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ONSOZ

Akciger kanseri, akciger dokularinda kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile goriilen akciger
tiimoriidiir. Bu hiicreler metastaz ile yakinindaki dokulara veya viicudun diger
kisimlaria yayilabilir. Tiimoriin kaynagi akciger olan kanserler, primer akciger

kanseri olarak adlandirilir.

Harnup (Ceratonia siliqua L.), meyvesinin degerli olmasi nedeniyle iilkemizde
onemli orman agaci tiirlerinden kabul edilir. Fabacea (Leguminosae) familyasinin,
Caesalpinioideae alt familyasinin bir tiirii olan harnup, meyvesinin yenilebilmesi

sebebiyle ekonomik degere sahip 6nemli bitkilerden biridir.

Diinya iizerinde en yaygin kanserlerden biri olan akciger kanseri igin,
giiniimiizde tibbi ve alternatif tip olarak giderek artan aragtirmalar yapilmaktadir.
Yapilan bu ¢alismada harnup (kegiboynuzu) meyve ekstrakti, harnup pekmezi ve

harnup 6ziiniin akciger kanser hiicrelerine olan etkisi incelenmistir.

Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimim boyunca
ve tez ¢aligmam siiresince bana olan destegini esirgemeyen basta tez danigmanlarim
sayin Dog. Dr. Hiisamettin EKICI’ye, Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN’e,
Prof. Dr. Mustafa TURK ’e, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Baskan1 Dog.
Dr. Ebru YILDIRIM’a, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 4.siif dgrencisi
nisanlim Eda Nisa DAVAZ’a, Yiiksek lisans egitimime destek olan sevgili anneme,

babama ve aileme desteklerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

Harnup (Cerotonia siliqua L.) halk arasinda saglik alaninda ¢esitli kullanimlar1 olan
bir bitkidir. Bu caligma kapsaminda, harnup meyve ekstrakti, harnup pekmezi ve
harnup 6zii formunun adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicresi (A549) ve
fare adipoz doku kokenli fibroblast (L929/R) hiicrelerinde, toksisite ve
nekroz/apoptoz etkileri degerlendirildi.

Bu amagla MTT ve DOUBLE STAINING protokoliine gore uygun besiyerleri
olusturularak hazirlanan A549 VE L1929 hiicreleri tripan mavisi ile boyandiktan
sonra sayilan hiicreler; kuyucuk basina 10.000 hiicre diisecek sekilde 48 well-
plate’de kiiltiire edildi. Uzerlerine 1.929 ve A549 igin %10 fotal bovine serum, % 1
penisilin/streptomisin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) eklendi.
Hiicreler 37 °C de % 5 COyli inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan keg¢iboynuzu pekmezi ve 6zii 1/10,1/20,1/40 oranlarindaki
farkli seyreltmelerle 3 farkli konsantrasyon ve 5 farkli doz olarak uygulandi. Yine
ayni sekilde 24 saat onceden ekstrakte edilen harnup meyvesi 5 farkli doz olarak
uygulandi. 24 saat inkiibasyondan sonra plakalarin i¢indeki vasat atildi1 ve her bir
kuyucuk basia 100 pl fenol kirmizis1 besiyeri ve 50 ul MTT soliisyonundan eklendi.
Soliisyon eklendikten sonra 2 saat etiivde bekletildi. 2 saatin sonunda MTT
soliisyonu ¢ekilip iizerine 100 pl izopropanol eklenip ELISA okuyucuda 570 nm’de

okutularak toksisite sonuglarina bakildi.

Elde edilen sonuglara gére; harnup ekstraktinin uygulanan dozlarda hem L929
hiicrelere hem de A549 hiicrelerine kars1 toksik etki gostermedigi tespit edildi. L929
ve A549 hiicrelerine harnup pekmezi ve 6zii direk uygulandiginda yiiksek oranda
toksisiteye sebep oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle 1/10, 1/20 ve 1/40 oraninda
seyreltilerek elde edilen soliisyonlar 200 pg/ml konsantrasyona kadar hiicrelere
uygulanmistir. Sonuglara gore seyrelme orani arttik¢a, toksisitenin her {i¢ formda da

diistiigii gézlendi.



Ikili boyama protokoliinde ise apoptoz/nekroz sonuglarmna bakilmistir. Sonuglara
gore gerek 1929 hiicrelerde gerekse A549 hiicrelerinde nekrotik 6liim apoptotik
olime gore daha vyiikksek oranda oldugu tespit edilmistir. Ozellikle harnup
ekstraktinda apoptoz yok denecek kadar diisiik oldugu goriilmiistiir. Pekmez ve
0ziinde apoptoz oranlari birbirine yakin elde edilmistir. Ayrica nekroz orani yine
seyrelme oranina ve uygulanan doza bagli olarak degistigi gozlenmistir. Yiiksek
oranlarda, nekroz yiiksek olarak bulunurken, oran diistiikce nekrozun azaldig
goriilmiistiir. L929 fibroblast hiicrelerinde apoptoz oraninin A549 kanser hiicrelerine
gore daha yiiksek oldugu goriilmistir. Harnup, iilkemiz sartlarinda kolay
yetistirilebilen ve islenebilen bir bitkidir. Calisma kapsaminda akciger kanser
hiicrelerine yonelik etkileri de dikkate alinarak s6z konusu bitkinin; tedavi ile
uygulamalarda alternatif bir yaklasim olarak ifade edilebilecegi sonucuna
ulasiimistir.

Anahtar Kelimeler: MTT, ke¢iboynuzu (Cerotonia siliqua L.), akciger kanseri,

toksisite, nekroz, apoptoz

XI



SUMMARY

Carob (Cerotonia siliqua L.) is a plant with various uses in the field of health among
the public. The aim of this study was to evaluate the potential toxic,
necrotic/apoptotic effects of carob (Cerotonia siliqua L.) fruit extract, syrup and
essence on adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549) and mouse

adipose tissue derived fibroblast (L929) cells.

For this purpose, in our MTT and DOUBLE STAINING protocol experiments;
A549 and L929 cells were prepared by forming suitable media, stained with trypan
blue and seeded in 48 well-plate at 10,000 cellsper well. DMEM (containing 10%
foetalbovine serum and 1% penicillin / streptomycin) were used for both cell
cultures. The cells were incubated at 37 © C in a 5% CO2 incubator for 24 hours.
After 24 hours of incubation the carob syrup and essence; It was applied in 3
different concentrations and 5 different doses with 1/10, 1/20 and 1/40 different
dilutions. In the same way, the extract of the carob extract, which was extracted 24
hours in advance, was applied at 5 different doses. After 24 hours of incubation, the
residue in the plates was discarded and 100pl of phenol red and 50ul of MTT
solution were added per well. After the solution was added, it was kept in the oven
for 2 hours. After 2 hours, MTT solution was withdrawn, 100ul isopropanol was
added and the ELISA reader was studied at 570 nm and toxicity results were

examined.

According to the results carob extract were not found to be toxic against both
L929 cells and A549 cells at administered doses. High degree of toxicity was
detected in L929 and A549 cells which carob syrup and essence were directly
applied. Therefore, solutions obtained by diluting 1/10, 1/20 and 1/40 were applied to
the cells up to a concentration of 200ug/ml. According to the results, as the dilution

rate increased, the toxicity was observed to decrease in all three forms.

Apoptosis / necrosis results were evaluated in the double staining protocol.

According to the results, necrotic death in both L929 cells and A549 cells was higher

Xl



than apoptotic death. Apoptosis in the carob extract were found to be especially low.
In syrup and in essence, apoptosis ratios were found to be close to each other. In
addition, the rate of necrosis was observed to vary depending on the dilution rate and
the dose administered. In high doses, necrosis was found to be high, and necrosis was
found to be decreased as it fell. The ratio of apoptosis in L929 cells was higher than
that of A549 cells. Carob is a plant that can be easily cultivated and processed under
the conditions of our country. Within the scope of the study, taking into
consideration the effects on lung cancer cells; It can be expressed as an alternative

approach in treatment with applications.

Keywords: MTT, carob (Cerotonia siliqua L.), lung cancer, toxicity, necrosis,

apoptosis
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1. GIRIiS

1.1 Harnup (Ceratonia siliqua L.)

Harnup (Ceratonia siligua L.), Leguminosae familyasinin (Fabacea),
Caesalpinioideae alt familyasinin bir tiiri olan, meyvesinin yenilebilir olmasi
sebebiyle ekonomik degere de sahip bir bitkidir (Battale ve Tous 1997). Yeryiiziinde
en eski bitkilerden biri oldugu sdylenen harnubun, Cerotonia cinsi igerisinde yer
aldig1 belirtilmistir. M.O. 79 'da Veziiv yanardaginin cevresinde yanmus bitki
kalintilar1 incelenmis ve kegiboynuzuna rastlanildigi belirtilmistir (Anon 2016a).
Tiirkiye’de kegiboynuzu, boynuz, yaban bali isimleriyle adlandirilan harnubun en
cok kullanilan ismi kegiboynuzudur. Akdeniz ikliminin tipik bitki Ortiisii olan

makinin en 6nemli iiyelerinden biridir (Se¢gmen 1975, Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

e x
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Sekil 1.1. Ke¢iboynuzu agaci (Vehbi 1991)

Kegiboynuzu agaci kurakliga ve tasli zeminlere dayanikli oldugundan, diger
mabhsuller i¢in ¢ok sert ve uygun olmayan topraklarda yetistirilebilir (Yiiksel ve ark.

1992).



Kegiboynuzu agaci kisin yapraklarmi doékmemektedir. Oval yaprakli, diiz
kenarli, agik yesil renkte, ortadaki ana damardan ayrilan sagl sollu yan damarlara
sahiptir. Yapraklarinin biiyiikligii 4-5 cm civari, parlak, alt ylizeyi kirmizimsi esmer
renkte ve cok kisa saplidir. Yesilimsi ¢igeklere sahiptir (Yilmaz 2009).

Bu bitki iklim kosullarina gore degisse de yil igerisinde ortalama 24 °C sicakliga,
%74 nispi neme ve m? basma 100 mm yagisa ihtiyag duymaktadir. Kok yapismin
giiclii olmasindan dolay1 ¢ok az suya ihtiyag duymakta ve kuraklikta bile meyve
verebilmektedir. Kegiboynuzu bitkisi nem orani yiiksek ve ¢ok su igeren topragi
sevmemektedir. Tuz oran1 yiiksek, mineral orani diisiik, taghi ve kumlu topraklarda

gelisiminin iyi oldugu belirtilmistir (Demirtag 2007).

1.11 Keciboynuzunun Tarihcesi

Keciboynuzunun tohumlarmin agirliklarinin sabit olmasi nedeniyle ayni zamanda
Ol¢ii birimi olarak da kullanilmigtir. Dirhem kelimesi kegiboynuzu ¢ekirdekleri temel
alinarak olusturulan agirlik birimidir (Anon 2016b). Bir meyvede yaklasik 10-15
(tohum) cekirdek vardir (Anon 2016a). Arapca karsilig: kirat olan kegiboynuzu ayni
zamanda elmaslarda da 6l¢ii birimi olarak kullanilmistir. Miicevher agirlik birimi
olan karatin kegiboynuzundan aldigi belirtilmistir (Anon 2016b).

Kec¢iboynuzunun insanlik tarihinde Olcili, deger ve agirlik birimi olarak
kullanilmasinin yaninda, insanlarin karsilastiklart pek ¢ok dnemli saglik probleminde
dogal ilag olarak kullanilmasi bu bitkinin daha da Onemli hale gelmesini
saglamaktadir (Anon 2016D).

Keg¢iboynuzu, Akdeniz iklimindeki o6zelliklere uyum saglayan tipik bir
meyvedir. Keciboynuzu agaci, yil igerisinde siirekli yesil, baklagiller familyasina ait,
diisiik sicakliklarda dayanikli bir meyve agacidir. Kiiltiire alinmasina gerek olmadan
ve yetigsmesi sirasinda hi¢bir kimyasal maddeye ihtiyag duyulmadan yetistirilen bu
agac, ilk meyvesini 5-10 yaslarinda verir, ekonomik 6mre ise 10-15 yaslarinda
ulasmaktadir. Ilerleyen yillarda meyve miktarin1 ve Kalitesini artirmaktadir. Bu
agacin elli yil siiresinde 15 metre yiiksekliklere kadar erisebildigi belirtilmistir
(Tunalioglu ve Ozkaya 2003).



Giiniimiizde Diinya genelinde basta Ispanya, Portekiz, Italya olmak iizere
Yunanistan, Fas, Tunus, Cezayir, Kibris, Israil ve Tiirkiye gibi Akdeniz {ilkeleri
disinda ABD, Avustralya ve Giiney ve Kuzey Afrika’da yogun olarak keciboynuzu
yetistirilmektedir. Keg¢iboynuzu, verimi degisiklik gostermekle birlikte bu tilkelerin
iklimlerine uyum saglamistir (Demirtas 2007).

Kec¢iboynuzunun istatistiksel verilerinde, 11 iilkede yetistirilebilen bir meyve
oldugu ve en onemli iiretici iilkelerin Ispanya, Italya, Fas, Portekiz, Yunanistan,
Tiirkiye ve Kibris oldugu gériilmiistiir. En fazla iiretim Ispanya’dadir. Ispanya dikili
alanda Diinyada % 52,27; iiretimde % 27,51 oraninda pay sahibidir. Ispanya’y:
sirasiyla Italya, Fas ve Portekiz takip etmektedir. Tiirkiye ise % 3,65 iiretim orani ile
iiretimde son siralarda goriilmektedir (Tunalioglu ve Ozkaya 2003, Giibbik ve ark.
2016).

Diinya’da 2013 yili kegiboynuzu dikili alan ve iiretimi, Cizelge 1.1’de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya’da 2013 yili keciboynuzu dikili alan, iiretimi ve orami (Giibbiik ve ark.

2016).
ULKELER | Uretim Alan1 | Uretim Miktari Alan Uretim
(ha) (ton) (oran %) (oran %)
Ispanya 43000 40000 52.27 27.51
Portekiz 9800 23000 11.91 15.82
Yunanistan 5600 22000 6.81 15.13
Fas 9750 20500 11.91 14.10
Tiirkiye 3000 14261 3.65 9.81
Italya 5768 9445 7.01 6.49
Kibris 1637 9120 1.99 6.27
Diger* 3656 7098 4.44 4.88
DUNYA 82261 145424 100 100
*Cezayir, Liibnan, Tunus, Hirvatistan, Israil, Ukrayna, Meksika

Kec¢iboynuzu, Tiirkiye’de heniiz kiiltiirii yapilmamis, ancak dogal ortamda
yetistirilmektedir. Orman iglerinde ve orman arazilerinde sayili gruplar halinde
bulunan bu agaglarin dogal floradaki miktar1 tam tespit edilememistir. Tiirkiye’de
kegiboynuzu agaclarinin % 90’min yabani agaglardan olustugu i¢in meyve kalitesi
diisiiktiir (Tunalioglu ve Ozkaya 2003). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2008
verilerinden alinan bilgiye gore Tirkiye’de yetismis 326229 adet kegiboynuzu
agacinin 284789 adedinin meyve verdigi belirtilmistir (Aydin 2011).



Ulkemizde ise keciboynuzu, Akdeniz Bolgesinde Tarsus ve Mersin’den baslayip
Marmaris’e kadar uzanan yaklastk 1750 km?lik kiyr seridinde dogal olarak
yetismektedir. Etli, sisam ve yabani g¢esitleri Tirkiye’de goriilen tiplerdir ve

keciboynuzu yetistiriciligi giderek 6nem kazanmaktadir (Demirtas 2007).

1.1.2  Keciboynuzu Meyvesinin Ozellikleri

Kegiboynuzu agaglari 100 yaslarma kadar canli kalan ve bu yaslarda dahi meyve
verebilmektedir. Ticari olgunluga erismis bir kegiboynuzu agacinin yillik ortalama
90-115 kg meyve verebildigi belirtilmistir. Bununla birlikte; toprak kalitesi, ¢esit ve
agacin yasina bagli olarak bazi agaclarin yilda 300 kg meyve verebildigi de
gbzlenmistir (Senay 2009).

Bu bitkinin ¢eside ve hava kosullarina gore Eyliil-Aralik doneminde g¢icek
agmaktadir. Cigekleri ait oldugu familyanin diger iiyelerine gore ¢ok renkli degildir.
Cigekler, agacin govdesinden veya dallarindan figkirmakta olup cok eseylidirler.
Renkleri kirmizimsi ¢ok ufak tomurcuklardan olusan salkim seklindedir. Her iKi
eseye sahip olan ¢iceklerin, disi veya erkek esey 6zelligini kaybetmis diger ¢iceklerin
eksikligini tamamlama 6zelligine sahip olduklar1 halde, kiiltiire alinmis tiim gesitleri
iki eseylidir. Nadir de olsa kegiboynuzu bitkileri, tamamen erselik veya ayni sapta
olan giceklerde hem erkek hem de disi eseyin bir arada bulundurabildigi belirtilmistir
(Demirtas 2007).

Mayis ay1 baginda biiyiimeye baslayan ke¢iboynuzu meyveleri, haziran-temmuz
aylarinda olgunlagsmaktadir. Meyvelerin rengi olgunlastiktan itibaren yesilden
kahverengiye doniismektedir. Meyveler olgunlastiginda eyliil ayinda hasat edilmeye
baslanir ve mevsim kosullarina bagl sekilde hasat kasim-aralik aylarina kadar devam
edebilir (Tunalioglu ve Ozkaya 2003). Eylil ve ekim ay1 gibi meyveler
olgunlastiginda kendiliginden agagtan dokiilebilmektedir. Elde edilen keciboynuzlar
rutubetsiz ortamlarda saklanmalidir ve uzun siire bekletildiyse; kec¢iboynuzunu
tiiketmeden once bazi yerlerinden kirilarak kurtlanip kurtlanmadigina bakilir (Anon
2016b).

Diinyanin bir¢ok yerinde yetisen kec¢iboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna

ulastiginda; cins, bolge ve iklime bagh olarak 6 — 32 g agirliginda, 85 — 177 mm



uzunlugunda, 6 — 24 mm genisliginde ve 4 -10 mm kalinliginda, 7 — 14 adet ¢ekirdek
(tohum) igermekte oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Shawakfen ve Ereifej

2005, Yousif ve Alghzawi 2000, Biner ve ark. 2007). Sekil 1.2°de kegiboynuzu

meyvesi goriilmektedir.

Sekil 1.2. Keciboynuzu meyvesi (Anon 2016c).

Kegiboynuzu meyvesi incelendiginde meyvenin cinsi, yetistirildigi bolge, hasat
zamant (olgunluk), yetistigi toprak ve iklim ozelligi ile kiiltiirel tekniklere bagli
olarak kimyasal bilesimin olduk¢a degisken oldugu bildirilmektedir. Yapilan
calismalar sonucunda, kegiboynuzu meyvesinin kuru madde (% 84 — 94), seker (%
45 — 77), mineral madde (% 2,2 — 3,4), yag (%0,2 — 1,2) ve protein (% 0,3 — 7,6)
igerdigi saptanmistir (Karkacier ve Artik 1995, Ayaz ve ark. 2007, Senay 2009,
Karabulut ve ark. 2006, Eksi ve Artik 1986).

Kegiboynuzu meyvesinin yaklagsik %90’1mn1 etli kissm meydana getirir. Bu
kisimda sukroz, glukoz, seliiloz ve tanen yoniinden olduk¢a zengindir. Bu
igeriklerinden dolay1 6zellikle {ilkemizde kisin hem hastaliklardan koruyucu hem de
enerji verici olarak pekmez seklinde, dogrudan ya da cesitli gidalara karistirilarak
degisik sekillerde tiiketilmektedir. Ulkemizde pek de yaygin olmasa da Morton
(1987)’ e gore ¢ekirdeklerinden arindirilmis ve 6giitiilmiis kegiboynuzu zengin seker
iceriginden istifade edilerek kakao gibi sicak ya da soguk siit ile karistirilarak

tiikketilebilmektedir. Ancak bazi kaynaklar yiiksek kondanse tanen igeriginden dolay1



tiiketiminin kontrollii yapilmasini onermektedir (Morton 1987, Avallone ve ark.
1997).

Ke¢iboynuzu meyvelerinin seker orani seker kamisindan daha fazla durumdadir.
Cekirdeksiz haliyle ke¢iboynuzu meyvesinin agirliginin % 52’si sekerdir (Tunalioglu
ve Ozkaya 2003). Kegiboynuzu meyvesi, fasulyenin sekline benzeyen, deriye benzer
sert ve yarilamayan ozelliktedir. Olgunlasmamis meyveler yesil, olgunlagsma
baslayinca kahverengi ve olgun halde koyu kahverengi goriinimdedir. Cekirdeklere
sahip meyvenin boyutu, sekli ve kalinligi, yetistirilmesine Ve tiiriine bagli olarak
biiyiik 6l¢iide degisebilmektedir (Demirtas 2007).

Cekirdekler meyve agirligmin yaklagik %10’ unu kapsamakta ve ¢ekirdek
endosperminin baslica igerigini galaktoman (polisakkarit) olusturmaktadir (Calixto
ve Canellas 1982; Morton 1987; Batlle ve Tous 1997). Cekirdek endosperminin
ogitiilmesiyle elde edilen keciboynuzu zamki (E410) pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir (Temiz 2011). Kegiboynuzu, ¢ikolata ile benzeyen goriiniise ve
kendine ait 6zel tada sahip dogal tatlandiricidir. Kegiboynuzu, ¢ogunlukla kakao ve

cikolata yerine kullanilir. (Yousif ve Alghzawi 2000).

1.1.3 Keciboynuzu Pekmezinin Bilesimi ve Uretimi

Pekmez, yiiksek karbonhidrat icerigi, lretildigi meyvenin ¢esidine gore bir¢ok
vitamin ve mineral madde igermesi sebebiyle enerji veren, olduk¢a faydali bir gida
olup iilkemize has geleneksel bir iirlindiir (Sengiin ve ark. 2007). Tiirk milleti yillarca
seker igerigi olan her seyden pekmez tliretimi yapmustir (Simsek ve ark. 2004, Kaya
ve ark. 2005).

Ticari bir isletmede kec¢iboynuzu pekmezi liretimine iligkin iiretim siirecinde
oncelikle yiizey alan1 genisletilip meyvenin biinyesinde bulunan sekerin
ekstraksiyonunu hizlandirmak ic¢in kiiciik pargalara boliinmiis kegiboynuzu
meyvelerinin suda bekletilerek i¢indeki sekerin alinmasi saglanir. Elde edilen sira
separatdrden gecirilerek icindeki partikiiller ayrilir ve daha berrak bir sira elde
edilmis olur. Elde edilen sira vakum altinda konsantre edilir ve siranin pekmeze

donmesi saglanir. Henliz keciboynuzu pekmezi icin hazirlanmis bir standart veya



Tirk Gida Kodeksinde tebligi bulunmamaktadir (Cakir 2009). Pekmez iiretim

asamalar1 Sekil 1.3’te goriilmektedir.

Tazelkurutulmus meyve

\/
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Yikama

\4

Ezme/Ggiitme/ Parcalama

<

Koyulastirma

\4

Sivi tath pekmez

Sekil 1.3. Pekmez iiretimi akim semasi (Karababa ve Isikl1 2005).

Keciboynuzu pekmezi {iiretiminde, ekstraksiyon esnasinda uygulanan
maserasyon isleminde meyvenin ¢ekirdekli ya da cekirdeksiz olusu pekmezin
bilesimini etkilemektedir. Cekirdekli meyvenin maserasyon ekstraktindan elde edilen
pekmez daha yiiksek ¢oziinlir kuru madde ve seker igerigine sahipken pH degeri,
cekirdeksiz meyveden elde edilen pekmezde daha yiiksektir (Eksi ve Artik 1986).

Vakum yontemi ile iiretilen ke¢iboynuzu pekmezi 6 ay siire ile 5 ve 20 °C
sicaklikta depolanarak, depolama siiresi ve kosullarinin pekmezin kalitesine etkisinin
incelendigi bir ¢alismada; depolama siiresince kegiboynuzu pekmezinin
hidroksimetilfurfural (HMF) degerinde 6nemli bir degismenin olmadigi ve soguk
odalarda bekletilen pekmezlerin daha olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir (Batu
ve ark. 2007).

Tiirkiye’de keciboynuzu meyvesinin en yaygin kullanimi1 pekmez {iretimi olarak
belirtilmistir. Meyveye gore bakildiginda pekmez daha iyi bir enerji kaynagi olarak
gosterilebilir. Keciboynuzu pekmezinin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri Cizelge

1.2°de gosterilmistir. Pekmez, sekerce zengin iyi bir enerji kaynagidir. Yiiksek seker



icerigi sebebiyle, insan beslenmesi agisindan 6zellikle bebekler, ¢ocuklar, sporcular

ve hamileler i¢in ¢ok yararlidir. Bununla birlikte, % 0,33 oraninda protein igerir

(Sengtil ve ark. 2007).
Sengiil ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismada piyasada bulunan keg¢iboynuzu

pekmezinin toplam seker icerigini % 70,1 olarak bulmuslardir.

Cizelge 1.2. Keciboynuzu pekmezinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Sengiil ve ark. 2007).

PARAMETRE DEGERLER
Toplam Kuru Madde % 75,9 (wiw)
Coziinebilir Kuru Madde % 72 (w/w)
Nem % 24,1 (wiw)

Toplam Seker

% 71,2 g/100g

Invert Seker

% 49,1 g/100g

Sakaroz

% 22,11 g/100g

Toplam Fenolik Madde

1,62 mg/kg

Kiil % 2,48 (w/w)
Protein % 0,33 (w/w)
5- HMF 21,32 mg/L
pH 5,09
Titrasyon Asitligi % 0,60 (w/w)

1.1.4 Ke¢iboynuzu Kullanim Alanlari

Agacindan meyvesine, meyvesinden tohumuna kadar ¢ok farkli amagclarla kullanilan
kegiboynuzu, Akdeniz ikliminin hakim oldugu bolgelerde dogal olarak
yetismektedir. Sanayide meyve ve tohumunun entegre olmasi, bu tiiriin ekonomik

olarak degerini daha da arttirmaktadir (Giibbiik ve ark. 2016).



1.1.4.1 Gida Endiistrisinde

Kec¢iboynuzundan elde edilen zamk, sakiz ve tiirevleri stabilizér ve kabartici etkileri
sebebiyle dondurma iiretim asamalarinda kullanilir. Sos, jole, meyve suruplari,
meyve konsantrelerinde stabilizor etkisi ile kullanilan, pasta ve g¢oreklerin igine
yardimct madde olarak katilan kegiboynuzu zamki; irinlerin gevsekligini ve
bayatlamalarin1 6nleyip, kek ve biskiivilerin i¢inde ise yumurtadan tasarruf ederek
parcalanmalar1 Onleyebilmek ve kolayca tasinabilir ozellik kazandirmaktadir

(Giibbiik ve ark 2016, Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

1.1.4.2 Tekstil Endiistrisinde

Keciboynuzu zamki ve tiirevleri esit gegirgenlik, sabit nem ve diiz yiizey elde etmede
kolaylik sagladig: i¢in pamuklu dokumalarda kullanilir. Bununla beraber boyacilikta
alkaliye dayanikli olmasindan dolayr yogunlugu arttiric1 olarak kullanilir. Baskida
kalinlagtirmay1 saglamasi ve renk dagilimini esit hale getirmesi ozellikleri ile
kullanilir. Ayrica dokumanin boyay1 kolay emmesini saglar (Giibbiik ve ark 2016,
Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

1.1.4.3 Kagit Endiistrisinde

Kagidin dokiilmesinde zaman ve enerji kaybi olmamasi i¢in Kegiboynuzu zamki
kullanilir. Boylelikle kagit hamuru drenaj orani artmis olmakla beraber makine hizi

artirtlmigtir (Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

1.1.4.4 Petrol Endiistrisinde

En etkili koruyucu katki maddesi yoniiyle kegiboynuzu zamki sondaj
operasyonlarinda, derin tuz tabakalarinin sondajinda veya tuzlu su ¢alismalarinda , su
kaybin1 6nleme amaciyla ve ¢amur yogunlugunun azaltilmasinda kullanilmaktadir

(Giibbiik ve ark 2016, Tunalioglu ve Ozkaya 2003).



Kegiboynuzunun bu kullanim alanlar1 yaninda; matbaacilikta, kibrit yapiminda,
mobilyacilikta, dericilikte (dabaklamada), kozmetik sanayinde, fotograf filmlerinin
emiilsiyonunda, deterjan ve plastik sanayinde, sigara endiistrisinde tiitiine lezzet
vermek i¢in, patlayict madde yapiminda, seramik endiistrisinde tutkal olarak, dis

macunu yapiminda yogunlastirici olarak kullanilmaktadir (Tunalioglu ve Ozkaya
2003).

1.1.5 Keciboynuzunun Saghk Uzerine Etkisi

Kec¢iboynuzu, gastrointestinal sistem bozukluklari, gastrit, karaciger ve ozellikle de
akciger rahatsizliklarinda kullanilmistir. Bununla beraber dis ve dis etleri
rahatsizliklarinda, kolesteroliin disiiriilmesinde, kas gelisiminde ve yiiksek enerji
potansiyeli nedenleriyle dogal enerji verici olarak kullanilmaktadir (Ahraz 2003,
Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

Ulkemizde bu meyvenin en yaygmn kullanim sekli pekmez olarak kullanimidir.
Keciboynuzu pekmezi demir ve kalsiyum bakimindan zengin bir mineral kaynagidir.
Bundan dolay1 osteoporoz gibi rahatsizliklarda kalsiyum ihtiyacinin karsilanmasinda
viicuda ¢ok iyi bir destekleyici maddedir (Giibbiik ve ark. 2016).

Akciger O0deminde kegiboynuzunun etkisi ve destegi 6nemli bir imkandir.
Ekspektoran giicii ve astim hastaligina karsi tedavi etkisi ¢ok fazladir. Sigara
icenlerde, akciger kanser Onleyici giiclinden dolay1 biiylik yararlanimlar1 vardir.
Keciboynuzu ayni zamanda hareketli sperm proliferasyonunu artirict 6zellikte
oldugu belirtilmistir. Iyi huylu prostat biiyiimesi (benign prostat hiperplazisi) sikayeti
olan hastalarin siklikla ke¢iboynuzu tiiketmelerinde ¢ok fayda vardir (Anon 2016d).

Ayni zamanda insan viicudunda meydana gelebilecek dejeneratif hastaliklara
kars1 koruyucu, antioksidan Ozellik gosteren polifenoller ve yiiksek lif icerigi
nedeniyle saglik tlizerinde pek ¢ok faydasi bulunmaktadir. Keg¢iboynuzu lifinin
antioksidatif etkisinin diger liflere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Giimiishan
Aktas 2018, Tunalioglu ve Ozkaya 2003).

Polifenoller ayn1 zamanda serbest radikallerin rol aldig1 ateroskleroz, yaslanma,

inflamasyon ve norodejenerativ hastaliklarda koruyucu etki gosterirler (Halliwell
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1994). Kegiboynuzu meyvesi 24 adet fenolik bilesen igermektedir ve bu bilesenlerin
icinde gallik asit en yliksek orandadir (Owen ve ark. 2003).

Yiksek lif igeriginden dolayr, kanda bulunan HDL-LDL dengesinin
kurulmasinda o6nemlidir. Keg¢iboynuzunun kolesterol seviyesindeki etkinligine
bakildig1 bir ¢alismada, giinliik 15 gr kegiboynuzu tiiketiminde kolesterolii % 10,5,
kandaki trigliserid miktarini ise %11,3 oranlarinda diistirdiigii gézlenmistir (Zunft ve
ark. 2003).

Pratikte, ¢ok eski ¢aglardan beri diyare tedavisinde Kkullanilmakta olan
keciboynuzunu, oral rehidrasyon soliisyonlariyla birlikte kullanildiginda diyare
stiresini %45 oraninda azaltmakta ve oral rehidrasyon soliisyonu (ORS) kullanimini
% 38 diisiirmektedir (Aksit ve ark. 1998). Yapilan bir ¢alismada diyare tedavisinde
kullanilan bir antibiyotigin de i¢inde bulundugu bir tedavi seklinde, diyare 7 gilinde
tedavi edilirken, % 5 oraninda kegiboynuzu meyvesinin pargalanip kavrulmasiyla
elde edilen ke¢iboynuzu unu ilave edilen bir bagka diyetin uygulanmasiyla diyarenin
tedavi siiresinin 2 giin kisaldig1 goriilmiistiir (Plowright 1951, Giimiishan Aktas H
2018).

Kegiboynuzu ¢ekirdeklerinden elde edilen protein izolatlari, yiiksek aminoasit
icerigi nedeniyle insanlar i¢in gida iretiminde kullanilabilecek Onemli bir
alternatiftir. Glutamik asit ve arginine bakimindan zengin oldugundan ozellikle
sporcu gidalar1 ve fonksiyonel gidalarda kullanilabilir (Dakia ve ark. 2006;
Bengoechea ve ark. 2007).

Kegiboynuzu seker igeriginin yani sira tanen iceriginden dolayi, bazi seliilotik
bakterilere (Celvibrio fulvus) kars1 bakteriostatik ve bakterisidal etki gostermektedir
(Henis ve ark. 1963).

1.2 Kanser

Tiim kanserler hiicrelerde baslar. Insan viicudu yiiz milyondan fazla hiicreden olusur.
Kanser, bir hiicrede veya kiigiik bir hiicre grubunda degisikliklerle baslar. Viicutta
her hiicre sayist belirlidir ve bunu, hiicrelerin ne kadar ve ne siklikla boliindtigiinii
sinyaller ile kontrol eder. Bu sinyallerden herhangi biri arizali veya eksikse, hiicreler

blyliylip ¢ogalabilir ve tiimoér adi verilen bir yumru olusturabilir. Bir timor
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milyonlarca kanser hiicresi icgerebilir. Tiim viicut dokulari, o dokunun hiicrelerini
iceride tutan bir katmana (zara) sahiptir. Bu, bazal membrandir. Kanser hiicreleri bu
zar1 kirabilir. Bu durumda, kanser invaziv olarak adlandirilir (Anon, 2017a).

Diinya iizerinde kanserin, ekonomi ac¢isindan da onemi giderek artmaktadir.
2010 yilindaki toplam maliyetinin tahmini 1,16 trilyon ABD dolar1 oldugu
distiniilmektedir (Stewart BW ve Wild CP 2014).

Epidemiyolojik calismalar, kanserin Diinya’da kalp hastaliklarindan sonra ikinci
siradaki  0lim nedeni olmaya devam ettigini belirtmektedir. Son yillardaki
gelismelerde cesitli koruyucu Onlemler alinarak riskin azaltilabilmesi, en azindan
hastaligin erken evrede teshis edilerek etkili tedavi yontemlerine basvurulmasi
miimkiin goriinmektedir. Neredeyse insanlik tarihi kadar eski zamanlardan beri
kanser dahil pek cok hastalik ic¢in alternatif bir tedavi araci olarak bitkiler ve
onlardan hazirlanan preparasyonlar karsimiza c¢ikmaktadir. Etken maddesi
saflastirilarak  yumurtalik, meme, akciger, testis gibi c¢esitli kanserlere karst
giinlimiizde ticari ilag olarak kullanilan bu bitkiler arasinda Taxus brevifolia
(taxol/paclitaksel), Podophyllum peltatum (podofilotoksin), Vinca minor,
Catharanthus roseus (vinkristin, , vinblastin, vinorelbin) ve benzerleri sayilabilir
(Glimiighan Aktas 2018).

1.2.1 Akciger Kanseri

Diinyada en yiiksek 6liim oranina sahip kanser tipi akciger kanseridir. Erkeklerde
siklik olarak birinci sirada, bayanlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir (Parkin ve ark. 2005). Sigara, hava kirliligi ve radyasyon akciger
kanserine neden olan en Onemli sebeplerdir (Janssen-Heijnen ve ark. 2003).
20. yilizy1l oncesi az goriilen bir hastalik iken, sigara igmedeki artisa bagli olarak
siklig1 giderek artmis ve diinyada en sik goriilen kanser ¢esitlerinden biri olmustur
(Spiro ve ark. 2002). Akciger kanserinin gelisiminde sigara i¢imi en Onemli
etiyolojik faktordiir. Sigara icenlerde igmeyenlere gore akciger kanseri riski 20 kat
yiiksektir. Sigaraya baslama yasi, sigara igme siiresi, icilen sigara sayisi ile tiitiin ve
sigara tipi riski etkilemektedir. Cevresel sigara dumani1 maruziyeti de akciger kanseri

riskini arttirmaktadir (Hirayama 1981). Akciger kanseri onlenebilir bir hastaliktir.
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Risk faktorlerine dikkat edildiginde % 85-100 oraninda Onlem saglanabilecegi
diistiniilmektedir. Bu konuda oncelik, sigara kullanimii ortadan kaldirabilmektir
(Silvestri ve ark. 1995).

Akciger kanseri erken evrede 6zellikle ¢evre lezyonlarda semptom gostermez.
Genellikle akciger kanseri diginda yapilan taramalar sirasinda tesadiif olarak saptanir.
Uygulanacak tani yonteminde, se¢imi primer timoriin tipi, Yyeri, biyukligi,
metastazlarin  varligt ve hastanin durumuna baghdir. Akciger kanseri igin
alinabilecek ilk 6nlem sigaranin birakilmasi, ikinci dnlem de erken teshistir. Akciger
kanserinde gerek belirti ve bulgularin hastaliga 6zgiin olmayis1 gerekse semptomsuz
hastalarin ¢ok sayida olmasi sebebiyle erken tani yontemleri gelistirilmistir. akciger
kanserli hastalar, tan1 konuldugunda ¢ogunlugu (ortalama %=80’1) ileri evrededir
(evre 111, 1IV) (Aydin 2007). Bazi akciger kanseri tani tarama yontemleri; PA ve
Lateral Akciger Grafileri, Bilgisayarli Tomografi (BT), Pozitron Emisyon
Tomografisi Bilgisayarli Tomografi (PET-BT), Beyin MRG/BT, Bronkoskopi,
Torakotomi olarak belirtilmistir (Aydm 2007, Usluer ve Ors Kaya 2017).

1.3. Calisma Amaci

Akciger kanseri, akciger dokularinda kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile goriilen akciger
tiimoriidiir. Bu hiicreler metastaz ile viicutta diger dokulara yayilabilir. Kegiboynuzu
(Ceratonia siliqua L.), tilkemiz sartlarinda kolay yetistirilebilen ve islenebilen bir
bitkidir. Bu c¢alisma kapsaminda, ke¢iboynuzu meyvesinin ve bu meyveden iiretilen
kegiboynuzu pekmez ve 6ziiniin adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicresi
(A549) ve fare adipoz doku kokenli fibroblast (L929/R) hiicrelerinde, toksisite ve

nekroz/apoptoz etkilerini degerlendirmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismalarda, Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
AD ile Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi Miidiirliigii (KUBTUAM) laboratuvarlarinda kullanilan cihaz ve

malzemelerden yararlanilmistir.

2.1.  Arac, Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

-DMEM (Biological industries),

-Trypsin EDTA Solution ¢ (Biological Industries),
-Foetal Bovine Serum (Biological industries),
-Pen-Strep Solution (Biological Industries),
-fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS),
Sitotoksisite testleri i¢in;

-MTT ve ikili Boyama’da RNAse,

-propodiyum iodiir (PT),

-Hoechst boyas1 (33342/P1) ,

Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in;

-Biyolojik giivenlik kabini (Esco, Class II BSC),
-CO2’li inkiibator (Binder),

-santrifiij (Hettich, Rotina 380R),

-tekrarlayici pipet (Gilson, Repetman),

-¢ok kanalli pipet (Gilson, PipetmanUltra),
Sitotoksisite ¢alismalart igin;

-mikroplak okuyucu (Biotek, PowerWave XS2),

-Apoptoz tayini ¢aligmalarinda mikroskop (Leica, Ctr6000) kullanilmigtir. Hiicre
kiiltiir ¢alismalarmin tamami, kiiltiir kaplart ve ¢oklu kuyucuklu plaklarda
(Corning,ABD) gergeklestirilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Ekstraksiyon

Kec¢iboynuzu pekmezi (70 g karbonhidrat, 0.1 g lif) ve kegiboynuzu 6zii (532.2 mg
Mg, 12.135 mg K, 943.2 mg Ca, 805.82 mg P, 27.09 mg Fe, 14.81 mg Zn, 16.1 mg
¢Oziinilir diyet lifi) eczanelerde tezgah tistli {iriin olarak ticari amacli satilmaktadir.
Kirikkale Eczanesinden temin edilen keg¢iboynuzu pekmezi, kegiboynuzu 6zii ve
Kirikkale ilindeki aktardan temin edilen kegiboynuzu meyvesi, TS EN 1SO 10993-
12 standardinda belirtildigi sekilde numunelerden 0,2 g/ml olacak sekilde tartilarak
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen ekstraktlar in vitro testlerde

kullanilmastir.

2.2.2. MTT VE Double Staining Protokolii

MTT: Metabolik aktivitenin dl¢iimiine dayal1 hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT), 2,3-Bis (2-metoksi4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolyum,  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum, 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-
2H-tetrazolyum gibi tetrazolyum tuzlari kullanilmaktadir. Calisma prensibi, temel
olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu (MTT: sari, WST1: kirmiz1) kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi
sonucu gorilen renk degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da
spektrofotometre ile 6l¢limiine dayali bir yontemdir (Terzioglu ve ark. 2013).

Sitotoksisite; canli  hiicreler {izerindeki toksik etki oramim1 ifade
eder. Sitotoksisite testleri, toksik oldugu disiiniilen maddenin, uygun hiicre
kiiltliriinde, hiicre cogalma orani ve hiicre iizerindeki toksik etkisi dikkate alinarak
degerlendirme yapilan testlere denir (Terzioglu ve ark. 2013).

Kriyotiipler kullanilarak -80°C de dondurularak saklanan L929 ve A549
hiicreleri, dondurucudan alinarak ¢oziilmesi saglanmistir. DMEM igerisinde % 89
DMEM, % 10 FBS ve % 1 Penisilin Streptomisin olacak sekilde besiyeri

hazirlanmigtir. Coziilme islemi gergeklestirilirken hiicreler falkon tiip igerisine
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alindiktan sonra 4 mL hazirlanmig olan besiyerinden eklenmistir. Bu islemden sonra
hiicrelerin bulundugu falkon tiip 2000 rpmde 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan siipernatant atilmis ve pellet besiyeri ile
siispanse edilerek flasklara aktarilmistir. 37°C de % 5 CO2 igeren inkiibatore alinan
flasklar 24 saatte bir kontaminasyon ve hiicre c¢ogalmalarmin incelenmesi igin
kontrol edilmistir. Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda kiiltiirler tripsin
enzimi yardimi ile kaldirilmis ve pasaklanarak yeni flasklara aktarilmistir. Flasklara
aktarilarak ¢ogaltilan L929 ve A549 hiicreleri ylizeyleri kapmala oranlarina bakilarak
hiicrelerin yiizeyden ayrilma islemi gergeklestirilmistir. Hiicreleri flasktan kaldirmak
icin i¢indeki vasati atip 2 mL PBS (1X) ile yikanarak, ardindan 2 mL Tripsin-EDTA
eklenmistir ve 4 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. inkiibasyon isleminden sonra
hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari mikroskop yardimi ile kontrol edildikten sonra taze
besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiipe aktarilmistir. Aktarma isleminden sonra
falkon tiipler 2000 rpm ve 2 dakika santrifiij edilmistir. Yapilan santrifiij isleminin
ardindan siipernatant kismu atilarak falkon tiipiin en alt kisminda kalan pellet ImL
taze besiyeri ile siispanse edilmistir. Bu iglemin ardindan, hiicrelerin tripan mavisi ile
boyandiktan sonra sayilan hiicreler her biri kuyucuk basina 10.000 hiicre diisiicek
sekilde 48 well-plate ekilmistir. Uzerlerine 1929 ve A549 icin % 10 foetalbovine
serum, % 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM eklenmistir. Hiicreler 37 °C’de % 5
COz'li inkiibatérde 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
kegiboynuzu pekmezi ve 6zii 1/10, 1/20, 1/40 farkli seyreltmelerde 3 farkli
konsantrasyon ve 5 farkli doz olarak uygulanmistir. Yine ayni sekilde 24 saat
onceden ekstrakte edilen kegiboynuzu ekstrakti 5 farkli doz olarak uygulanmistir.
Uygulamamiz 24 saat inkiibasyondan sonra plakalarin i¢indeki vasat atilmis ve her
bir kuyucuk bagina 100 ul fenol kirmizisi besiyeri ve 50 ul MTT soliisyonundan
eklenmis ve soliisyon eklendikten sonra 2 saat etlivde bekletilmistir. 2 saatin sonunda
MTT soliisyonu ¢ekilip iizerine 100 pl izopropanol eklenmis (Sekil 2.1) ve ELISA

okuyucuda 570 nm’de okutulmustur.
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Sekil 2.1. Kuyucuklara hiicre ekimi.

2.2.3. ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

MTT igin yapilan ekim ve uygalama agsamalar1 ayni olup bu asamada MTT yerine
ikili boyama protokolii uygulanmistir. Doublestaning i¢in 24 saat inkiibasyondan
sonra plakalarin igindeki vasat atilmistir. Her bir kuyucuk i¢in 70 ul Doublestaining
soliisyonu (doublestaining soliisyonu 100 pul Riboniikleaz A, 100 pl
Propodiumiodide, 500 ul Hoescht 33342 10 ml PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlanir)
eklenip, 15 dakika etiivde bekletilmistir. Inkiibasyonun hiicreler Hoechst 33342 ve
propodium iyodid floresan g¢ekirdek boyalari ile boyanmistir. Sonrasinda inverted
mikroskobun dapi filtresi ve yesil floresan filtresinde incelenmistir. Apoptotik hiicre
cekirdekleri parlak veya parcali parlak olarak goriiliirken, nekroz filitresinde nekrotik
hiicrelerin ¢ekirdekleri turuncu renkte goriinmektedir. Nekroz filitresinde saglam

hiicreler yesil ¢ekirdekli goriinmektedir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. ikili boyama ydntemi ile hiicre sayimu.
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3. BULGULAR

Calisma kapsaminda kegiboynuzu (Ceratonia siligua L.)’na ait 3 farkli form;
keciboynuzu pekmezi, kegiboynuzu 6zii ve kegiboynuzu ekstrakti tizerinde seyreltme
islemleri yapilarak uygulanan kanser ve fibroblast hiicrelerinde sitotoksisite, nekroz
ve apoptoz degerlendirmeleri yansitilmistir. Bulgular gizelge ve sekillerle, her forma

ve orana gore gosterilmistir.

3.1.  MTT Testi Bulgulan (Sitotoksisite Bulgulari)

Toksik etkinin degerlendirilmesi L1929 fibroblast ve A549 kanser hiicre hattinda
MTT sitotoksisite metoduna goére ve mikroskobik morfolojik analize gore
yapilmistir. Normal ve kanser hiicrelerine keciboynuzu 6zii ve pekmezi direk
uygulandiginda yiiksek oranda toksisite tespit edilmistir. Bu nedenle 1/10, 1/20 ve
1/40 oraninda seyreltilerek elde edilen soliisyonlar 200 pg/ml konsantrasyona kadar

hiicrelere uygulanmustir.

Cizelge 3.1. 1/10 oraninda seyreltilmis Keg¢iboynuzu Pekmezinin A549 kanser hiicrelerine
kars1 toksik etkisi.

1/10 Pekmez - A549 % Canlilik Degerleri
200 pl 59,40
100 ul 63,65
50 pl 68,17
25 ul 75,81
12,5 pl 93,06
0 100

Keciboynuzu pekmezi 1/10 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine
verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.1’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 59,4 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Cizelge 3.2. 1/20 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Pekmezinin A549 kanser hiicrelerine

karsi toksik etkisi.

1/20 Pekmez - A549

% Canhilik Degerleri

200 pl 34,51
100 il 37,90
50 ul 41,86
25 ul 73,55
12,5 ul 78,07
0 100

Kegiboynuzu pekmezi 1/20 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine

verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.2’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 34,51 birime kadar azaldig1 gézlendi.

Cizelge 3.3. 1/40 oraninda seyreltilmis Ke¢iboynuzu Pekmezinin A549 kanser hiicrelerine

kars1 toksik etkisi.

1/40 Pekmez - A549

% Canhlik Degerleri

200 pl 44,61
100 ul 65,68
50 ul 71,26
25 ul 84,38
12,5 ul 90,35
0 100

Keciboynuzu pekmezi 1/40 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine

verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Verilen pekmez miktar

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 44,61 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Sekil 3.1. Ke¢iboynuzu pekmezinin A549 kanser hiicrelerine toksik etkisi.

Kec¢iboynuzu pekmezinin A549 kanser hiicrelerine toksik etkisi incelendiginde
uygulanan dozun artmasiyla toksik etkininde arttig1 goriilmiistiir. Bu durum
kegiboynuzu pekmezinin tiim seyrelme durumlari i¢in gecerlidir. Fakat ayn1 dozda

seyrelme orani arttik¢a toksisitesinde azalma tespit edilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.4. 1/10 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Pekmezinin L929 fibroblast hiicrelerine
kars1 toksik etkisi.

1/10 Pekmez - 1929 % Canlilik Degerleri
200 pl 41,61
100 pl 66,44
50 pl 77,39
25 ul 83,56
12,5 ul 84,24
0 100

Kegiboynuzu pekmezi 1/10 oraninda seyreltilerek 1.929 fibroblast hiicrelerine
verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.4’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 41,61 birime kadar azaldig1 gézlendi.

20



Cizelge 3.5. 1/20 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Pekmezinin L929 fibroblast hiicrelerine

karsi toksik etkisi.

1/20 Pekmez - LL929

% Canlilik Degerleri

200 pl 41,78
100 il 47,26
50 ul 54,10
25 ul 68,49
12,5 ul 75,34
0 100

Keciboynuzu pekmezi 1/20 oraninda seyreltilerek 1.929 fibroblast hiicrelerine

verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.5’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 41,78 birime kadar azaldig1 gézlendi.

Cizelge 3.6. 1/40 oraninda seyreltilmis Kec¢iboynuzu Pekmezinin 1929 fibroblast hiicrelerine

kars1 toksik etkisi.

1/40 Pekmez - L929

% Canlilik Degerleri

200 pl 54,08
100 ul 61,36
50 pl 64,28
25 ul 73,02
12,5 ul 77,39
0 100

Kegiboynuzu pekmezi 1/40 oraninda seyreltilerek L1929 fibroblast hiicrelerine

verildi. Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Verilen pekmez miktari

arttik¢a canlilik degerlerinin 100 birimden 54,08 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Sekil 3.2. Keciboynuzu pekmezinin 1929 fibroblast hiicrelerine toksik etkisi.

Kec¢iboynuzu pekmezinin L1929 hiicrelerine toksik etkisi uygulanan doz arttik¢a
artmistir. Ayni dozda seyrelme oraninin artisi toksisiteyi azaltmaktadir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.7. 1/10 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Oziiniin A549 kanser hiicrelerine karsi
toksik etkisi.

1/10 Ozii - A549 % Canlilik Degerleri
200 pl 46,39
100 pl 53,18
50 ul 66,76
25 pl 76,94
12,5 pl 81,47
0 100

Kegiboynuzu 6zii 1/10 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu ¢izelge 3.7°de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar arttik¢a

canlilik degerlerinin 100 birimden 46,39 birime kadar azaldig1 gozlendi.
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Cizelge 3.8. 1/20 oraninda seyreltilmis Keciboynuzu Oziiniin A549 kanser hiicrelerine karsi

toksik etkisi.

1/20 Ozii - A549

% Canhilik Degerleri

200 pl 37,84
100 il 41,02
50 ul 47,19
25 ul 65,29
12,5 ul 71,65
0 100

Keciboynuzu 6zii 1/20 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.

Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.8’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktart arttikga

canlilik degerlerinin 100 birimden 37,84 birime kadar azaldig1 gézlendi.

Cizelge 3.9. 1/40 oraninda seyreltilmis Keciboynuzu Oziiniin A549 kanser hiicrelerine karsi

toksik etkisi.

1/40- Ozii - A549

% Canhilik Degerleri

200 pl 46,93
100 il 54,09
50 ul 68,47
25 ul 83,19
12,5 ul 91,60

0 100

Keciboynuzu 6zii 1/40 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.

Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.9’da gosterilmistir. Verilen pekmez miktart arttika

canlilik degerlerinin 100 birimden 46,93 birime kadar azaldig1 gozlendi.
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Sekil 3.3. Kegiboynuzu 6ziinlin A549 kanser hiicrelerine toksik etkisi.

Keciboynuzu 0Oziinlin A549 kanser hiicrelerine toksik etkisi uygulanan doz
arttikga artmistir. Ayni dozda seyrelme oraninin artisi ile toksik etki azalmistir (sekil
3.3).

Cizelge 3.10. 1/10 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Oziiniin L929 fibroblast hiicrelerine
kars1 toksik etkisi.

1/10 Ozii - L929 % Canhilik Degerleri
200 pl 51,02
100 pl 63,69
50 pl 65,41
25 pul 81,50
12,5 ul 92,12
0 100

Kegiboynuzu 6zii 1/10 oraninda seyreltilerek 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.10°da gosterilmistir. Verilen pekmez miktar arttikca

canlilik degerlerinin 100 birimden 51,02 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Cizelge 3.11. 1/20 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Oziiniin L.929 fibroblast hiicrelerine
karsi toksik etkisi.

1/20 Ozii - L929 % Canhlik Degerleri
200 pl 50,80
100 pl 50,07
50 pl 59,54
25 ul 78,48
12,5 ul 75,57
0 100

Keciboynuzu 6zii 1/20 oraninda seyreltilerek 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.11’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar1 arttikga

canlilik degerlerinin 100 birimden 50,80 birime kadar azaldig1 gozlendi.

Cizelge 3.12. 1/40 oraninda seyreltilmis Kegiboynuzu Oziiniin 1929 fibroblast hiicrelerine
kars1 toksik etkisi.

1/40- Ozii - 1929 % Canhlik Degerleri
200 ul 60,83
100 pl 84,88
50 ul 96,90
25 ul 109,66
12,5 ul 123,49
0 100

Keciboynuzu 6zii 1/40 oraninda seyreltilerek 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu Cizelge 3.12°de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari arttik¢a

canlilik degerlerinin 100 birimden 60,83 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Sekil 3.4. Kegiboynuzu 6ziinlin 1.929 fibroblast hiicrelerine toksik etkisi.

Kegiboynuzu oOziitiiniin 1.929 hiicrelerine toksik etkisi uygulanan doz arttik¢a

artmigtir. Ayni1 dozda seyrelme oraninin artisiyla toksik etki azalmistir (Sekil 3.4).

Cizelge 3.13. Ekstrakte edilmis Keciboynuzu Meyvesinin A549 kanser hiicrelerine karsi
toksik etkisi.

A549-Keciboynuzu Meyve Ekstrakti

% Canhilik Degerleri

200 pg 84,71
100 pg 86,38
50 ug 90,63
25 ug 98,74
12,5 pug 102,02
0 100
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Ekstrakte edilmis kegiboynuzu meyvesi A549 kanser hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu ¢izelge 3.13’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari arttikga

canlilik degerlerinin 100 birimden 84,71 birime kadar azaldig1 gozlendi.
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Sekil 3.5. Ekstrakte edilmis keciboynuzu meyvesinin A549 kanser hiicrelerine toksik etkisi.

Ekstrakte edilmis ke¢iboynuzu meyvesinin A549 hiicrelerine toksik etkisi doz
arttik¢a arttigi gorillmustiir (Sekil 3.5).

Cizelge 3.14. Ekstrakte edilmis Keg¢iboynuzu Meyvesinin 1929 fibroblast hiicrelerine karsi
toksik etkisi.

L929-Ke¢iboynuzu Meyve Ekstrakti % Canhlik Degerleri
200 pg/mL 124,09
100 pg/mL 135,63
50 pg/mL 136,80
25 pg/mL 157,57
12,5 pg/mL 170,97
0 100
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Ekstrakte edilmis keciboynuzu meyvesi 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Sitotoksisite sonucu ¢izelge 3.14’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari arttikga
canlilik degerlerinin 6nce 100 birimden 170,97 birime kadar arttig1 fakat doz arttik¢a
124,09 birime kadar azaldig1 gézlendi.
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Sekil 3.6. Ekstrakte edilmis kegiboynuzu meyvesinin 1.929 fibroblast hiicrelerine toksik
etkisi.

Ekstrakte edilmis keciboynuzu meyvesinin 1929 hiicrelerine toksik etkisi doz
arttikga artmistir. Fakat canlilik degerlerini yiikseltmesi, bu hiicrelerin daha iyi

gelisim sagladigimi gostermistir (Sekil 3.6).

Farkli konsantrasyonlarda keciboynuzu uygulanmig kanser ve normal hiicrelerin
mikroskoptaki goriintiileri Sekil 3.7.'de verilmistir. Bu goriintiilerde keg¢iboynuzu
formlarinin  hiicre  proliferasyonlarina  etkisi  goriilmektedir. Her goriintii

sitotoksisiteye bagli olarak hiicre proliferasyonunun azaldigini gostermektedir.
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Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlarda keg¢iboynuzu uygulanmis kanser ve normal hiicrelerin
fotograflart.
A) Kontrol fibroblast,

B) 200 pg/ml keciboynuzu pekmezi (1/10 oraninda syreltilmis) uygulanmis fibroblast
hiicrelerin fotografi,

C) 200 pg/ml kegiboynuzu meyve ekstrakti uygulanmig fibroblast hiicrelerin fotografi,

D) 200 pg/ml kegiboynuzu 6zii (1/10 oraninda seyreltilmis) uygulanmis AS549 kanser
hiicrelerin fotografi,

E) 200 pg/ml kegiboynuzu meyve ekstrakti uygulanmis A549 kanser hiicrelerin fotografi,

F) 200 pg/ml kegiboynuzu pekmezi (1/10 oraninda seyreltilmis) uygulanmigs A549 kanser
hiicrelerin fotografi.
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3.2. Apoptoz ve Nekroz Bulgulari

Kec¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.)’na ait 3 farkli farmasétik sekil; kegiboynuzu
pekmezi, keciboynuzu 06zii ve keciboynuzu meyve ekstraktr iizerinde seyreltme
islemleri yapilarak kanser ve fibroblast hiicrelerine uygulandi. Hiicrelerde goriilen

apoptoz ve nekroz degerleri tablolarda gosterildi.

Cizelge 3.15. 1/10 oraninda keciboynuzu pekmezi uygulanmis kanser hiicrelerinde %
apoptoz-nekroz oranlari.

1/10 Pekmez - A549 % Apoptoz % Nekroz
200ul 22,38 43,23
100 pl 18,79 39,42
50 pl 11,67 32,84
25 pl 5,14 15,69
12,5 ul 2,21 6,27
0 0 3

Kegiboynuzu pekmezi 1/10 oraninda seyreltilerek AS549 kanser hiicrelerine
verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.15°de gosterilmistir. Verilen pekmez
miktar1 arttik¢a apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.8’de apoptoz — nekroz

karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 3.8. 1/10 oraninda Keciboynuzu Pekmezi Uygulanmig Kanser Hiicrelerinde %
Apoptoz-Nekroz Oranlari.
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Cizelge 3.16. 1/20 oraninda
apoptoz-nekroz oranlari.

kegiboynuzu pekmezi uygulanmis kanser hiicrelerinde %

1/20 Pekmez - A549 % Apoptoz % Nekroz
200 pul 26,72 52,64
100 pl 21,63 46,53
50 pl 16,44 38,97
25 ul 12,86 27,48
12,5 pl 5,23 16,61
0 2 3

Kegiboynuzu pekmezi 1/20 oraninda seyreltilerek AS549 kanser hiicrelerine

verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.16’da gosterilmistir. Verilen pekmez

miktar arttikga apoptoz ve nekrozun arttigr gézlendi. Sekil 3.9°da apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Cizelge 3.17. 1/40 oraninda kegiboynuzu pekmezi uygulanmig kanser hiicrelerinde %
apoptoz-nekroz oranlari.

1/40 Pekmez - Ab49 % Apoptoz % Nekroz
200 ul 18,64 53,45
100 ul 14,23 41,34
50 pul 7,62 27,86
25 ul 4,28 12,35
12,5 ul 2,46 3,56
0 1 3

Keciboynuzu pekmezi 1/40 oraninda seyreltilerek AS549 kanser hiicrelerine
verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.17°de gosterilmistir. Verilen pekmez
miktar1 arttik¢a apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.10°da apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.10. 1/40 oraninda seyreltilmis kegiboynuzu pekmezi uygulanmis kanser hiicrelerinde
% apoptoz-nekroz oranlart.
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Cizelge 3.18. 1/10 oraninda kec¢iboynuzu pekmezi uygulanmis fibroblast hiicrelerinde %
apoptoz-nekroz oranlari.

1/10 Pekmez - L929 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 24,64 40,45
100 pl 17,42 35,8
50 pl 9,65 24,16
25 pl 8,32 12,14
12,5 ul 4,82 5,78
0 1 3

Keciboynuzu pekmezi 1/10 oraninda seyreltilerek L929 fibroblast hiicrelerine
verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.18’de gosterilmistir. Verilen pekmez
miktari arttik¢a apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.11°de apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.11. 1/10 oraninda Kegiboynuzu Pekmezi Uygulanmig Fibroblast Hiicrelerinde %
Apoptoz-Nekroz Oranlari.
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Cizelge 3.19. 1/20 oraninda keciboynuzu pekmezi uygulanmis fibroblast hiicrelerinde %
apoptoz-nekroz oranlari.

1/20 Pekmez - 929 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 21,62 57,34
100 pl 15,56 46,83
50 ul 12,72 41,32
25 ul 8,81, 30,12
12,5 ul 3,92 16,78
0 1 3

Keciboynuzu pekmezi 1/20 oraninda seyreltilerek 1.929 fibroblast hiicrelerine
verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.19°da gosterilmistir. Verilen pekmez
miktari arttik¢a apoptoz ve nekrozun arttig1 gozlendi. Sekil 3.12°de apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.12. 1/20 oraninda kegiboynuzu pekmezi uygulanmis fibroblast hiicrelerinde %
apoptoz - nekroz oranlari.
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Cizelge 3.20. 1/40 oraninda keciboynuzu pekmezi uygulanmis fibroblast hiicrelerinde %

apoptoz-nekroz oranlari.

1/40 Pekmez - 929 % Apoptoz % Nekroz
200 pul 23,98 42,66
100 pl 17,21 34,23
50 ul 12,46 29,78
25 ul 6,32 19,56
12,5 ul 2,52 10,46
0 1 3

Kec¢iboynuzu pekmezi 1/40 oraninda seyreltilerek 1929 fibroblast hiicrelerine

verildi. Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.20°de gosterilmistir. Verilen pekmez

miktar1 arttik¢a apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.13’de apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.13. 1/40 oraninda kegiboynuzu pekmezi uygulanmis fibroblast hiicrelerinde %

apoptoz-nekroz oranlari.
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Cizelge 3.21. 1/10 oraninda kegiboynuzu 6zii uygulanmis kanser hiicrelerinde % apoptoz-

nekroz oranlari.

1/10 Ozii - A549 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 20,13 45,46
100 pl 15,47 38,71
50 ul 11,61 35,36
25 ul 6,87 19,9
12,5 l 1,53 5,46
0 0 3

Keciboynuzu 6zii 1/10 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.

Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.21°de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar

arttikca apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.14°de apoptoz — nekroz

karsilastirilmasit goriilmektedir.
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Sekil 3.14. 1/10 oraninda Kegiboynuzu Ozii Uygulanmis Kanser Hiicrelerinde % Apoptoz-

Nekroz Oranlari.
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Cizelge 3.22. 1/20 oraninda kegiboynuzu 6zii uygulanmis kanser hiicrelerinde % de apoptoz-

nekroz oranlari

1/20 Ozii - A549 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 31,24 58,23
100 ul 26,47 48,46
50 ul 19,87 36,79
25 ul 13,95 25,68
12,5 ul 7,38 23,42
0 2 3

Kegiboynuzu 6zii 1/20 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.

Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.22°de gésterilmistir. Verilen pekmez miktar

arttikca apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.15°de apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Cizelge 3.23. 1/40 oraninda keg¢iboynuzu 6zii uygulanmis kanser hiicrelerinde % de apoptoz-
nekroz oranlari.

1/40- Ozii - A549 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 26,44 48,64
100 pl 21,16 38,96
50 ul 13,78 27,65
25 pul 5,66 11,54
12,5 ul 2,87 3,78
0 1 3

Kegiboynuzu 6zii 1/40 oraninda seyreltilerek A549 kanser hiicrelerine verildi.

Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.23’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari

artttkga apoptoz ve nekrozun arttigi goézlendi. Sekil 3.16°da apoptoz — nekroz

karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 3.16. 1/40 oraninda Kegiboynuzu Ozii Uygulanmis Kanser Hiicrelerinde % Apoptoz-
Nekroz Oranlart.
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Cizelge 3.24. 1/10 oraninda kegiboynuzu 6zii uygulanmis fibroblast hiicrelerinde % de
apoptoz-nekroz oranlari.

1/10 Ozii - L929 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 23,01 43,91
100 pl 14,65 37,63
50 ul 10,71 30,32
25 ul 9,49 18,43
12,5 ul 3,76 7,89
0 1 3

Kegiboynuzu 6zl 1/10 oraninda seyreltilerek 1.929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.24°de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar
arttikca apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.17°de apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.17. 1/10 oraminda Keciboynuzu Ozii Uygulannus Fibroblast Hiicrelerinde %
Apoptoz-Nekroz Oranlari.
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Cizelge 3.25. 1/20 oraninda kegiboynuzu 6zii uygulanmig fibroblast hiicrelerinde % de

apoptoz-nekroz oranlari.

1/20 Ozii - L929 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 21,86 4476
100 ul 18,36 42,54
50 ul 11,74 36,96
25 ul 8,21 19,31
12,5 ul 2,68 14,67
0 1 3

Keciboynuzu 6zii 1/20 oraninda seyreltilerek 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.

Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.25’te gosterilmistir. Verilen pekmez miktari

arttikga apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.18’de apoptoz — nekroz

karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 3.18. 1/20 oraninda ke¢iboynuzu 6zii uygulanmus fibroblast hiicrelerinde % apoptoz-

nekroz oranlari.

40



Cizelge 3.26. 1/40 oraninda kegiboynuzu 6zii uygulanmig fibroblast hiicrelerinde % de

apoptoz-nekroz oranlari.

1/40- Ozii - L929 % Apoptoz % Nekroz
200 pl 15,32 29,52
100 pl 6,46 13,21
50 ul 2,12 4,45
25 ul 2,48 2,21
12,5 ul 1 2,32
0 1 2

Kegiboynuzu 6zl 1/40 oraninda seyreltilerek 1.929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.26°da gosterilmistir. Verilen pekmez miktar
arttikca apoptoz ve nekrozun arttigi gozlendi. Sekil 3.19’da apoptoz — nekroz

karsilastirilmast goriilmektedir.
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Sekil 3.19. 1/40 oraninda ke¢iboynuzu 6zii uygulanmus fibroblast hiicrelerinde % apoptoz-
nekroz oranlari.
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Cizelge 3.27. Ekstrakte edilmis kegiboynuzunun A549 kanser hiicrelerinde % de apoptoz-
nekroz oranlari.

Ab549-Kegiboynuzu Meyve Ekstrakti % Apoptoz % Nekroz
200 pg/mL 4,22 10,78
100 pg/mL 2,32 9,86
50 pg/mL 1 2,20
25 ng/mL 1 1
12,5 pg/mL 1 1
0 1 1

Ekstrakte edilmis ke¢iboynuzu meyvesi A549 kanser hiicrelerine verildi.
Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.27°de gosterilmistir. Verilen pekmez miktari
arttikga apoptoz ve nekrozun arttigir fakat anlamli bir artig olmadigr goézlenmistir.

Sekil 3.20°de apoptoz — nekroz karsilastirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 3.20. Ekstrakte edilmis ke¢iboynuzu meyvesinin A549 kanser hiicrelerinde % apoptoz-

nekroz oranlari.
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Cizelge 3.28. Ekstrakte edilmis ke¢iboynuzu meyvesinin 1.929 fibroblast hiicrelerinde % de
apoptoz-nekroz oranlari

L929-Ke¢iboynuzu Meyve Ekstrakti % Apoptoz % Nekroz

200 ug/mL 1 0

100 pg/mL

50 pg/mL

12,5 pg/mL

o |O |O |o |o

1
0
25 pg/mL 0
0
0

0

Ekstrakte edilmis keciboynuzu meyvesi 1929 fibroblast hiicrelerine verildi.
Apoptoz ve nekroz sonucu Cizelge 3.28’de gosterilmistir. Verilen pekmez miktar
arttikca apoptoz ve nekroz degerlerinde anlamli bir degisme olmadig1 gézlenmistir.

Sekil 3.21°de apoptoz — nekroz karsilastirilmast goriilmektedir.

Ekstrakte edilmis keciboynuzunun L.929 fibroblast hiicrelerinde % de
apoptoz-nekroz oranlari
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Sekil 3.21. Ekstrakte edilmis ke¢iboynuzunun L929 fibroblast hiicrelerinde % de apoptoz-
nekroz oranlari
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Keciboynuzu pekmezi uygulanmis kanser ve normal hiicrelerin apoptotik ve
nekrotik olarak mikroskoptaki goriintiileri  Sekil 3.22°de goriilmektedir. Bu
gorlntiilerde apoptotik hiicre c¢ekirdekleri parlak ve pargali, nekrotik hiicre
cekirdekleri ise turuncu gorinmektedir. Saglam hiicre ¢ekirdekleri yesil
goriilmektedir. Bu goriintiilere gore hiicrelerin apoptoz ve nekroz oranlari tespit

edilmistir.

Sekil 3.22. Kegiboynuzu pekmezi uygulanmis kanser ve normal hiicrelerinin 6rnek apotoz
nekroz goriintiileri.

A) 200 pg/ml kegiboynuzu pekmezi (1/10 oraminda syreltilmis) uygulanmis Apoptotik
fibroblast hiicrelerin fotografi (ok apoptotik hiicreleri gosterir),

B) 200 pg/ml kegiboynuzu pekmezi (1/10 oraninda syreltilmis) uygulanmis nekrotik
fibroblast hiicrelerin fotografi (ok nekrotik hiicreleri gosterir),

C) 200 pg/ml keciboynuzu pekmezi (1/10 oraninda syreltilmis) uygulanmis Apototik kanser
hiicrelerin fotografi (ok apoptotik hiicreleri gosterir)

D) 200 pg/ml kegiboynuzu pekmezi (1/10 oraninda syreltilmis) uygulanmis nekrotik kanser
hiicrelerin fotografi (ok nekrotik hiicreleri gosterir).
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TARTISMA VE SONUC

Akciger kanserinin Diinyadaki en yiiksek insidans ve mortalite oranina sahip malign
bir timor oldugu belirtilmektedir. Uluslararasi kanser arastirma ajansi verilerine
gore, Diinya genelinde 2012 yilinda 1.82 milyona yakin yeni akciger kanseri vakasi
oldugu ve tiim malign timorler arasinda ilk sirada yer aldigi belirtilmistir (YU ve
ark. 2019).

Kanserin tedavisi amaciyla kullanilan ilaclar noktasinda farkli yaklagimlar s6z
konusudur. Bu yonde yapilan bir degerlendirmede kanser ilaglar ile ilgili su bilgiler
paylasilmistir; konvansiyonel kanser ilaglarinin ¢ogu ile iliskili ciddi yan etkilerin
yani sira, bu ilaglarin ikincil toksisitesini gosteren kanitlar gz oniine alindiginda,
kanserli bireyler daha fazla dogal alternatiflere yonelmektedir. Benzer sekilde, ilag
endiistrisi kanseri tedavi etmek igin dogal iriinler arayisi i¢indedir. Anti-kanser
etkinligi bildirilen bitkisel iirlinlerin ¢ogunda, yiiksek seviyede polifenoller veya
giiclii antioksidanlar bulundugu bilgisi mevcuttur. Bitkinin antioksidan aktivitesinin,
ozellikle de polifenollerin, kanser Onleyici ilag kesif girisimlerinin odagi olmasi
gerektigi yoniinde yorumlanmistir (Demain ve Vaishnav 2011).

Bu c¢aligmada Ceratonia siliqua L. (harnup) bitkisinden elde edilen ii¢ farkli
farmasotik sekil tizerinde c¢alisilmis ve bunlarin antikanser etkisi incelenmistir.
Hsauna (2011) ve arkadaslar1 da yaptiklari ¢alismada Ceratonia siliqua L.nin kansere
karsi koruyucu etkisinin oldugunu aciklamiglardir. Elde edilen veriler belirli
dozlarda, belirli araliklarla ve kanserin belirli donemlerinde bu bitkinin
kullanilabilecegini gostermektedir.

Hsauna ve ark. tarafindan yapilan ¢caligmada Ceratonia siliqua esansiyel yaginin
bilesimindeki yirmi bes farkli madde tespit edilmistir.13 bakteri ve 8 mantar susunda
agar diflizyon ve et suyu mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak antimikrobiyal
degerlerine bakilmistir. Test edilen tirlere gore orta ve yiiksek derecede
antimikrobiyal etkisi oldugu gortilmiistiir. 7 °C de kiyilmig dana etine uygulanan bu
yagin antimikrobiyal etkisi acik bir sekilde gézlendigi belirtilmistir. Diger yandan iki
timor hiicresi olan Hela (insan servikal kanser) ve MCF-7 (insan meme
adenokarsinom) iizerinde; yine bizim kullandigimiz yontem olan MTT yontemi ile

sitotoksik etkisine bakilmustir. Ozellikle HeLa hiicreleri olmak iizere iki hiicre
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tirtinede gliglii inhibisyon goriilmiistiir. Ceratonia siliqua L.’nin antimikrobiyal ve
sitotoksik etkisinden dolayr gida ve ilag endiistrisinde kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Ceratonia siliqua L.’nin, HeLa ve MCF-7 hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi
gosterildigi bir c¢aligmada keg¢iboynuzu {irliniine ait konsantrasyon arttikca
sitotoksisitenin arttigi bulunmustur (Hsauna ve ark. 2011). Yapilan bu ¢alisma,
mevcut ¢alisma ile benzer sonuglar gosterdigi goriilmustiir. Ceratonia siliqua L. nin
farkli kanser hiicre hatlarinda benzer sonuglar verebilecegi diisiiniilmektedir.

Yine iilkemizde yapilan bir ¢alismada (Giimiishan Aktag 2018); MTT ydntemi
kullanilarak, kec¢iboynuzunun yaprak ve meyvelerinin etli kisimlarindan metanol ve
etanol ile hazirlanan ekstrelerin, HeLa hiicreleri {izerindeki antiproliferatif ve
sitotoksik etkileri aragtirilmistir. 48 saat siireyle ve farkli konsantrasyonlarda (200-
800 pg/mL) ekstre uygulamasinin ardindan canli hiicre sayilari tespit edilmistir. Elde
edilen bulgulara gére ke¢iboynuzunun metanolik ve etanolik yaprak ekstreleri HeLa
hiicrelerinin DNA sentezini inhibe ederek mitotik aktivitesini ve proliferasyonunu
baskiladigi ve etanolik meyve ekstresinin HeLa hiicrelerinin DNA sentezini azalttigi
belirtilmistir. Meyvelerinin bilesiminde karbonhidratlar, sekerler, seliilloz, azotlu
bilesikler, tanen ve sabit yag bulundugu belirtilmistir. Geleneksel tipta taze
meyvelerin ditiretik ve miishil; kuru meyvelerin, yapraklarinin ve dal kabuklarinin
ise antidiyareik etkileri nedeniyle kullanimi bildirilmistir. Ceratonia siliqua yaprak
ve meyvelerinden hazirlanan ekstraktlar ile yapilan ¢aligmalar sonucunda ekstraktin
antimikrobiyal, antifungal ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugu, ayrica apoptozu
indiikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bizim yaptigimiz
calismaninda bu ifadeler ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, sitotoksik
etkinin degerlendirilerek yeni ¢aligmalarin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Kegiboynuzu yaprak ve meyve ekstraktlarinin fenolik antioksidanlarca zengin
oldugu, sitotoksik ve antitiimoral etkisinin bu bilesiklerden kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. Karsilastirildiginda vanilik asitin meyve ekstraktlarinda daha fazla
oldugu anlasilmaktadir. Katesin hidrat, floridzin dihidrat, mirisetin, biitein,
naringenin, luteolin, 4-hidroksibenzoik asit ve salisilik asit yaprak ekstraktlarinda
meyveye gore daha yiiksek oranda tespit edilmis olup; resveratrol, gallik asit, ellajik

asit ve kurmin ise meyvede daha fazla miktarda bulunmustur. Kaempferol, oloropein,
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hidroksisinnamik asit, slimarin, 2-hidroksil,4-naftokinon, kurmin ve timokinon
sadece meyve ekstraktlarinda saptanmistir. Kuersetin miktarmin ise meyve ve
yaprakta benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak yapilan deneyler sonucunda ulasilan
bulgular bu bilesiklerden hangisi ya da hangilerinin katki sagladigini belirleyebilmek
icin ek caligmalar dizayn edilmesi gerektigi belirtilmistir (Giimiishan Aktas 2018,
Hsauna ve ark. 2011).

Ulkemizde yapilan baska bir ¢alismada mikroorganizmalara karsi kegiboynuzu
ektrelerinin antimikrobiyal ve sitotoksik etkisine bakilmistir. Etanol ile hazirlanan
ekstraktin giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi belirtilmistir. Etanol, metanol ve N-
heksan ile hazirlanan ekstraktlarin sitotoksik etki gosterdigi yorumu yapilmistir
(Kivegak ve ark. 2002).

Keciboynuzunun yani sira {iziim, narenciye, c¢ilek, kiraz, elma, erik, seftali,
kahve, kakao ve bazi sebzeler polifenolik igerige sahip ana lirtinlerdir. Baska bir
calismada ise kullanilan Ceratonia siliqua tiirlerinin farkli olmasinin fenolik bilesik
iceriginin degisebilecegini; buna bagl olarakta antioksidan, sitotoksik ve antitlimoral
ozelliklerinin degisiklik gosterebilecegi vurgulanmistir. Polifenolik  bilesimin
farklarinin bitkinin toplandigi bolgeden, bitki tiiriinden ve hazirlama seklinden
kaynaklanmaktadir. Hermafrodit agaclardan elde edilen kegiboynuzlar1 daha yiiksek
oranda polifenolik igerige sahiptir. Yiiksek sicakliga maruz kalan kegiboynuzu
trlinlerinin igerik bakimindan olumsuz etkilendigi belirtilmistir. Bu sebeple
ekstraksiyon ¢oziiciisli ve sicakligin yapilan ¢aligmalarda 6nemli oldugu belirtilmistir
(Stavrou ve ark. 2018).

Hajaji ve arkadaslar1 (2010), ke¢iboynuzu kabugunun ii¢ cinsi (spontan erkek,
spontan disi, asili disi) iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada fitokimyasal bilesenlere ve
antioksidan ozelliklerine bakmuslardir. Metanolde ham kabuk ekstresi; o6zellikle
spontan erkek cinsi en yiiksek antioksidan aktivite gdsteren ve polifenolik 6zellik
gosteren oldugunu belirtmislerdir. Bu c¢alisma ile kegiboynuzu meyvesi gibi
kabuklarininda antioksidan aktivite gibi birgok biyolojik etkiye sahip olduklarini
bildirmislerdir (Hajaji ve ark. 2010).

Yapilan bu calismada kec¢iboynuzu ekstraktinin uygulanan dozlarda hem normal
hiicrelere hem de kanser hiicrelerine karst anlamli olacak derecede toksik etki

gostermedigi tespit edilmistir. Ke¢iboynuzu 6zii ve pekmezinde ise kullanilan her
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oran ve bu oranlarin farkli miktardaki uygulamalarinda kanser hiicrelerine karsi
toksisite yliksek iken normal hiicrelere ise daha diisiik oranda toksik oldugu
gozlenmistir. Keciboynuzu ekstrelerinin doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu ve
hiicre kalitesini artirdig1 tespit edilmistir. Normal ve kanser hiicrelerine ke¢iboynuzu
0zii ve pekmezi direk uygulandiginda yiiksek oranda toksisite tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore seyrelme orani arttikga, iki ayr1 formda da toksisitenin diistiigi
gozlenmistir. Ayrica ke¢iboynuzunun fibroblastlarda toksik etkisi kanser hiicrelerine
gore daha yiiksek cikarken, konsantrasyon diistiikce fibroblast hiicrelerinde canliligin
artt1g1 ve kanser hiicrelerinde canliligin azaldig1 gézlenmistir.

Elde edilen sonuclara gore gerek normal hiicrelerde gerekse kanser hiicrelerinde
nekrotik 6liim apoptotik dliime gore daha yiiksek oranda elde edilmistir. Ozellikle
keciboynuzu ekstresinde apoptoz yok denecek kadar diisiik elde edilmistir.
Kegiboynuzu 6zii ve pekmezinde apotoz oranlari bir birine yakin elde edilmistir.
Ayrica nekroz orani yine seyrelme oranina ve uygulanan doza bagl olarak degistigi
gbzlenmistir. Yiiksek oranlarda nekroz yiiksek elde edilirken oran diistiikkge nekrozun
azaldig tespit edilmistir. Normal hiicrelerde apoptoz orani kanser hiicrelerine gore
daha yiiksek elde edilmistir.

Son yillarda saglik konusunda bilingli olan tiiketiciler, besin tercihlerinde
degisiklige giderek viicutta 6zel fizyolojik etkili olan, bazi hastaliklarin olusumunu
engelleyen, koruyucu, tedavi edici, ayrica viicudun temel besin 0Ogesi
gereksinimlerini karsilayan gidalar tercih etmektedir (Karagozlii ve Bayarer 2004)

Kec¢iboynuzunda bulunan potasyum, fosfor, kalsiyum gibi 6nemli mineraller,
besinsel lifler, tanenler gibi bilesenler ke¢iboynuzuna fonksiyonel 6zellik saglayan
bilesenlerdir. Ke¢iboynuzu meyvesi bu 6zellikleri ve igerdigi yararl bilesenlerden
dolay1, fonksiyonel bir gidadir. Ulkemizde, tamamen dogal yollardan yetisen
keciboynuzu meyvesi bu acgidan ele alindiginda, ¢ekirdekleri ayrildiktan sonra kalan
meyve kismi ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahip degildir. Ulkemiz sartlarinda
ke¢iboynuzu bitkisinin kolay yetismesi ve islenmesi nedeniyle; ozellikle akciger
kanseri gibi olgularda alternatif bir tedavi yaklasimi olarak degerlendirilebilecegi;

konuyla ilgili kapsamli ¢galismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.
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