ve invivo kosullarda lahana ekstresine bagls Na’l'/lgz'lTPaz enzimine ait spesifik akti-
vite degerleri. (Sekildeki degerler ortalana degertstandart sapma olarak verilpistir. n=Deney
say1s1 6rup ortalamalan aragindaky farkin onem kontroli "Student t®testy ile incelenmistir
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Sekil 9 : Kontrol ve invivo kogullarda lahana ekstresine bagh Ca’zll!g“2 MTPaz enzimine ait spesifik
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6. TARTISMA

Son senelerde lahana, Kkarnibahar, Briikksek Lahanasi
gibi Cruciferae bitkilerinin iceriklerinin karsinogenesisi
etkiledigini bildiren raporlar dikkati cekmektedir(1l,2).
Yapilan arastirmalar sonucu 36z konusu sebzelerin tiiketilmesi
ile c¢esitli kanser tiirlerinin insidansinin azalmasi arasinda
bir baflanti olabilecedi goriisiinii kuvvetlendirmektedir(4,19)
Bu bitkilerden elde edilen etken maddelerin c¢esitli deney
hayvanlarinda karsinogenezisi inhibe ettigi rapor edilmistir
(1,2). Glirkan ve arkadaslari yaptiklari arastirmalar sonucu
Brassica oleracea var. Capitata ve var.acephala yapraklarinda
sitolik etki godsteren alkoloidal karakterde bir maddenin var-

"1191 kesinlik kazanmistir(76). Ayrica Cruciferae bitkilerinin
antitiimoral, antibakteriyal(14,15) ve guatrojenik etkileri
(17,18) rapor edilmistir.

Bu calismamizda ise Brassica oleracea var.
Capitata'dan elde edilen ekstrenin Mus-musculus Balb/c tilri
farelerde olusturulan kati ve sivil Ehrlich ascites tiimoriine
(EAT) olan in-vivo etkisi arastirilmistar.

Ascites timor terimi ilk defa 1927 yilinda Hesse
tarafindan kulanilmistair(77). Arastirici cesitli deney hay-
vanlarinin peritoneal kavitesinde olusturdugu tiimér sivisi-
nin deney hayvanlarina transplante edildigi zaman biyolojik
6zelligini kaybetmedigini godstermistir. Bundan sonra Jonh ve
Koch(1932)de Hesserin gozlemlerini dogrular dizeyde calis—
malar vyapmislardir(77). Yapilan arastirmalar sonucu bazi
genel Ascites Tiimorleri tablo 11'de gosterilmistir.

57



Tablo 11 : dnemli Ascites Timorleri

Tanimy Tipi Bulundugu Tarih Kaynady Hayvan tiri

6 C3 HED Ind. Lenfo Sarkomwa 1941 Tinus C3H Fare
DBA(Lenfoma}(Dalton) Sp.Ca 1947 Tipus DBA Fare
1.5178 Lenfona 1952 Timus DBAz Fare
Ehrlich 5p.Ca 1896 Kepeli bezi Bitin farelerde
15091 « 5p.Ca 1928 Neweli bezi Bitiin farelerde
Krebzs Sp.Ca? 1933 - Bitin farelerde
™ Sp.Ad.Ca 1949 Neweli bezi Bitin farelerde
KCIR Ind. Rabdomyosarkora 1943 Kes CIH fare

KCIN Ind. Sarkora 1946 Kas C3K tare
Lenfoms EI.4 Ind. Lenfoma 1945 = C57BL

Yoshida Ind.Sarkoms 1947 Scrotom Sican

NIR Sarkoma II Ind.Sarkoms 1951 - Wistar sicam
Takeda Sarkoma Sp. Sarkoma 1952 - Sican

Watonobe Ind.Repatora 1934 = Sycan

Sp:Spontaneous; Ind:Induced: Ca: Carcinoma; Ad.Ca: Adreno carcinoma.
Calismamizin ilk asamasinda Mus-musculus Balb/c¢ tirid
farelerde sivi ve kati1 Ehrlich Ascites Tumorii(EAT) olusturul-
masi amaclanmistir. Bu amac icin tstanbul Universitesi Tip
merkezinden(DETAM) temin

sivl Ehrlich Ascites

Fakiiltesi tecrubi arastirma edilen

25 gram agdirlaginda ve peritonunda

Timdri tasiyan erkek fare kaynak olarak kullanilmistir. Bu

fareleden elde edilen Ehrlich Ascites timér sivisi 0.1, 0.2

ve0.3 mililitre konsantrasyonlarinda erkek
Ehrlich Ascites

sonra 1sik mikroskobunda

farelerin peri-
enjekte edilmistir. Timor sivisinin
edildikten

biyiitme sahasinda

tonuna
sito-santrifij her on
atipik mitoz hiicresi ortalama 18.3 olarak
saptanmistir. Peritonuna 0.1 mililitre Ehrlich Ascites Timodr
s1vis1 enjekte edilen farelerin en fazla 16 giin yasadidi géz-

lenmistir. Ayrica Ehrlich Ascites tUmor sivisinin miktarinin
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artirildigi durumlarda(0.3 ml) 9 giin yasadig: saptanmistir.

Ancak farelerin peritonundan Ehrlich Ascites tiimor
sivisil bosaltildig: zaman farelerin yasam siireleri 14.28 giin
arasinda uzadigi gozlenmistir,

Koch ve arkadaslari maksimum solid tiimér bilyiikliugiine
30-35 giinde ulasabilecegini rapor etmislerdir(77).

Kati timor olusturulan 25 adet mus—-musculus Balb/c
tiri farelerde baslangicta 0.508+0.114, 0.568+0.125,
0.445+0.085 cnf olarak gaptanmistir. Tiimor biiyiimesinde bu ar-
tis istatistiksel acidan anlamli olduQu gozlenmistir
(p<0.001).

Calismamizdan elde edilen bul@ulara gore olusturmayi
planladig@imiz tiimor modelinin ozelliklerinin literatiirde
verilen model ile uyum icerisinde oldugu saptanmistir.

Calismamizin ikinci kademesinde ise Brassica
oleracea var. Capitata'dan petrol eteri, eter ve etil alkol
ekstraksiyonu ile antitiimoral etkiye sahip ekstre elde edil~
mistir. Bu ekstrenin toksik ve bazi bakterilere karsi anti-
bakteriyeletkileri arastirilmistir. Elde ettigimiz ekstre
Proteus mirabilis., E.coli, Fseudomonas aeroginosa, staphyl-
lococcus aureus, enterobakter, Klebsiella bakterilerine
etkili olmadigi gozlenmistir. Sengiin ve ark. beyaz lahana
suyunun E.coliye Kkarsi antibakteriyel etkili, Klebsgiella
pneumonie ve staphyllococcus aureus iizerine etkisiz oldugunu
doku kiiltiirlerinde yetigtirilen sican embriyofibroblastlarin-
da yuvarlaklasma. vyer vyer kiiclik balonlarin olusmasi gibi
morfolojik degisikliklere sebep oldulunu gdstermislerdir(14)

Ancak yapilan literatir calismasinda gorildugi gibi
farkli lahana tiirlerinin antibakteriyel etkilerinin farkla
oldugu gozlenmistir. Callsmamlédaki farkli bulgu lahananin
farkli tilrinden veya kullanilan suslarin farkli olmasindan
ileri gelebilecedi izlenimini uyandirmistar.

Lahana ekstresinin toksik etkisini arastirmak amaca
ile 20~500 ugr/ml arasinda degigen konsantrasyonundaki ekstre
farelere enjekte edilmistir. Fareler 30 giin siire 1ile gerek
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agirliklari, gerekse fiziksel Ozellikleri godzlenmistir. Bu
siire icinde fareler normal yasamlarina devam etmistir, agir-
liklarinda bir azalma gdzlenmemistir. Bu siire icerisinde
farelerin depresyona girmedigi, derilerinde ve tiiylerinde bir
dokinti gozlenmedigi gibi davranislarinda da bir degisiklik
saptanmamigtir. ,

Literatiirde Cruciferae bitkilerinin diger biyolojik
aktiviteleri ile 1ilgili calismalar 1922 yilindan itibaren
rapor edilmistir. Lahana suyunun gastrik sekresyonu arttirdi-
g1 (12), kan seker seviyesini disiirdiigii(13), gastrojenik bir
ajan oldugu da bildirilmistir. Mor lahana ekstresinin kont-
rakturan etkili oldugu da rapor edilmistir(24). Bu arada kara
lahana ekstresi ile yapilan bir baska calismada ise tavsan-—
larda kan sekeri diizeyini etkilemedili gosterilmistir. Ayrica
insanlarda pigirilmis Briiksel lahanasi ile beslenmenin plazma
Ty ve T, diizeylerinin etkilenmedigi McMillan ve ark.(79)
tarafindan gésterilmistir.

Yukarda kisaca ozetlenen c¢alismalar bulgularimiz
arasinda yer alan lahana ekstresinin toksik etkisi olmadiga
goriigimizim desteklemektedir. Bu ekstrenin toksik olmamasi
yoniinden de kanserde ve etkili oldufu hastaliklarda bir ilac
ham maddesi olarak degerlendirilebilinecedi gorisiindeyiz.

Cesitli lahana tiirlerinin antikanserojen etkileri
degigik arastiricilar tarafindan arastirilmistar. Bu c¢alis-
mallara gore lahana ekstresi diyetine alinan farelerde timdr

olusumunu engelledigi ve mevcut timorlerin kiicildigi rapor
edilmistir(3,4.5).

-Bragssica oleracea var.capitata ekstresinin siva
Ehrlich Ascites timdriinin olusumuna Xkarsi Koruyucu hemde
engelleyici bir etki gésterdigi saptanmigtir. Ekstrenin sivi
Ehrlich Ascites timdriini koruyucu etkisinin arastirilmasinda
Mus-muscﬁlus Balb/c tiiri farelere 20 mg/0.5 mililitre iceri-
sinde lahana ekstresi verilmistir. Farelerde olusturulan savia
Ehrlich Ascites Tiimdriiniin lahana ekstresinin etkisi ile
%72'sinde sivi Ehrlich Ascites Timori olusmadigi godzlenmis-—
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tir. Bu grub icerisinde yer alan farelerin % 28'inde siva
Ehrlich Ascites Tiumoriinin olustugu gézlenmistir.

Lahana ekstresi wuygulanmasina rafmen savi Ehrlich
Ascites timorid olusan farelerin 14 giin yasadigi goézlenmistir.
Lahana ekstresi verilmeyen Ehrlich Ascites timdri olusturulan
kontrol grubu farelerin ortalama 11 giinde &dldiikleri saptan—
migtir.

Brassica Oleracea Var. Capitata ekstresinin Mus-
musculus Balb/c tiiri farelere sivi Ehrlich Ascites Timor
olusumunu engelleyip engellemedigini gdstermek amaci ile 0.1
mililitre(isik mikroskobunda her on biylitme sahasinda orta-—
lama 18 adet atipik hiicre) sivi ehrlich Ascites Tiimori veril-
dikten sonra 20 mg/0.5 mililitre serum fizyolojik icinde
verilen Brassica oleracea var. capitata ekstresinin etkisi
ile 15 fareden 13 tanesinde s8ivi Ehrlich Ascites Timorid
olusmadigi godzlenmigtir. Lahana ekstresi verilmesine ragmen
sivi Ehrlich Ascites tiimori olusan farelerden alinan periton
8iv1l oOrnegdi sitolojik olarak incelenmesi sonucu 1sik mik-
roskobunun her on biiylitme sahasinda 5 adet atipik mitoz
hiicresine rastlanmistir. Sivai Ehrlich Ascites timdrid olus-
turulmak lizere farelerin peritonuna verilen sivida ortalama
18 adet atipik mitoz hiicresi bulundugu goz ©Oniline alinirsa
lahananin ekstresinin timor olusumu izerine engellieyici
etkisinin mevcut oldugunu gostermektedir.

Brassica oleracea var. capitata ekstresinin kati EAT
(Ehrlich Ascites Tumor) olusumu ilizerine etkisinin arastiril-
masinda dorsal bolgelerinde kati timor olusturulan 27 adet
Mus-musculus Balb/c tﬁru farelere 20 giin siire 1ile ekstre
tatbikinden sonra % 44’'ilinde timor boyutlarai kiicilmiis(p<0.001)
% 25'inde timor tamamen kaybolmus, % 31'inin ise Brassica
oleracea var. capitata ekstresinden etkilenmedigi, tiimor
boyutlarinin biiylidigi saptanmistair.

Calismalar sonucu elde ettigimiz bulgularimiz
literatir ile uyum icindedir.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda Crucifera
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bitkilerinin antitiimoral etkisinin glukosinolat ve tiirevlie-—
rinden kaynaklanabilecegini gosteren kuvvetli deliller
mevcuttur(23). Ancak Tiendink ve arkadaslari antikanserojen
etkinin glukosinatlar yaninda nitroso tirevlerininden de
(indol-3 asetonitril, indol 3 karbinol ve triptofan nitrit)
kaynaklaanabilece@i goriisiini ileri siirmislerdir Calismamizda
Brassica oleracea var capitata ekstresinin yapisinin aydin-
latilmasi yoniinde gidilmediginden bu konu tartisma dis: bira-
kKilmistair.

Calismamizda invivo kosullarda Brassica oleracea
var. Capitata ekstresinin etkisiyle Sodyum potasyum tarafin-—
dan wuyarilan ve aktivasyon ic¢in magnezyuma gereksinim duyan
Adenosin 5' Trifosfataz enziminin(Na’-R/Mg” ATPaz) spesik
aktivitesi % 30 oraninda bir yilikselis godstermistir. Enzimin
spesifik aktivitesindeki bu artis istatistiksel acidan ¢dnemli
oldugu sapténmJStlr (p<0.001).

Magnezyum tarafindan uyarilan Adenozin 5' trifosfa-—
taz (Mg’2 ATPaz)enziminin gpesifik aktivitesinde bir dedisik-
lik saptanmamigtir (p>0.05).

Kalsiyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon ic¢in
magnezyuma gerek duyan Adenozin 5'trifosfataz enzimin (Ca'? /
Mdz ATPaz) spesifik atkivitesinde % 10 oraninda bir azalis
saptanmistir(p<0.001).

Degisik tiumorlerde wve transforme hiicrelerde zar
fosfolipid ve glikolipid yapilarinda genel deQisiklikler mey-
dana geldigi cesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmis—
tir(80). Bircok insan malign timoriinde kolesterol ve fosfo—
gligserid diizeyleri normal dokuya ve benign lezyonlara gore
daha yiliksek oldugu rapor edilmistir. Adenozin 5'trifosfataz
enzim aktivitesi ile fosfolipid diizeyleri ile arasinda gik:
bir baglanti oldudu diigsiincesinde hareket edildigi =zaman Na' -
K / M& ATPaz ve Ca'l / Mg’2 ATPaz enzim sistemindeki
aktivite artiglarinin fosfolidip diizeyleri artigi 1ile bag-
lanti1li olabilece@i savi ileri siriilebilir. Ancak yaptigimiz
literatiir calismalarinda kati timor Adenosin-5'-Trifosfataz

62



(ATPaz) enzimlerinin Brassica oleracea var. capitata ekstre-
sine bagli degisimlerini aciklayan bir calismaya rastlanma-
di1gindan bulgular1m121n literatiirdeki yeri saptanamamastir.

Sonuc¢ olarak diyebiliriz ki:

1. Brassica oleracea var. Capitata ekstresinin Mus-
musculus Balb/c tiri farelerde olusturulan sivi Ehrlich
Ascites Tiimorlerine karsa koruyucu ve timér olusumunu
engelleyici etkisi oldugu sonucu elde edilmistir.

2. Brassica oleracea var. capitata ekstresinin Mus-—
musculus Balb/c tiirii farelerde olusturulan kati Ehrlich
Ascites Tumorlerini Kkiiciiltiici ve tiimdri yok edici etkisinin
oldugu gozlenmistir.

3. Brassica oleracea var. capitata ekstresinin Mus-
musculus Balb/c tiri farelerde olusturulan kati timdr doku-
sunda sodyum-potasyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon icin
magnezyuma gerek duyan Adencosin 5'Trifosfataz enziminde (Na',
K /Mg ATPaz) % 32 oraninda bir artisa, kalsiyum tarafindan
uyarilan ve aktivasyon icin magnezyuma gereksinim duyan
Adenozin 5' Trifosfataz (M’g{2 ATPaz}) enziminde % 8 oraninda
bir azaligsa sebep oldugu saptanmistir.

Calismamiztdan elde edilen sonuglara gore mus-—
musculus Balb/c tilirii farelerde olusturulan savi ve kata
Ehrlich Ascites Tiimorlerine Brassica Oleracea var capitata
ekstresinin etkisi 1ile tedavi edilebilecegi izlenimi elde
edilmigtir. Ancak Brassica oleracea var. Capitata ekstresin-
deki aktif maddenin taniminin ve bu maddenin direkt olarak
Adenosin 5' Trifosfataz enzim sistemine etkisinin incelen-
mesinin konuya aciklik kazandiracagdi inancindayiz.



7. OZET

Brassica oleracea var.capitata yapraklarinin petrol
eteri, eter, etil alkol ekstraksiyonu ile elde edilen ekstre-
nin antitimoral etkisi invivo olarak Mus-musculus Balb/c
farelerinde olugturulan kati ve sivi Ehrlich ascites timdriine
(EAT) etkisi gosterildi. Farelerde olusturulan kati Ehrlich
Ascites Tumdrlerin(EAT) 27 adet hayvanin 25 giinliik 20 mg
ekstre/0.5 mililitre serum fizyolojik (SF) ile intraperito-
neal olarak tedaviden sonra % 25'inin tamemen iyilestigi.
%44 'iinde timoéridn kiiculdigi, % 4'ilinde timoriin bilyiddigi,
kontrol grubu 13 adet farenin hepsinde timoriin gelistigi
goriildi. '

Bragsica oleracea var. capitata ekstresinin Mus-
musculus Bal/c tiiri farelerde olusturulan sivi Ehrlich
Ascites timdrlerini koruyucu etkisinin arastirilmasinda 20
ginliik 20 mg ekstre/0.5 mililitre serum fizyolojik ile
intraperitoneal olarak tedaviden sonra % 72'sinde siva
Ehrlich ascites timori olusmadigi, % 28'inde sivi Ehrlich
Ascites tiumori olustugu gozlendi. Brassica oleracea var.
capitata ekstresi veriimeyen Ehrlich ascites timori olus—
turulan farelerin hepsinin ortalama 11 giinde ©ldugii gozlendi.

Brassica oleracea var. capitata ekstresinin mus-
musculus Balb/c tiiri farelerde olusturulan sivi Ehrlich asci-
tes timorlerini engelleyici etkisinin arastirilmasinda 20
ginlik 20 mg'ekstre/0.5 mililitre serum fizyolojik ile intra-
peritoneal kolarak tedaviden sonra 15 fareden 13 tanesinde
Ehrlich Ascites Tiimori olusmadigil gozlendi. Kontrol grubu
farelerin hepsinin 61diigi gozlendi.

Mus-musculus Balb/c tirid farelere kilogram bagina 20
mg—-500 mg Brassica oleracea var, Capitata ekstresi (0.5 mili-
litre serum fizyolojik icinde) intraperitoneal olarak veril-
diginde toksik etkisi olmadigi gdzlendi.

Brassica oleracea var. capitata ekstresinin Miller
Hinton Besiyeri ortaminda proteus mirabilis, E.coli,

Pseudomonas . aeroginosa, staphyllococcus aureus, Klebsiella,
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Enterobacter bakterilerine karsi antibakteriyel etkisi ol-
madigil gorildi.

Kontrol grubu farelere ait timdr dokusunda sodyum,
potasyum tarafindan uyarilan ve aktivasyon icin magnezyuma
gereksinim duyan Adenozin 5'Trifosfataz enzimi (Na*--K’/Mg"2
ATPaz), Magnezyum tarafindan uyarilan Adenosin 5' Trifosfataz
(Dkfz ATPaz) enzimi, Kalsiyum tarafindan uyarilan ve akti-
vasyon iceren magnezyuma gereksinim duyan Adenozin 5' Trifos-
fataz (Ca’z/Mg'2 ATPaz) enzimlerinin ortalama degerleri sirasi
ile 716+£36.31, 626+26.078, 625.923+23.45 nmol Pi/mg/protein/
saat olarak saptanmistir 20 giin siire ile Brassica oleracea
var. Capitata ekstresi intraperitoneal olarak verildikten
sonra Na'-R/Mg'? ATPaz, Mg'’ ATPaz ve cd?/ Mg* ATPaz
enzimlerinin mortalama deQerleri sirasi ile 941.667+50.299,
618.33+24.205, 574.167+31.223 nmol Pi/mg protein/saat olarak

saptammistar.
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