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OZET

EHRLICH ASIiT TUMORU TASIYAN BALB/C IRKI FARELERDE Plantago
major L. EKSTRAKTININ ANTITUMORAL ETKIiSININ IN ViVvO OLARAK
ARASTIRILMASI

AFACAN, Isik Didem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Danisman: Dog. Dr. Mehmet OZASLAN
Ocak 2006, 108 sayfa

Diinyadaki 250 000 yiiksek yapili bitkiden ancak %10’u kimyasal ve farmakolojik
olarak aragtirllmig vinblastin ve irinotekan gibi bitkilerden tiirevlenen ¢ok etkili
antikanser ajanlar1 gelistirilmistir. Plantago major L.un antikanser etkisi ile ilgili
bir¢ok in vitro ¢alisma bulunmasina ragmen in vivo ¢aligmalara rastlanmamistir. Bu
calismada, P. major bitkisinin Ehrlich asit timoérii (EAT) tasiyan Balb/C 1rki farelere
gavaj yoluyla verilerek in vivoda antitiimoral etkisi arastirilmistir. Calismada 30 adet
Balb/C 1rk1 erkek fareden olusan iicli deney, ikisi kontrol olmak iizere bes grup
olusturulmustur. Deney gruplaria sirastyla 1x10° EAT hiicresi periton altina inokiile
edilmistir. Inokiilasyondan sonraki giinden baslanarak 10 giin siiresince hayvanlara
%1°lik (I.Grup), %2’lik (IL.Grup) ve %3’lik (III.Grup) konsantrasyonlu P. major
ekstreleri 0.1 ml/glin oral olarak verilmistir. (+) Kontrol grubuna sadece serum
fizyolojik uygulanmus, (-) Kontrol grubuna ise sadece 1x10° EAT hiicresi
uygulanmistir. Deney sliresince tiim gruplarin kilo degisimleri kaydedilmistir. 11.
giinde hayvanlar sakrifiye edilerek doku ornekleri alinmig ve Hematoksilen-eozin
boyamasini takiben patolojik incelemeleri yapilmistir. Grup 1. II. III ve (-) kontrolda
timor olusumundan dolay1 kilo artiglar1 gozlenmistir. Bu kilo artiglar1 en ¢ok (-)
kontrol grubunda saptanirken en az kilo artist ise Grup I’de tespit edilmistir.
Patolojik degerlendirmeler neticesinde de P. major ekstresinin (6zellikle %1°lik
konsantrasyonda) EAT olusumunu gozle goriiliir bir sekilde engelledigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Plantago major L., Ehrlich, antitimoéral, Balb/C.



ABSTRACT

ANTITUMORAL EFFECT OF Plantago major L. EXTRACT AGAINST
EHRLICH ASCITES CARCINOMA IN BALB/C MICE

AFACAN, Isik Didem
M. Sc. In Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
January 2006, 108 pages

Only ten percent of the approximately 250 000 species of higher plants have been
chemically and pharmacologically investigated and found effective anticancer
agents, which derived from plants such as vinblastin and irinotecan have been
provided in current days. Despite much reports about uses of Plantago major L. as
anticancer agents in vitro there is no report in vivo. In this study, we have
investigated antitumor activity of P. major extract in Ehrlich ascites carcinoma
bearing Balb/C mice in vivo. 30 male Balb/C mice were divided into 5 groups: three
of them were treatment groups and two of them were control groups (n:6). Treatment
groups and negative control group were injected with EAC (1x10°) intraperitoneally
to develop ascites tumor. Treatment with three doses of P. major (%1, %2 and %3
extracts, 0.1 ml/day/mouse) p.o. were given for ten consecutive days. The control
groups were treated with SF (0.1 ml/day/mouse). Body weight changings of all
animals were recorded. On the eleventh day, all animals were sacrified and their
tissues were stained with haematoxilen-eosin for pathological studies. Body weight
of group I, group II, group III and group negative control were increased because of
tumor boarden. The maximal weight increase was recorded in group (-) control and
the minimal weight increase was recorded in group I. Also pathologically studies
showed that P. major extract (especially %1 concentration) has inhibition effect
against EAC.

Key words: Plantago major L., Ehrlich, Antitumor, Balb/C.
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1.GIRIS

Kanser iizerine yapilan arastirmalar olduk¢a uzun bir gecmise dayanmaktadir. Bu
konu ile ilgili ¢alismalar, 14. yy’dan bu yana devam etmektedir. S6z konusu zaman
zarfinda aragtirmalar icin c¢esitli kimyasal bilesiklerden yararlanarak model
olusturmanin yaninda onkolojik bakimdan anlamli ilerleme kaydedebilmek ig¢in
kemoterapotik agidan somut sonuglara ulagsmak gerekmistir (Manso vd., 1958;

Sugiura, 1962).

Iste bu noktada, deneysel calismalarin mutlak gerekliligi karsimiza ¢ikar. Bu konuda
onemli olabilecek ilk kayitlar, 1889 yilinda yapilan timor calismalarindan elde

edilmektedir (Sugiura, 1962).

Onkoloji ¢aligmalarinda kullanilan spontan veya indiiklenen tiimor modelleri igin
cok sayida hayvan ve fazla miktarda maddi olanak ile uzun zaman gerektiginden, bir
cok arastirmaci tarafindan daha az tercih edilmislerdir. Bunun yaninda transplante
edilebilen tiimorler, s6z konusu dezavantajlari avantaja g¢evirdigi i¢in daha cok
kullanilir olmuslardir. Dolayisiyla 6zellikle 1950°li yillardan sonra transplante
edilebilen tiimdrlerin olugturdugu modellerin tercih edildigi kanser arastirmalar1 6n

plana ¢ikmaktadir (Zeybek, 1996).

Bu calismada kullandigimiz tiimér modeli EAT (Ehrlich Ascites Tumor, Ehrlich
Asit Tiimortil), transplante edilebilir bir timoér modelidir ve farelere 6zgii olmasindan
(Kaleoglu ve Isli, 1997; Zeybek, 1996) dolay1 EAT’nin calisilmasi tiimor
degerlendirmesi ve izlenmesi acgisindan kolaylik saglar. Calismamizda, ¢ok agresif
bir tiimor olan EAT nin asit formu kullanilmistir. Klinik durumlarda, asit olusumu
genellikle yumurtalik kanseri gibi ilerlemis kanserli hastalarda siklikla gozlenir
(Mycek vd., 1998). Intraperitoneal dagilim gdsteren asit birikimi bir kez olustugu
zaman prognoz kotlidiir. Abdominal parasentez hastanin semptomlarini azaltmak
icin gelistirilir. Fakat hastanin genel sartlarinin zayiflifina bagh olarak yeterli

miktarda  anti-tim6r  ila¢  verilemezken  tekrar  asit  birikimi  ¢ok



hizli gelismektedir (Mycek vd., 1998). Bu yiizden, asit tasiyan kanser hastalarinin

tedavisi i¢in yeni, efektif uygulamalarin gelistirilmesi son derece 6nemlidir.

Asirlardir, insanlar ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisinde tibbi 6zelliklere sahip dogal
iriinleri kullanmaktadirlar. Diger taraftan, modern tip ilag olarak her zaman sentetik
tirtinler kullanir. Tibbi 6zelliklere sahip cok sayida dogal {iriin diyetimizin bir
pargast olmustur ve bunlar kalitsal adaptif bir mekanizmayla yan etkisiz olarak
metabolize edilir. Bu durum allopatik tedavide kullanilan sentetik ilaglar i¢in gegerli
degildir. Bu da alternatif tip sistemlerinin 6rnegin Ayurveda (Yasam bilgisi)’ nin

kabul edilebilirliginin artis1 i¢in dayanak olusturur (Gururaj vd., 2002).

Dogal kaynaklar arasindan anti-kanser ajanlarinin arastirilmasi tiim diinyada basarili
bir sekilde devam etmektedir. Aktif bilesikler izole edilmistir ve gilinlimiizde insan
tiimorlerinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Etno-farmakolojik bilgiler, potansiyel
olarak sitotoksik aktiviteli bitkilerin arastirilmasi i¢in yardimci1 kaynak olarak

bildirilmektedir (Galvez vd., 2003).

Eski ve yeni literatiirler incelendiginde kansere karsi kullanilan bitkilerin 1400’iin
tizerinde oldugu goriiliir. Son senelerde Cruciferae, Compositae, Euphorbiaceae,
Cucurbitaceae, Leguminosae, Rutaceae, Apocynaceae, Rubiaceae bitkilerinin
karsinogenezisi etkiledigini bildiren raporlarin sayisi her gegen giin biraz daha
artmaktadir. Bu bitkilerin tliketilmesi ile insanlarda g¢esitli kanser tiirlerinin
insidansinin azalmasi arasinda iligki oldugu iddialar1 ve bu konuda yapilan bilimsel
caligmalar bulunmaktadir (Graham, 1983; Graham vd., 1978). Baska bir ¢alismada
bitkilerden izole edilen bazi maddelerin hayvanlarda karsinogenezisi inhibe ettigi

bildirilmistir (Bojal vd., 1982; Stoewsand vd., 1978; Wattenberg ve Loub, 1978).

Mikroorganizmalarin, bitkilerin ve deniz hayvanlari (deniz yildizi, mercan v.b.)’nin
anti-timor aktiviteleri 1950’lerin sonlarinda Birlesik Devletler Ulusal Kanser
Enstitiisii (United States National Cancer Institute NCI)’niin tesvik ve fonlari ile bir
calisma programina alinmistir. Program baslamasindan gilinlimiize kadar 114.000
bitkiden elde edilen 40.000 bitki ekstresinin anti-kanserojen etkileri arastirilmistir
(National Research Concil, 1982). Bu calismalarda Plantago spp.nin degisik

tiirlerinin kansere karsi ilag olarak kullanildigi rapor edilmistir.



Bu ¢alismanin amaci bu bitkinin halk arasinda kullanimini daha iyi anlamaktir. Bu
nedenle calismada Gaziantep Yoresinden toplanan P. major’'un inflizyon
kademelerinden sonra elde edilen ham ekstresinin anti-tiimoral etkilerini Mus
musculus Balb/c tiirii farelerde olusturulan sivi Ehrlich Ascites Timori (EAT)

tizerinde in vivo da testlemek amag¢lanmustir.

Yapilan literatiir taramalarinda P. major bitki ekstresinin deneysel bir tlimoér modeli
lizerine in vivoda anti-tiimdral etkisinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Bu nedenle, calismada Mus-musculus Balb/C tiirii farelerde olusturulan sivi timor

dokusunda P. major ham ekstresinin anti-tlimoral etkisi testlenmistir.

1.1.Deneysel Kanser Modellerinin Tarihcesi

Erken donem tibbi kayitlar incelendiginde kanserin bir hastalik olarak tanimlanmasi
tip tarihi kadar eskidir. Kanserin agiklanmaya c¢alisildigi yaklasik 7 adet papirus
incelendiginde, bu konuda bir dereceye kadar bilgi edinilebilmektedir. Kanser
calismalariyla ilgili ilk yazili kaynaklar olan bu papiruslar ancak 19.yy’da
aydinlatilabilmistir. 7 adet papirus i¢cinde dnemli yer tutan Edwin Smith ve George
Ebers papiruslarindan anlasildig: iizere M.O. 2500°1ii yillarda ilk kanser arastirmalari
baslamis, M.0.1600 civarinda ise bu arastirmalar yazili dokiimanlar halinde

toplanmastir.

M.0.400’lii yillara gelindiginde &zellikle Yunanistan ve Roma’da Hipokrat ve Galen
gibi biiylik hekimlerin i¢inde bulundugu arastirmaci doktorlarin kanser tanimlamasi
ve tedavisinde onemli gelismeler kaydettikleri géze carpmakta, kanserin tehlikeli

olan veya olmayan formlar1 bulundugundan bahsedilmektedir.

Bu donemde Hipokrat tiimorii bir yengece benzettigi i¢in kansere; Yunancada
yenge¢ anlamina gelen “karkinoma” (karsinoma) adini vermistir. Hipokrat’a gore
tiimoriin bir merkezi yapisi1 (govdesi) bulunmakta ve bu yapidan ¢ikan kollar: ile

tiimor etkisini viicudun ¢esitli bolgelerine ulastirmaktadir.

Hipokrat ve Galen’in hizli ilerleme gosteren calismalarindan etkilenen Istanbul,

Kahire, Iskenderiye ve Atina’daki diger hekimler arastirmalarmni kanser iizerine



yogunlastirmislardir. M.S.1000°li yillarin baslarinda Tiirk alimi Ibn-i Sina’nin kisaca
“Kanun” diye adlandirilan ve 12.yy’da Latinceye de gevrilen eserinde tedavi ve

farmakolojik agidan kansere yaklasimi gbze ¢arpmaktadir.

16.yy’a gelindiginde beyaz arsenik ve arap zamkindan olusan bir merhem ile kanserli
derinin tedavisinde uygulamalar yapilmistir (Marsden’ in merhemi). 20.yy’in erken
donemlerinden itibaren “giiniimiizde dahil” canli organizmalarin yapi, fonksiyon ve
kimyasinin aydinlatilmasiyla birlikte kimyasal karsinojenler, hiicre kiiltlirii, tani
teknikleri, kemoterapi ve genetik manipiilasyonlar gibi alanlarda kanser arastirmalari

hiz kazanmustir.

Diger yandan 19.yy’la beraber, 6zellikle kimyasal karsinojenlerin kullanildigi, ilk
kayith, deneysel kanser calismalar1 goze ¢arpmaktadir. 1874-1878 yillar1 arasinda
Edinburgh Universitesi biinyesinde tavsanlarda meme kanseriyle ilgili arastirmalar
yapilmig, 1910-1915 yillarinda ise; Jensen, Murray, Ehrlich, Little gibi bilim
adamlarinin  gelistirdigi deneysel kanser modelleri kullanilmaya baslanmigtir

(spontan veya indiiklenmis tiimér modellert).

Ehrlich, 1907 yilinda, albino bir farenin meme bezinden ¢ikartilan Ehrlich Mouse
Carcinoma’dan tiiretilen EAT modelini ortaya koymustur. 1911 yilinda Tokyo
Universitesi'nden tavuklarda viral kaynakli kanser modeli uygulamalar1 olmustur.
1915 yilinda yine Tokyo Universitesi’nde tavsan derisine ilk defa kimyasal
karsinojen (kOmiir katrani) uygulanmistir. 1910-1915 yillarinda Jensen’in “Jensen
Rat Sarcoma” y1 deneysel kanser ¢aligmalarina kazandirdigr goriilmektedir. 1950’11
yillardan sonra Wilm’in, transplante edilebilen sigan renal tiimoriinii kullanmaya
baslamasiyla transplante tiimor modelleri 6n plana ¢ikmigtir. Bununla birlikte ortaya
konan degisik timor modellerinin gelisimi ile birlikte ¢esitli anti-karsinojen ajanlarin
denenmesinde hizli bir artis gozlenmistir. 1940’11 yillarin ortalarinda Gilman’in
lenfomaya kars1 alkillenmis ajanlarla yaptig1 sistemik kanser tedavisi ilk énemli ilag

etkilerini ortaya koymustur (Zeybek, 2003).



1.2. Ehrlich Asit Tiimorii (EAT)

Gilintimiizde de tedavide basarili olmak ve kansere karsi yeni yontemler gelistirmek
lizere yapilan caligmalar deney hayvanlarinda olusturulan bu deneysel hayvan
tiimorleri iizerinde sirdiiriilmektedir. Elde edilisinden bu yana pek c¢ok arastirmaya
konu olan deneysel hayvan tiimorlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede
spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmis (Aktas, 1996; Taskin, 2002)
ve Ehrlich & Apolant (1905) tarafindan timoér pargalari fareden fareye deri altina
transplante edilerek deneysel tiimor haline getirilmistir. 1932 yilinda Loewenthal ve
Jahn (1932) bu tiimoriin farelerin peritonunda sivi halde biiyiiyen formunu elde
etmeyi basarmiglar ve peritonda hiicrelerin yani sira asit sivisi da olustugu i¢in timor
Ehrlich Ascites Tiimorii adini almigtir. Lettre vd. (1972) yaptigi calismalarla 2.Diinya
savast sirasinda hem bu tiimoriin devamini saglamis hem de timori kalitatif ve
kantitatif bakimdan kanser arastirmalar1 i¢in uygun bir test sistemi haline getirmistir.
1948 yilindan sonra ise EAT hiicreleri arastirmalarda kullanilmak {izere hizla

diinyadaki arastirma enstitiilerine yayilmistir.

EAT diferansiye olmamis bir tiimordiir. Transplante edilebilme orami yiiksek olan,
regresyon gostermeyen, hizli proliferasyona, kisa yasama siiresine sahip, %100
olime gotliren ve imminolojik acidan tiimor spesifik transplantasyon antijenleri
(TSTA)’ ne sahip olmayan (Kaleoglu ve Isli, 1977) bu tiimériin orjinali
hiperdiploiddir. 1953’te Haucscka (Lettre vd., 1972), kromozom sayis1 tetraploid
olan bir alt soy elde etmistir. Sonraki yillarda baz1 ¢aligmalar diploid , hipertetraploid
(Lennartz vd., 1968), hipotetraploid (Burns, 1968) altsoylar1 ile de yiiriitiilmiistiir.
Lettre ve Kramer (1972) kolsisine (colchicine) direncli tiimor 1rkin1 ve Sholz (1972)
ise, glikojen (+) ve glikojen @ Ehrlich tiimor irklarini elde etmeyi basarmiglardir

(Aktas, 1972).

Tiimor hiicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra orada
cogalmalar1 ile neoplastik hiicreler ihtiva eden bir efflizyon meydana gelmesi, asit
terimi ile ifade edilir. Genellikle timdrler tekrarlayan pasajlarla viriilanslarini
arttirirlar. Bu gibi tiimorlerin biiylime hizi artar. Differansiasyon gitgide kaybolur,
gelismeyi kontrol eden baslica mekanizmalardan siyrilir, heterotransplantabilite

kabiliyeti kazanir ve nihayet asit formuna déniisebilirler (Kaleoglu ve isli, 1977).



Asit, gri-beyaz bazen hafif kanli goriiniimde koyu bir sividir ve 0.1 cc’de yaklasik 10
milyon neoplastik hiicre icerir (Kaleoglu ve Isli, 1977; Aktas, 1996).

EAT’nin s1vi formunun elde edilmesiyle birlikte, ¢alismalarda yogun bir sekilde sivi
timor kullamilmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen
sayidaki hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir (Klein, 1951).
Dolayisiyla aligilmig basit sayma yontemleriyle hem transplante edilen timor hiicre
sayis1, hem de olusan tiimor biiyiikliigiinli kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin

olmaktadir (Ekinci, 2000).

EAT amaca gore asit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger timor
hiicresi iceren asit sivist deney hayvanina i.p. yolla enjekte edilirse asit form, s.c.

yolla enjekte edilirse solid form elde edilir (Okay, 1998; Zeybek, 1996).

EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda siispansiyon halinde ¢ogalirlar ve in
vitroda yapay yiizeylere yapismazlar (Aktas, 1996; Lazebnik vd., 1991; Song vd.,
1993; Vinuela vd., 1991). Pasajdan 4-6 giin sonra asit olusmaya basladigi
anlagilabilir ve toplam 5-12 cc asit tesekkiil eder (Glimiishan, 2002).

EAT hiicreleri, farenin peritoneal bosluguna inokulasyonu takiben 2 fazda gogalirlar.
Bu fazlar, hiicre sayisinin eksponansiyel olarak arttig1 cogalma fazi1 ve bunu izleyen,
hiicre sayisinin hemen hemen sabit kaldig1 plato fazidir (Siems, 1993; Grune vd.,
1992; Lazebnik vd., 1991; Skog vd., 1990; Tannock, 1961). Yapilan arastirmalarda,
3x10° EAT hiicresinin intraperitoneal enjeksiyonundan sonra hiicre sayismin 9. giine
kadar eksponansiyel olarak arttigi, 9. ve 10. giinden itibaren de plato fazina girildigi
goriilmiistiir (Bulan, 1990; Altun, 1996; Oner, 1985). Baska bir arastirmada ise EAT
hiicrelerinin ¢ogalma hizlar1 4 faz olarak karakterize edilmistir. Burada 107 tiimér
hiicresinin intraperitoneal enjeksiyonunu takiben 4 ile 5 giin siiren logaritmik faz, 5.
ile 13. giinlerde hiicre sayisinda onemli bir artisin gozlemlenmedigi plato fazinin
takip ettigi ve 13. ile 15. giinlerde hiicre sayisindaki gegici artisi, 15. ile 18. giinlerde
2.plato fazinin izledigi bulunmustur (Sizikla vd., 1981).

EAT hiicrelerinin in vivo ortamda ¢ogalma periyotlar1 boyunca zamana bagli olarak

hiicre kinetiklerinde meydana gelen degisiklikler incelenmis ve 2 giinlik EAT



hiicrelerinde T4 ( hiicrelerin 2 kat olma zamani): 12 saat, GF ( ¢ogalan fraksiyon):
%91-100, T, ( hiicre siklus zamani): 12 saat, o ( hiicre kaybi1): 0 olan degerlerin, 6.
giinde Tq4: 60 saat, GF: %90-100, T.: 42-44 saat, o: 25-30 ve 10 giinliik tiimoérlerde
Tq: 6 giin, GF:%60-100, T.: 83 saat, o: 20-40 oldugunu gostermektedir (Bulan, 1990;
Kin, 1971; Tannock, 1969). Tiimor hiicrelerinin transplantasyonlarindan sonraki 2.
ve 13. giinlerde *H-timidin kullanilarak yapilan diger bir arastirmada, 13. giinde
hiicre siklus siiresinin arttig1 ve DNA sentez fazinin da oldukca uzadigi gosterilmistir

(Peel ve Fletcher, 1969).

EAT hiicrelerinin ¢ogalma fazindan plato fazina gecisleri boyunca, hiicre
kinetiklerinde meydana gelen degisikliklerin disinda, yapisal bozulmalar (Schmidt
vd., 1991; Schwendel vd., 1994; Senger vd., 1983; Siems vd., 1989; Siems vd., 1993;
Subiza vd., 1989; Segura vd., 2001; Latha vd., 2000; Justo vd., 2000; Justo vd.,
2003; Aktas, 1996), mitokondri sayisinda azalma (Schmidt vd., 1991; Schwendel
vd., 1994; Siems vd., 1989; Siems vd., 1993), DNA ve RNA biyosentezinde azalma
(Bulan, 1990; Schmidt vd.1991; Siems vd., 1993; Aktas, 1996; Siems vd., 1989),
intraselliiler piirin, pirimidin niikleotidleri, niikleosidleri ve bazlarinin kayb1 (Grune
vd., 1992; Schmidt vd., 1991; Schwendel vd., 1994; Siems vd., 1989; Siems vd.,
1993), ATP igerigi ve ATP doniisiimiinde azalma (Siems vd., 1989; Siems vd., 1993;
Skog vd., 1989), protein sentezinde azalma (Burns, 1969; Haris vd., 1970; Schmidt
vd., 1991; Siems vd., 1993; Skog vd., 1989), timidin kinaz aktivitesindeki azalmadan
dolay1 timidin konsantrasyonunda artis (Skog vd., 1990; Szikla vd., 1981; Aktas,
1996), glutatyon (GSH) igeriginde azalma (Estrela vd., 1992; Marquez vd., 1989;
Lobo vd., 2000) ve trigliseritlerin, kolesterol esterlerinin ve serbest yag asitlerinin
artmasi (Balint ve Holczinger, 1984; Aktas, 1996) gibi morfolojik ve metabolik
degisiklikler meydana gelir (Aktas, 1996).

Bu degisikliklerin yan1 sira immiin cevapta da derin degisiklikler meydana gelir. Bu
gorliste, NK ve T hiicre cevaplarinda dramatik bir inhibisyonun baskilanmis
makrofajlar ve down-regiilator hiimoral faktorlerde bir artisa paralel olarak meydana
geldigi rapor edilmistir (Parhar ve Lala, 1988; Subiza vd., 1989; Fecchio vd., 1990a;
Fecchio vd., 1990b; Segura vd., 1997; Segura vd., 2000; Justo vd., 2000; Ruiz De
Morales vd., 1999).



EAT hiicrelerinin sayilari ¢cogalma periyodu boyunca hizli hiicre boliinmeleri ile artar
ve periton boslugunu doldururlar. Tiimdr hiicrelerindeki bu ¢ogalmaya paralel olarak
asit sivisinin birikimi de meydana gelir. Belli bir zaman sonra da konak hayvan hem
timor hacminin olusturdugu basing hem de tiimdriin organizmaya verdigi hasar
sonucunda dliir (Oner, 1985; Altun, 1996; Aktas, 1996). Cogalma fazindan plato
fazina gecisleri boyunca EAT hiicrelerinin canlilik oranlarinda énemli bir azalma

ortaya ¢ikmamaktadir. (Schmidt vd., 1991).

Asit sivisinin birikiminde, tiimor hiicrelerinin asit sivisinin birikimini ilerleten bir
vaskular permeabilite faktoriinii salgilamasi olayi, tiimor asit sivilarinda incelenmis
ve sonu¢ olarak; bu hayvanlarin periton boslugunda bulunan damarlarin kontrol
hayvanlardaki ayn1 damarlara oranlara 6nemli derecede fazla permeabilite gosterdigi
bulunmustur. Artan bu permeabilitenin, normal plazma veya serumda bulunmayan
etkili bir permeabilite faktoriiniin asit sivisindaki mevcudiyetinden dolay1r oldugu

tespit edilmistir (Senger vd., 1983).

Ehrlich asit sivisinda timér ¢ogalmasi boyunca timidin kinaz aktivitesinin
azalmasina paralel olarak timidin miktarnin da yiikseldigi goriilmiistiir (Skog vd.,
1990; Aktas, 1996). Tiimor ¢ogalmasinin erken evresinde peritoneal sivilarin zayif
sekilde yada hi¢ immiin baskilayic1 aktivite gdstermemelerine ragmen, terminal
sathadaki Ehrlich asit sivilarinin immiin baskilayici olduklar1 da tespit edilmistir
(Gabrilovac vd., 1982; Parhar ve Lala, 1988; Subiza vd., 1989; Fecchio vd., 1990a;
Fecchio vd., 1990b; Segura vd., 1997; Segura vd., 2000; Justo vd., 2000; Justo vd.,
2003; Ruiz De Morales vd., 1999).

EAT hiicre ¢ogalmasinin plato fazinda azalmasi ile asit sivisi birikimindeki artig
arasinda bir korelasyon bulunmaktadir. Lazebnik ve ark. (1991), yaptiklar
arastirmada, in vivo sartlarda tiimor ¢ogalmasinin plato fazinda hiicrelerin geriye
doniisiimlii  olarak ge¢ G, fazinda biriktiklerini ve bu donemde asit sivisi
uzaklastirildigi taktirde senkron olarak mitoz fazini gegirip G; fazina girdiklerini
tespit etmistir. Yine ayni arastirmacilar in vitro sartlarda ortamin asit sivisi igermesi
durumunda, hiicrelerin G; ve S fazlarin1 gegirdikten sonra G, fazinda biriktiklerini de
gozlemlemislerdir. Bu bulgulara dayali olarak, Ehrlich asit sivisinin hiicre siklusunu
G, fazinda durduran onemli bir faktor veya faktorler igerdigini ileri stirmiislerdir

(Lazebnik vd., 1991). Bu konudaki diger bir calismada da EAT hiicrelerinin G, ve



gec S fazlarinda birikimlerine paralel olarak, ayni zamanda hiicre siklusundaki

uzamanin da eslik ettigi gosterilmistir (Benndorf vd., 1988).

Ehrlich asit tiimdri tastyan farelerde, ¢ogalmanin plato fazinda asit sivisinin cogunun
bosaltilmasi ile tiimoriin ¢ogalmasinda yeni bir artis meydana gelir (Burns, 1968;
Burns, 1969; Bichel, 1971). Bu artis eger ayn1 tiimdrii plato fazinda tastyan bir diger
fareden alinan hiicresiz asit sivis1 enjekte edilirse yeniden inhibe edilir (Bichel, 1970;
Bichel, 1971; Burns ve Solofy, 1970). Bu bulgular da asit sivisinda ¢ogalmay1 inhibe
eden bir faktoriin mevcut oldugunu gostermektedir (Bichel, 1971). EAT hiicrelerinin
inkiibasyon sartlar1 altinda protein sentezini geriye doniisiimlii olarak inhibe eden bir
faktorii ortama saldiklarini ve bu faktdriin ¢ogalan EAT hiicrelerini ¢cogalmayan

hiicreler haline transforme ettigi gosterilmistir (Werner vd., 1973).

Altun (1996), EAT’li farelerde tiimor yasina bagl olarak kemik iligi hiicrelerinde
¢ogalma hizinin inhibe oldugunu tespit etmistir. Bu bulgu, Ehrlich asit sivisindaki
inhibitdr faktorlerin konak hayvanin normal hiicre populasyonlarina da etkili

oldugunu gostermektedir.

Bu aragtirmalarin diginda, inhibitor etkinin gézlemlenmedigi, hatta biiylimeyi tesvik
edici nitelikte sonuglarin elde edildigi calismalar da mevcuttur. Altun, EAT’li
farelerde karaciger rejenerasyonunu da incelemis ve tiimdral biiylimenin rejeneratif
biiylimeyi stimiile edici bir etkiye sahip oldugunu tespit etmistir (1996). Gabrilovac
vd. (1982), EAT transplantasyonundan sonra 4. ve 6. giinlerde elde edilen peritoneal
stvilarin, in vitro ortamda Ehrlich karsinoma hiicrelerinin ¢ogalmalari tizerinde etki
gostermemesine karsilik, timdr transplantasyonundan sonraki 15. giinde toplanan
peritoneal sivilarin hiicrelerde DNA sentezini arttirdigini1 gostermislerdir (Gabrilovac
vd., 1982). Burns vd. (1983), tiimoriin hiicresiz sivisindan izole edilen Ehrlich ascites
karsinoma faktorii (EACF) etkisi ile, yetiskin farenin karaciger ve diger
dokularindaki DNA sentezinin baslamasini arastirmiglar ve in vivo ortamda bu
faktoriin mitojenik etkisi sonucunda, yetiskin farenin karaciger, submandibular bez,
eksorbital gbz yasi bezi ve dil epitelinde DNA sentezinin basladigini tespit
etmislerdir (Yeh vd., 1985).

Donenko vd. (1992), Ehrlich karsinomu ve teratoma T-36’nin in vivo ¢ogalmasina

Ehrlich tiimor hiicreleri diyalizatinin ve asit sivisinin etkilerini aragtirmiglar ve sonug



olarak, hem asit sivisinin hem de diyalizatin timor hiicrelerini in vivo ortamda
koruyabilecegini gdstermislerdir. Kontrol ile karsilagtirildigi zaman, EAT diyalizati

ve asit s1vist timor ¢ogalma oranint %195 ve %153 e yiikseltmektedir.

1.3.Kemoterapi

Modern tipta kanser tedavisi icin birkag metot olusturulmustur; kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi gibi. Kemoterapi gilinlimiizde kanser tedavisinin en etkili

metodu olarak diistiniilmektedir (Ajith ve Janardhanan, 2003).

Her y1l 1 milyon yeni kanser hastasi teshis edilmektedir. Bu hastalarin %25’inden az1
tek basina cerrahi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan
hastalarin biiyiikk bir boliimiine hastaligin  herhangi bir evresinde kemoterapi
uygulanmaktadir. Kanser hastalarinin kii¢iik bir boliimiinde ( yaklasik %10) kanserin
tipi nedeniyle kemoterapi ile tam sifa veya uzun bir iyilesme donemi (remisyon)
saglanabilmektedir. Kanser hastalarinin ortalama 5 y1l yasama sanslar1 yaklasik %40
kadardir ve kardiyovaskiiler sisteme ait hastaliklardan sonra kanser, 6liimlerin en sik

ikinci nedenidir (Mycek vd., 1998).

Kanserin ilagla tedavisi anlamina gelen kemoterapinin ana ilkesi tiimor hiicrelerine,
hastanin normal hiicrelerinden daha fazla etki ederek normal hiicrelere zarar
vermeden veya minimum diizeyde etki ederek tiimdr hiicrelerinin biiylimesini ve
cogalmasini durdurmak veya onlar1 yok etmektir (Kayaalp, 1996). Dolayisiyla amag,
kullanilan ilaglarla tiimdriin biliylimesini engelleyecek letal toksik etki saglamaktir.
Genellikle hiicre replikasyonunu saglayan metabolik olaylarin engellenmesi
amagclanir. Ideal olarak bu ilaglarin sadece malign hiicreleri etkilemesi amagclanir.
Ancak kullanimda olan ilaglar kanser hiicrelerine spesifik etki gdsterememekte ve
prolifere olan tiim normal ve anormal hiicreleri etkilemektedirler. Bu nedenle kanser
kemoterapisinde kullanilan ilaglarin hepsinin toksik ve tedavi edici etkilerinin doz-

yanit egrileri diktir.

Kemoterapinin amaci tam sifa saglanmasidir. Bunun anlami uzun doénemde
hastaligin tekrarlanmamasidir. Sifa i¢in tim neoplastik hiicrelerin viicuttan

temizlenmesi gerekir. Eger sifa saglanamazsa tedavi palyatiftir yani hastaliga bagl



sikayetlerin giderilmesine ve yasami tehdit eden toksisiteden korunmasina yoneliktir.
Bu sayede hastanin miimkiin oldugu kadar normale yakin yasamasi saglanmaya

calisilir.

Bu yiizden, eger tiimdr yayilmis ve cerrahi olarak tedavi edilmesi miimkiin degilse
kemoterapi uygulanir. Ayn1 zamanda, mikro-metastazlarin 6nlenebilmesi i¢in cerrahi

veya radyasyon tedavisinden sonra uygulanmaktadir.

Kemoterapiye en duyarli olan tiimorler iyi diferansiye olmamis ve hizli biiyiiyen
timorlerdir (Mycek vd., 1998). Bununla birlikte, bir¢ok kanser kemoterapdtikleri

hastanin normal hiicrelerini ciddi sekilde etkiler (Mascarenhas, 1994).

Ormegin; giiniimiizde kanser tedavisinde sitostatikler intraseliiler hedeflere
odaklanmistir ve etki mekanizmalar1 dogal hiicre hasarina dayanmaktadir. Fakat bu
ilaglara bazi tiimor tiirlerinin direngli olmasi ve yine bu ilaglarin normal hiicrelerde
de ciddi hasarlar olusturmasi (hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik v.b. etkiler)

kanser tedavisinde yeni se¢enekler arama zorunlulugu getirmistir (Solni vd., 1998).

Bilim adamlar1 kanserle ilgili ¢alismalarda ideal ilaci, yani normal hiicreye en az
diizeyde etki yapan ilact bulmak odaginda yogunlasmislardir (Giimiishan, 2002). Bu
yilizden, glinlimiizde dogal iirlinlerin kullaniminin kanser kontrolii ve yok edilme

programinda ¢ok degerli oldugu diisiintilmektedir (Suffnes ve Pezzuto, 1991).

Kanser kemoterapisi heniiz yarim yiizyillik bir klinik ge¢mise sahip olmasina
ragmen, bu amacla kullanilmak {izere binlerce kimyasal madde incelenmistir. Ancak
cesitli 6zelliklerine gore siniflandirilan bu kimyasal maddelerden bugiin sadece ¢ok

az1 kanser kemoterapisinde ilag olarak kullanilmaktadir (Oner, 1985).

Kemoterapinin baglica eksiklerinden biri immiin sistemin baskilanmasidir
(Devasagayam ve Sainis, 2002). Genis cesitlilikteki bilesikler, immiin cevaplari
etkinlestirme kabiliyetindedirler. BCG gibi bakteriyel orijinli klasik adjuvantlarin
kanser tedavisinde terapotik etki olusturdugu gosterilmistir. Fakat etki, yiiksek dozda
BCG  verildiginde tiimoér gelisiminin artisi, hepatik granuloma indiiksiyonu,
karaciger disfonksiyonu gibi hastada ¢ok sayida istenmeyen yan etkiye bagli olarak
stnirhdir (Ribi vd., 1981). Levamizol ve interferonlar gibi kimyasal ajanlar

1970’lerin ortalarinda ve 1980’lerin baslarinda kanser tedavisi i¢in genis kullanim
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alan1 bulmustur (Gomi vd., 1983). Immiinolojik etkilere ragmen yardimci olarak
levamizol (Stevenson vd., 1991), sadece levamizol tedavisi yada interferonlu
kombinasyonu (Kirkwood ve Ernstaff, 1990) hicbir 6nemli klinik yarar
gostermemistir. Sitokinler hem hiimoral hem de hiicre aracili immiin cevaplarin etkili
fonksiyonlar1 ve indiiksiyonunda kritik rol oynarlar. Kanser hastalarinin tedavisinde
IL-2, IL-4, IL-7’nin immiin modiilator 6zelligi, kullanimlarin1 arttirir. Fakat KVS
toksisitesi, pulmoner toksisite, hematolojik toksisite gibi tek ve farkli yan etkileri
kullanimlarint sinirlar (Ognibene vd., 1988; Rosenberg vd., 1994). Uzun periyotta
yan etkisiz yada az yan etkili kullanilabilen immiin modiilatorler kanser terapisinde

takdir edilir kullanimdadirlar.

Bazi medikal bitkilerin farkli yollarla immiiniteyi tetikledigi gosterilmistir. Spesifik
hiicresel ve hiimoral immiin cevabi arttirdiklar1 gosterilmistir (Duke, 1985). Diisiik
toksisite ve yliksek medikal etkilerinden dolay1 bitkisel ilaclar1 kabul etmek i¢in
biiyliyen bir akim vardir. Bitkilerin medikal dneme sahip olduklari bir ¢ok arastirici
tarafindan bildirilmigtir (Bhakuni vd., 1969; Rastogi ve Dhawan, 1982; Quasney vd.,
2001).

Tipta bitki preparasyonlarinin kullanimi, halk arasinda ¢ok eski zamanlardan beri
kullanimina dayanan biiyiik tarihsel bir mirasa sahiptir (Sufffiness ve Douros, 1982).
Doga, daktinomisin ve doksorubisin gibi mikroorganizmalardan ya da vinblastin,
irinotekan, topotekan, vinkristin, taksanlar gibi bitkilerden tlirevlenen son

zamanlarda genis kullanim alanina sahip olan birgok etkili anti-kanser ajan1 saglar.

Flora galigmalar1 gelismesine ragmen yaklasik 250.000 yiiksek yapili bitki tiiriinden
sadece %10’unun kimyasal ve farmakolojik olarak arastirildigi sanilmaktadir. Dogal
kaynaklardan yeni toksik ajanlarin arastirilmasi diinyadaki bilim adamlar1 arasinda

isbirligiyle devam etmektedir (Cragg ve Newmann, 1999).

Spesifik anti-timoral ajanlar olarak bitkilerin kullanimlar1 hakkindaki raporlar,
kanserin tam olarak kompleks bir bulgular ve semptomlar serisi iceren bir hastalik
olmasindan dolayr az bulunur. Buna dayanarak, deri hastaliklari, inflamasyon,
infeksiy0z, parazitik ve viral hastaliklar gibi etno-farmakolojik kullanimlar, kanser

yada bir kanser semptomuna bagli meydana gelen hastaligi yansittiklart igin
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antitiimoral bitkilerin kullanim alani olarak sayilabilirler (Cordell vd., 1991; Popoca

vd., 1998).

Bitkiler farkli hastaliklara karsi ilag olarak Arjantin dogal populasyonlari1 arasinda
uzun zamandan beri kullanilmaktadir. Gilinlimiizde hala kirsal populasyonlar
tarafindan da kullanilmaktadirlar (Rufa vd., 2002). Onemli farmakolojik dzelliklere
sahip olan P. major, ise Kiiba populasyonlar1 tarafindan siklikla kullanilmaktadir

(Roig, 1974).

1.4.Plantago major L. (Biiyiik Sinirli Otu)
1.4.1. Botanik Bilgileri

Plantago major L. (Plantago major ssp. major L.), Plantaginaceae familyasina ait
cok yillik bir bitkidir. Halk arasindaki ads; biiyiik sinirli ottur (Rufa vd., 2002). Boyu
15 cm civarindadir fakat gelisim habitatlarina bagh olarak cok farkli olabilir.
Yapraklar rozet seklinde ve ovattan eliptikale dogru paralel damarlidir (Andary vd.,
1982; Anderson, 1986a; Anderson, 1986b; Angelov vd., 1980; Aspinall, 1973).
Yapraklar tliysiiz ve tam yada diizensiz dentat marjinlidir. Cigekler, kollara

ayrilmayan uzun basaklar lizerinde kii¢lik ve kahverengi-yesil renklidirler.

P. major riizgarla tozlasir ve her bitki 20,000 in tlizerinde tohum iiretir (Faegri, 1970;
Tutin vd.,1976). Tohumlar ovat sekilli, olduk¢a kiiciik (0,4-0,8 x 0,8-1,5 mm) ve
hafif aci1 tatlidir. Tohum endospermi yag ve protein dolu hiicre liimeni olan oldukga
kalin seliilozik duvarlara sahiptir. Bu, tohumun biyiikk kismini olusturur ve
embriyoyu tamamen sarar. Tohumlar kapsiiller i¢ine yerlesmislerdir (her kapsiilde 8-
16 tane) ve nemli havalarda tohum kabugunda bulunan polisakkaritlerin sigmesine
bagl olarak yapiskan bir hal alirlar (Qadry , 1963). Bu durumda tohumlar insan ve

hayvanlara yapisabilirler ve bdylece yayilirlar.
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1.4.2. Tarihgesi

Polen iizerine yapilan arastirmalar P. major un yaklasik 4000 yil 6nce tas devrinde
ilk ilkel kiiltiir tarlalarina introduksiyonuna paralel olarak Iskandinav iilkeleriyle
tanistigin1 gostermektedir (Jonsson, 1983). P. major, insanlar tarafindan Avrupa’dan
tiim diinyaya yayilmistir. Hintge ad1 “white man’s footprint” (beyaz adamin ayak izi)
tir, ¢linkii Avrupalilarin gegtigi her yerde bulunmuglardir. Ayak tabani anlaminda

olan Latince “planta” dan gelen Plantago cins adina adapte edilmistir.

P. major pek ¢ok insanin sadece yabanci bir ot olarak bildigi bir bitkidir. Fakat P.
major ayn1 zamanda asirlardir bilinen eski bir tibbi bitkidir. Iskandinavya’da bu bitki
genellikle yara iyilestirici 6zelliklerinden dolayr taninir. P. major’un Norvegce ve

Isvecee yaygin ismi “iyilestirici yapraklar” anlaminda “grobland”dur.

Yara iyilesmesinde P. major’un geleneksel kullanimi oldukga eskidir. I.yy’da Grek
fizik¢i Dioscorides tarafindan “De materia medica” da tanimlanmistir. Yapraklar
kopek 1siriklarinin tedavisinde verilmistir (Roca-Garcia, 1972). “Vélsuga saga” dan
Vikinglerin yara iyilestirmek i¢in P. major yapraklarini kullandiklar1 bilinir (Nielsen,
1969). IX.yy’da islami yazar Ebu Said El Agsmai, Kitab iil Nebat Ve’l Secer’de ve
Ali ibni Rabbban El Tebari ise Firdevs El Hikmet’te P. major’dan bahsetmistir.
X.yy’da Ibn Sina, Kanun Fit Tib ve Kitab iis Sifa’da bu bitkiyi tanimlamistir. P.
major XII-XIILyy’larda islami yazar ibn El Baytar tarafindan da Kitab il Camiti
Eduiyetil Miifredete’de Basit Ilaglar olarak tanimlanmustir (Fleurentin ve ark.,1983).
Danimarka’dan Henrik Harpestreng (1 1244) “Liber Harbarum™ da P. major un yara
tyilestirici oldugunu yazmustir. Balli karisimi yaralarin iizerine siiriilmek igin
Onerilmistir. Yagda kaynatilmis halinin icilmesi ve taze olarak yenmesinin insan

viicudundaki herhangi bir organi iyilestirebildigi bildirilmistir (Nielsen, 1969).

Shakespeare zamaninda da genis bir kullanima sahiptir ve Shahespeare’in oyunu
“Romeo ve Juliet” de gegmektedir, 1592-1609 Perde I, Sahne II:

Romeo: Your plantain leaf is excellent for that. (Plantago yapragi bunun ig¢in
mitkemmeldir).

Benvoleo: For what, I pray thee? (ne i¢in, dyleyse sana dua ederim).

Romeo: For your broken shin. (incinmis incik kemigin igin).
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P. major, Simon Paulli tarafindan “Flora Danica” da ¢ok etkili yara iyilestirici bir
ilag olarak tanimlanmistir. O zamanda kiiciik ¢ocuklarin bile bildigi kullanimi1 ¢ok
yaygin olan bir tibbi bitkidir. Damarlarin yapraklardan ¢ekilip ¢ikarildig: ve kalan
kismin sabah ve aksam yara iizerine uygulandig1 bildirilmistir. Yiizeysel yaralarin
tyilestirilmesi  i¢in  bitkinin

(Bréndegaard, 1987).

meyvelerini  uygulamak yeterli bulunmustur

1.4.3.Geleneksel Tipta Kullanimi

P. major, soguk algmmhigindan viral hepatite kadar degisen cesitli hastaliklarin
tedavisinde uzun siiredir kullanilan geleneksel, popiiler bir ilagtir (Gupta vd., 1979;
Yu ve Xu, 1989; Lin ve Kan, 1990). Son zamanlarda yapilan bir¢ok calisma, P.
major’ un, deri hastaliklari, enfeksiyon hastaliklari, sindirim sistemi, solunum
sistemi, dolagim sistemi ve iireme organlarindan kaynaklanan problemler, tlimorlere
karsi, ates ve agrinin azaltilmasi gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde diinyanin birgok

yerinde kullanildigini gosterir (Tablo 1.1) (Mc Cutcheon vd., 1995).

Tablo 1.1. Plantago major L.un Geleneksel Tiptaki Bazi Kullanimlar1

Geleneksel Kullamilan ..
Kullanim Bitki Kismi * | U1K Referanslar
Deri
Havai, Norveg, | Nagata (1971), HOeg
Abscler M Tiirkiye (1974), Yesilada vd. (1995)
Guatemala, Caceres vd. (1987b),
Y, 8¢ Tiirkiye Tabata vd. (1994)
Akne y, s€ Guatemala Caceres vd. (1987b)
y, m Madeira Adalar1 | Rivera ve Obon (1995)
X Kiiba Ruiz vd. (1996)
y Norveg HOeg (1974)
) Rodriguez vd. (1994),
Anti-enflamatuar b, se Sile, Panama Guptagvd. (197(9), Glirib—
Fakim vd. (1993)
y, mr+tb, mr | Hindistan 221119117%991)’ Tiwari vd.
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Tablo 1.1 (devami)

Joshi vd. (1982), Zagari

Ar1 sokmalari ve d Hindistan, ren (1992)
Urtica sp. temaslart | y, m Danimarka, BrOndegaard (1987), HOeg
’ Norveg (1974)
b Amerika Hussey (1974)
b Amerika Hussey (1974)
Ciriikler y, mr fran Zagari (1992)
y Guatemala Caceres vd. (1987b)
.. Saklani ve Jain (1989), Rao
b, mr Hindistan (1981), Jain (19(91) )
Yamklar y Guatemala, Caceres vd. (1987b), Zagari
Iran, Norveg (1992), HOeg (1974)
Danimark Holdsworth (1991),
y,m animarka BrOndegaard (1987)
If;t;rﬁglzliyazis y, sety, mr Brezilya Franca vd. (1996)
y Hindistan Saklani ve Jain (1989)
. y, mr Tayland Anderson (1986a)
Kesikler N Danimarka, BrOndegaard (1987), HOeg
yry, mt Norveg (1974)
. y, s Guatemala Caceres vd. (1987b)
Dermatitler v Norveg HOcg (1974)
y+y, mr+y, Danimarka, BrOndegaard (1987), HOeg
sety, m Norveg (1974)
y, mr+y, se Madeira Adalan | Rivera ve Obon (1995)
Yaralar i¢in y, kar.+ae Italya Leporatti ve Pavesi (1990)
dezenfektan X Kiiba Ruiz vd. (1996)
y, mr Tayland Anderson (1986b)
y, se Sile Ec;%gsl)lton ve Manby
y, sett, se Avrupa Roca-Garcia (1972)
Yumusatici y, m Madeira Adalar1 | Rivera ve Obon (1995)
y, setk Iran Zagari (1992)
Ekzantem y Danimarka, BrOndegaard (1987),
Guatemala Caceres vd. (1987b)
Hindistan, Rao ve Jamir (1982), Jain
Yarada Homeostaz y, mr Danimarka, (1991), BrOndegaard
Norveg (1987), HOeg (1974)
g:glr;ii?rmaslk y Amerika Duckett (1980)
Kasint1 y, mr Iran Zagari (1992)
Impetigoda piiy ytvazelin | Hindistan Joshi vd. (1982)
formasyonu
. o Zagari (1992), Lim-
y, se Iran, Filipinler Sylgianc(o ve S)hier (1985)
Yatistirict k Iran Zagari (1992)
y Avrupa Roca-Garcia (1972), HOeg
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Tablo 1.1 (devam)

Yara ivilestirici Kanarya Darias vd. (1986),
ara fyliestirict y, s Adalari, Sile, Houghton ve Manby
Tiirkiye (1985), Tabata vd. (1994)
Filipinler Lim-Sylianco ve Shier
p (1985)
b Amerika Hussey (1974)
. . Guillen vd. (1997), Zagari
y, mr Brezilya, Iran (1992)
Guatemala, Caceres vd. (1987Db),
y Rusya Mironov vd. (1983)
y+y, mr+y, Danimarka, BrOndegaard (1987), HOeg
sety, m Norveg (1974)
Solunum Sistemi
A - kar. fran Zagari (1992)
k k k Y, 86, . g
Okstirik kesici y, m+bal Iran Zagari (1992)
. Iran, Zagari (1992), Markov
Astim, bronsit y, k, se Bulgaristan (1992)
Soguk alginlig1 b, se Panama Gupta vd. (1979)
y, S€ Norveg HOeg (1974)
Kulak agris1 y, k, se fran Zagari (1992)
Ekspektoran y, se Brezilya Guillen vd. (1997)
y Havai Nagata (1971)
Pulmonar hastaliklar |y, se Norveg, Peru ?1268%)(1974), Ramirez vd.
t, se Avrupa Roca-Garcia (1972)
s Brezilya, Sile Guillen vd. (1997),
Bogaz iltihabi Y, Y&, Houghton ve Manby (1985)
¢, kar., se Iran Zagari (1992)
Sindirim Sistemi
Kolera y, S€ Haiti Weniger vd. (1986)
Kaliforniya,
Kabizlik k, se Amerika Bocek (1984)
t Hindistan Jain (1991)
X Meksika Ponce- Macotela vd. (1994)
Kanarya .
Bivare y, S€ Adalart Darias vd. (1986)
Y e Hindistan Joshi vd. (1982), Jain ve
Y Puri (1984), Jain (1991)
y, k, se Iran Zagari (1992)
. . m Amerika Eli Lilly (1898)
Dizanteri t, se Hindistan Joshi vd. (1982)
Gastrit ve Kolit m, ae Rusya Mironov vd. (1983)
o o Lim-Sylianco ve Shier
Diseti [ltihab1 y, s Filipinler (1985)
Ag1z yaralari y, s€ Brezilya Guillen vd. (1997)
- Arjantin, Spring (1989), Bustos vd.
Karin agrist b, se Amerika (1996)
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Tablo 1.1 (devami)

Mide kramplari y, S€ Guatemala Logan (1973)
. y, k, se Iran Zagari (1992)
Stomait y Guatemala Caceres vd. (1987b)
y se ﬁg‘?{l—‘ga Hoeg (1974), Yesilada vd.
Ulser Tiirkiye (1993), Guillen vd. (1997)
b. se Arjantin, Gupta vd. (1979), Bustos
’ Panama vd. (1996)
y, se+m Rusya Mironov vd. (1983)
t, se Hindistan Joshi vd. (1982)
Urogenital Sistem
Meksika,
Diisiik yaptirict k Amerika Conway ve Slocumb (1979)
t Hindistan Saklani ve Jain (1989)
- .. y, S€ Afganistan Hunte vd. (1975)
Dogum kontroli b, se Amerika Spring (1989)
Menstrual periyot .
inhibisyonu y, se Afganistan Hunte vd. (1975)

. y, s Yunanistan Lawrendiadis (1961)
Bobrek tast y, se, kar. Venezuela Morton (1975)
Menstrual m Amerika Eli Lilly (1898)
bozukluklar t Hindistan Fazal (1979)

Hamilelik ve dogum | k Gliney Afrika Veale vd. (1992)
Kanamali renal y, m Panama Gupta vd. (1979)
hastaliklar b, se Amerika Spring (1989)

. y, k, se Iran Zagari (1992)
ii}aelz/flifé y Guatemala Caceres vd. (1987b)

Y t, se Hindistan Joshi vd. (1982)
Vajinit y Guatemala Caceres vd. (1987b)
Kalp ve Dolasim Sistemi

.. y, setk, kar. Iran Zagari (1992)
Kasilma etkisi y, k, se Hindistan Kapur (1983)
Rektifikasyon y, setk fran Zagari (1992)
Houghton ve Manby
Diabet y, setb, se Sile (1985), Rodriguez vd.
(1994)
t, se Vietnam Doan vd. (1992)
« Meksika, Conway ve Slocumb
Amerika (1979)
Rodriguez vd. (1994),

. b, se Sile, Tayland Gurib-Fakim vd. (1993),
Diiretik Wasuwat (1967)

y, s€ Guatemala Caceres vd. (1987a)

se, kar. Cin Pan ve Lay (1966)

m Amerika Eli Lilly (1898)

y, s Hindistan Joshi vd. (1982)
Odem y Tiirkiye Yesilada vd. (1995)
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Tablo 1.1 (devami)

Brezilya, Guillen vd. (1997), Joshi
Hemoroit Y»S¢ Hindistan vd. (1982)
k, se Danimarka BrOndegaard (1987)
. . se Birmanya Kyi vd. (1971)
Hipertansiyon y, s Havai * NZgata (1971)
Duyu Organlari
" . Guatemala Caceres vd. (1987b)
G6z enfeksiyonlar Ze Panama Gupta vd. (1979)
Haiti, Madeira | Weniger vd. (1986),
Yy, m Adalar1 Rivera ve Obon (1995)
G0z problemleri y Norveg HOeg (1974)
Ramirez vd. (1988),
Y, 8¢ Peru Seaforth vd. (1998)
Sinir Sistemi
) Guillen vd. (1997),
Analjezik y s Brezilya, Peru | p . mirez vd. (1988)
b, se Amerika Spring (1989)
k, se iﬁﬁﬁym Bocek (1984)
b, se Brezilya Brandao vd. (1985)
Anti-piretik Brezilya, Guillen vd. (1997),
Y»S¢ Kolombiya Schultes ve Raffauf (1994)
y, k, se Hindistan g?;glgd' (1982), Jain
Hipnotik y, se, kar. Venezuela Morton (1975)
Norojenik sok y, S€ Haiti Weniger vd. (1986)
Fiziksel diiskiinliik y Havai Nagata (1971)
. Joshi vd. (1982), Jain
Stimiilant L, se Hindistan (1991) o
y Havai Nagata (1971)
Dis agrisi y, k, se Iran Zagari (1992)
Antineoplastik
y, S€ igg?;r};a Darias vd. (1986)
Tiimérler ' Morton (1975), Bhakuni
b Sile, Venezuela | vd. (1976), Rodriguez vd.
(1994)
y, m Panama Gupta vd. (1979)
Parazitik Enfeksiyonlar

_ . b. se Arjantin Gurib-Fakim vd. (1993),

Antihelmintik ’ Bustos vd. (1996)
y, S€ Guatemala Logan (1973)

. b Tanzanya Weenen vd. (1990)
Antimalaryal se Meksika Ponce-Macotela vd. (1994)
Iskelet
Kiriklar | b | Amerika | Spring (1989)
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Tablo 1.1 (devami)

Antidot
b Amerika Hussey (1974)

Yilan zehiri e Jain ve Puri (1984),
y,b,mr,m | Hindistan Selvanayahgam vd. (1994)

* ¢: ¢igek, b: tiim bitki, mr: merhem, m: meyve, se: sulu ekstre, y: yaprak, t: tohum,
k: kok, ae: alkolik ekstre, kar.: karisim, x: belirtilmemis.

1.4.4.Kimyasal Icerikleri ve Bunlarin Biyolojik Aktiviteleri

1.4.4.1. Karbonhidratlar

Tohumlar disakkarit siikroz ve trisakkarit plantoz ( O-a-D-Galp-(1-6)-O-B-D-Fruf-(2-
1)-a-D-Glcp) gibi monosakkaritlerden glikoz, fruktoz, ksiloz ve ramnoz igerir

(Ahmed vd., 1965). Plantoz tohumlarda revers karbonhidrat olarak aktivite gosterir
(Rohrer, 1972).

Tohum dis kabugu suyla temas ettiginde sisen ve yiiksek viskoziteli miisilaj
olusturan polisakkaritler igerir. Soguk suyla tohumdan ekstre edilen polisakkaritler;
%61 ksiloz, %13.2 arabinoz ve %24 galaktronik asitten olusur ve rezidiiniin sicak su
ekstresi; %78 ksiloz, %13.2 arabinoz, %3 galaktoz ve %6.2 galaktronik asit igerir
(Ahmed vd., 1965).

Trisakkarit rafinoz (0,3 mg/g kuru agirlik) ve tetrasakkarit stakioz (4.5 mg/g kuru
agirlik) yapraklardan izole edilmistir. Stakioz bitkilerde gegici karbonhidrat deposu
olarak aktivite gosterir (Chatterton vd., 1990).

Gorin (1966a,b) galakturonik asit, galaktoz, arabinoz ve ramnoz’ a ek olarak kii¢iik
miktarlarda glikoz ve ksilozdan olusan polisakkaritleri izole etmistir. DEAE-seliiloz
siitununda ayrigtirmayla bir peptik asit polisakkarit, bir galaktoarabinan ve bir
galaktan izole edilmistir. Bu maddeler bazen “plantaglusit” olarak adlandirilir ve 1,5-
3 gr/giin dozunda {ilser tedavisinde kullanilir (Gorin vd.,1966). 1mg/kg doz verilerek
plantaglusit ratlarda iilserlesme indeksini 20 kat azaltmistir. Kdpeklerde mide sivist
sekresyonunu arttirmigtir. Plantaglusit izole edilen tavsan ince bagirsaginda

kontraksiyon araligin1 diisiirmiis, tonusunu azaltmis ve spazmolitik etki de
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yaratmistir. Formalin ve dekstranla provake edilerek enflamatuar 6demi azaltmaya
yardimci olmustur. Kopeklere ve ratlara uzun donem enteral uygulanisindan sonra

hicbir toksik etki gozlenmemistir (Obolentseva ve Khadzhai, 1966).

46-48 kDa Mw’ li yiiksek esterifiyeli pektin polisakkariti PMII 50°C su ekstresinden
izole edilmistir (Samuelsen vd., 1995-1996 ). PMII yiiksek anti-komplementer
aktiviteye sahiptir. PMII in vitroda TNF-alfa’nin {iretimini artirmak i¢in insan
monositlerini de aktive ettigi bulunmustur (Samuelsen vd., 1995-1996). Son
zamanlarda PMII’ nin temelde komplemani klasik yolla aktive ettigi (Michaelsen
vd., 1999) ve farelerde S. pneumoniae enfeksiyonuna karsi profilaktik aktiviteye
sahip oldugu (Hetland vd., 1999) gosterilmistir. 50°C su ekstresinden bir anti-
komplementer olan asidik arabinogalaktan (PMlIa) da izole edilmistir (Samuelsen

vd., 1998).

Wagner (1987) tarafindan yiiksek bitkilerin immiino-stimiilanlar1 tizerine yeni bir
yazisina gore P. major imminolojik olarak aktif polisakkaritleri agisindan daha once
arastirilmistir. Izole edilen polisakkaritler iki in vitro fagositozis modelinde
fagositozu %15-50 arttirmig ve 0.1 mg/ml sulu ekstreyle en yiiksek oranda
stimiilasyon saglamistir. Arastirilan polisakkaritlerin tipleri belirtilmemistir. P.

major’ dan izole edilen polisakkaritler (tablo 1.2)’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.2 Plantago major L.deki Polisakkaritler

Polisakkaritler Referanslar
Yapraklarda
Pektik asit, galaktoarabinan, Gorin (1966a), Gorin
Plantaglusit
galaktan (1966b)
Diiz ve dallanmig bolgelere
PMII Samuelsen vd. (1996)
sahip pektin
PM Ia Arabinogalaktan tip II Samuelsen vd. (1998)
Glukomannan Samuelsen vd. (1995)
Tohumlarda
Nisasta Samuelsen vd. (1999a)

Asidik heteroksilanlar

Samuelsen vd. (1999a)

1.4.4.2. Lipidler

Hem serbest hem de bagli trigliseritlerin hidrolizinden gelen yag asitleri tohumlardan

izole edilmistir ve (tablo 1.3)’te listelenmistir. Ahmed vd. (1968)’ne gore yag

asitlerinin %64.8’1 ansaturedir.
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Tablo 1.3. Plantago major L. Tohumlarindan Izole Edilen Yag Asitleri

Yag Asidi Total Yag Asidi Referanslar
Yiizdesi
Miristik asit 14:0 Swiatek vd. (1980)
Palmitik asit 16:0 Ahmed vd. (1968),
Swiatek vd. (1980)
Stearik asit 18:0 Ahmed vd. (1968),
Swiatek vd. (1980)
Oleik asit 18:1 374 Ahmed vd. (1968),
Swiatek vd. (1980)
Linoleik asit 18:2 25.3 Ahmed vd. (1968),
Swiatek vd. (1980)
Linolenik asit 18:3 0.9 Ahmed vd. (1968),
Swiatek vd. (1980)
Aragsidik asit 20:0 Ahmed vd. (1968)
Behenik asit 22:0 Ahmed vd. (1968)
Lignoserik asit 24:0 Pailer ve Haschke-
Hofmeister (1969)
9-hidroksi-cis-11- 18:1 1.5 Ahmad vd. (1980)
oktadekanoik asit

Arasidik asit yalnizca P. major tohumlarindan izole edilmistir, diger Plantago
tiirlerinde rastlanmamigtir. Bulunan yag asitlerinin ¢ogu genellikle bitki tohumlarinda
bulunmustur. Nadir bir hidroksiyolefinik yag asidi olan risinoleik asidin izomeri 9-
hidroksi-cis-11-oktadekanoik asit Ahmed vd. (1980) tarafindan izole edilmistir. Bu

tohum yaginin kii¢iik bir bilesenidir (%1.5).

Taze yapraklardan %0.18 lipit izole edilmistir ve farkli yag asitlerinin dagilimi (tablo
1.4)’te listelenmistir. Ansature yag asitleri 18:3w3 ve 18:2w6 ve ansature yag asidi
palmitik asit yapraklarda ¢cok bol miktardadir. Yaprak kiitikulasinin temel bileseni
serbest triterpen asitleri oleanolik ve ursolik asit ve lineer alkenler C,7Hse- C33Hsg’dir

(Bakker vd., 1998).
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Tablo 1.4. Plantago major L. Yapraklarindaki Yag Asitleri

Yag Asidi %
Miristik asit 14:0 1.8
Palmitik asit 16:0 159
16:107 1.5
16:1m9 0.1
16:206 0.4
16:3m3 1.0
Stearik asit 18:0 2.1
18:109 2.3
18:2w6 11.2
18:3m3 33.3
18:4m3 2.0
Aragsidik asit 20:0 1.3
20:406 1.0
20:5w3 1.3
Behenik asit 22:0 1.3
22:109 35
22:6m03 1.5
24:0 1.0
1.4.4.3. Alkoloidler

P. major’un alkoloidler bakimindan (+) oldugu bulunmustur (Rojas, 1968;
Smolenski vd.,1974). Schneider (1990), bunlar1 “indikain” ve “plantagonin” olarak

tanimlamstir.

1.4.4.4. Kafeik Asit Tiirevleri

Kafeik asidin etil ve metil esterleri metanolik ekstreden izole edilmistir (Pailer ve
Haschke-Hofmeister, 1969) ve klorojenik asit ve neoklorojenik asit sulu ekstreden
izole edilmigtir (Maksyutina, 1971b). Noro vd. (1991) ne gore plantamajozit, P.
major’deki esas kafeik asit tiirevidir ve yalnizca az miktarda akteozit (sinonimi

verbaskozit) vardir.

Plantamajozit bilinen bazi1 biyolojik aktivitelere sahiptir. Arasidonik asidin
indiikledigi fare kulak Odemine karsi inhibitér etkiye sahiptir, 6rnegin; anti-

enflamatuvar etki (Murai vd., 1995), 5-lipoksigenaz (Raun vd., 1990), 15-
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lipoksigenaz (Skari vd., 1999a) ve cAMP-fosfodiesteraz (Raun vd., 1990) iizerine
inhibitér etki ve antioksidan etki (Miyase vd., 1991). Skari vd. (1999a)
plantamajozidin bir DPPH (Difenilpikrilhidrazin) radikal siipiiriiclisii oldugunu
bulmuslardir. Plantamajozidin bazi anti-bakteriyel aktivitelere sahip oldugu da bilinir

(Raun ve Brimer, 1988).

Akteozit, siiperoksit anyon ve DPPH radikal siipiiriicii aktiviteye sahiptir ve lipid
peroksidasyonunu inhibe eder (Xiong vd., 1996; Miyase vd., 1991; Zhou ve Zheng
1991; Skari vd., 1999a,b). Plantamajozitten daha az etkili olarak 15-lipoksigenaz’1
inhibe eder (ICsp 117 vs.96 uM) (Skari vd.,1999a). Akteozit enzimin katalitik
bolgesiyle direk interaksiyona girerek protein kinaz C’yi inhibe eder (Herbert vd.,
1991). Akteozit, aldoz rediiktaz (Raun vd., 1990) ve 5-HETE (Kimura vd., 1987)
olusumunu inhibe eder. Anti-bakteriyel (Shoyama vd., 1987), immiin siipresan
(Sasaki vd., 1989) ve analjezik (Andary vd., 1982) aktiviteye sahiptir. Akteozit, anti-
hipertansif etkiye sahiptir, 10mg/kg dozunda ratlarda sistolik, diyastolik ve ortalama
arteryal kan basincinda 6nemli bir azalma gozlenmistir (Ahmad vd., 1995). Bunlarin
ve diger kafeik asit tiirevlerinin biyolojik aktivitelerini Jimenez ve Riguera (1994)

calismiglardir.

1.4.4.5.Flavonoidler

P. major’dan baz1 flavonoidler izole edilmistir (Tablo 1.5). Kawashty vd. (1994)’ne
gore Misirda yetisen P. major’dan izole edilen her bir flavonoidin miktar1 soyle
stiralanabilir; Luteolin 7-glikozit > hispidulin 7-glukoronit > luteolin 7-diglikozit >
apigenin 7-glikozit = nepetin 7-glikozit > luteolin 6-hidroksi 4-metoksi 7-galaktozit.
Skari vd. (1999b), P. major’da bulunmayan yapilara sahip birka¢ flavanoide ek

olarak plantaginin ve homoplantagin’ini izole etmislerdir.

Baz1 flavonoidler antioksidandirlar (Rice-Evans vd., 1996; Bohm vd., 1998). P.
major’daki baz1 bilesik Ornekleri; baikalein, hispidulin ve plantaginin (Yuting vd.,
1990; Yokozawa vd., 1997; Skari vd., 1999b). Cogu flavanoidin radikal siipiiriicii
aktiviteye sahip oldugu da bilinir (Kandaswami ve Middleton, 1994). Baikalein,
hispidulin, skutallarein ve plantaginin serbest radikal siipiiriiciileridir ve lipit

peroksidasyonunu inhibe ederler (Sanz vd., 1994; Yoshino vd., 1997; Gao vd., 1999;
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Skari vd., 1999b ). Hem baikalein hem de hispidulin anti-enflamatuvar etkiye
sahiptir. Baikalein, karragen’in indiikledigi rat penge ddemine (Lin ve Shieh, 1996a),
12-lipoksigenaz (You ve ark., 1999) ve LPS’nin indiikledigi makrofajlarda NO
tiretimine karsi inhibitdr etki gosterir (Wakabayashi, 1999) oysa hispidulinin, 5-
lipoksigenaz inhibitorii oldugu goriiliir (Moongkarndi vd., 1991). Baikalein ratlarda
CCly indiikli karaciger hasarina kars1 hepato-koruyucu etkiye sahiptir (Lin ve Shieh,
1996b). Baikalein karsinom hiicrelerinin hiicresel 6liimiinii indiikleyebilir (Matsuzaki
vd., 1996), insan hepatoma hiicrelerinin gelisim inhibisyonuna neden olabilir (Motoo
ve Sawabu, 1994) ve rat hepatik stellat hiicrelerinde giiclii anti-proliferatif etki
gostermistir (Inoue ve Jackson, 1999). Skutallarein ve baikalein anti-alerjik
aktiviteye sahiptir (Kawasaki vd., 1994; Toyoda vd., 1997). Buna ilaveten in vitroda
HIV-revers transkriptaz inhibitoriidiirler (sirasiyla ICso 2.5 ve 5.6uM). Plantaginin,
luteolin 7-glikozit ve homoplantaginin glikozitleri ayni zamanda potansiyel
inhibitorlerdir (sirasiyla ICsp 9.8, 40.2 ve 43.3 uM ), apigenin 7-glikozit ise HIV-
revers transkriptaz iizerine hicbir inhibitor etkiye sahip degildir (Nishibe vd., 1997).

Tablo 1.5. Plantago major L. da Bulunan Flavonoidler

Flavonoidler Referanslar

Apigenin 7-glikozit Kawashty vd. (1994)

Hispidulin 7-glukoronit

Luteolin 7-glikozit

Luteolin 7-diglikozit

Luteolin 6-hidroksi-4’-metoksi-7-

galaktozit

Nepetin 7-glikozit

Baikalein Maksyutina (1971a)

Hispidulin Harborne ve Williams (1971)
Homoplantaginin Nishibe vd. (1995), Skari vd. (1999b)
Plantaginin

Skutallarein Maksyutina (1971a), Harborne ve

Williams (1971).
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1.4.4.6. iridoid Glikozitler

Iridoid glikozitler, Plantago cinsi icin faydali kemotaksonomik belirteclerdir
(Taskova vd., 2002). P. major’dan izole edilen iridoid glikozitler (tablo 1.6)’da
listelenmistir. Bunlardan okubin ve katapol, Plantago cinsi i¢in sistematik oneme
sahiptir (Andrezejewska-Golec ve Swiatek, 1984; Andrezejwska-Golec vd., 1993;
Andrezejewska-Golec, 1995; Andrezejewska-Golec, 1997). Bulunan temel iridoid
glikozit okubindir fakat bulunusu sezondan sezona degisir. En yliksek okubin
seviyesi (%1.3 kuru yapraklarda) haziran ayinda kaydedilmistir. P. major, P.
lanceolata’dan daha az okubin igerir (Long vd., 1995). Bununla beraber diger
bitkilere kiyasla en yiiksek konsantrasyonda okubin icerigi P. major’da bulunur. 8,9
cift baglt nadir iridoid glikozitler; majorosit (Handjieva vd., 1991), 10-hidroksi
majorosit ve 10-asetoksi majorosit bitkinin toprak iistli kisimlarindan izole edilmistir

(Taskova vd., 1999).

Okubin anti-enflamatuvar ozelliklere sahiptir: topikal uygulandiginda okubin, 1
mg/kulak dozunda maksimum etkiyle TPA (12-O-tetradekanoilforbol asetat)’nin
indiikledigi fare kulak 6demi iizerine inhibitor etkiye sahiptir. Bu etki 0.5 mg/kulak

dozunda indometasin’inkine ¢ok yakindir (Recio vd., 1994).

Okubin ayni zamanda asetilkolin’in indiikledigi rat uterus ve rat vas deferens
kontraksiyonuna karsi spazmolitik 6zelliklere sahiptir (Oritz de Urbina vd., 1994).
Okubin farelerde alfa-amanitin’in indiikledigi karaciger hasarina karsi koruma
saglayarak zehirli amanita mantar1 i¢in antidot aktiviteye sahiptir. Mekanizmanin
karaciger RNA sentezinin alfa-amanitin inhibisyonu {izerine okubinin kompetetif
etkisine bagli oldugu diistiniilmektedir (Chang vd., 1984, 1983; Chang ve Yamaura,
1993). Hepatit B viriisiine kars1 anti-viral etkisine (Chang, 1997) ek olarak farelerde
CCly indiikli karaciger hasarina karsi karaciger koruyucu etkiye de sahiptir (Chang

vd., 1984, 1983; Lee vd., 2001; Chang, 1998).

Bunlardan baska, okubin anti-bakteriyel, anti-oksidan, anti-stafilokoksik etki ve
kollajen sentezi gibi ¢ok sayida biyolojik aktiviteye sahip bir iridoid glikozittir.
Okubin aglikonu okubigenin bakteri ve mayalara kars1 anti-mikrobiyal etkiye sahiptir

(Davini vd., 1986).
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Tablo 1.6. Plantago major L. dan 1zole Edilen Iridoid Glikozitler

Iridoid Glikozit Bitki kism % Referanslar
Asperulozit Cicekler 0.023 | Bianco vd. (1984)
Okubin Yapraklar 0-1.3 | Long vd. (1995)
Katapol Toprak iistii kisimlar 0.003 | Murai vd. (1996)
Gardozit Toprak iistli kisimlar 0.001 | Murai vd. (1996)
Genipozitik asit Toprak iistii kisimlar 0.005 | Murai vd. (1996)
Majorozit Toprak iistli kisimlar 0.004 | Handjieva vd. (1991)
10-aktoksimajorozit | Toprak istii kistmlar 0.03 | Taskova vd. (1999)
10-hidroksimajorosit | Toprak iistii kisimlar 0.02 | Taskova vd. (1999)
Melittozit Toprak listii kisimlar 0.004 | Murai vd. (1996)

1.4.4.7. Diger Terpenoidler

Loliolid terpenoidi yapraklardan izole edilmistir (Pailer ve Haschke-Hofmeister,
1969). Oleanolik asit, ursolik asit, 18p-glisirretinik asit triterpenoidleri ve sitosterol
yaprak kiitikulasindan izole edilmistir (Hiltibran vd., 1953; Ringbom vd., 1998).
Ursolik asit in vitroda prostaglandin biyosentezini katalizleyen siklooksigenaz-2
(ICsp 130 uM) ve siklooksigenaz-1 (ICsp 295 uM)’i inhibe eder oysa yapisal izomeri
oleanolik asit daha az aktiftir. 18B-glisirretinik asit 6nemli bir inhibitor etkiye sahip
degildir (Ringbom vd., 1998). Anti-enflamatuvar etkilerin mekanizmalar1 mast
hiicrelerinden kaynaklanan histamin salinimi inhibisyonu, elastaz inhibisyonu ve
komplement aktivasyonunun inhibisyonunu da igerir. Ursolik asit ve oleanolik asit
hepato-koruyucu, inhibisyon aktivitesinde yiikselme ve anti-hiperlipidemik etkiye de

sahiptir (Liu, 1995).

1.4.4.8. Glukozinolatlar

P. major yapraklar yada koklerinden saglam glukozinolatlar izole edilmistir (Larsen

vd., 1983).
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1.4.4.9. Vitaminler

P. major, sebzelerin hasatindan 6nce ilkbahar boyunca gida deposu olarak kullanilir.
Zengin vitamin igeriklerine sahiptir ve bu yiizden vitamin igerikleri iizerine ¢ok
calisma yapilmistir. Ilkbaharin erken dénemlerinde toplanan tohuma kagnus yash
bitkilerin taze yapraklarinin 6 mg B-karoten (provitamin A)/100 g ve 19 mg askorbik
asit/100 g icerdigi bildirilmistir (Zennie ve Ogzewalla, 1977). Bir ¢calismaya gore P.
major geng yapraklar1 25 mg askorbik asit, 31 mg dehidroaskorbik asit ve 8.5 mg
karotenoidler/100 g icerir. Bu yiizden P. major C vitamini ve karotenoidlerin 1yi bir
kaynag1 olarak diisiiniilebilir. Buna ilaveten, bitkinin diisiik toksisite gdstermesine
neden olan okzalik asit, nitrat ve erusik asit az miktarlarda (sirasiyla 67 + 36 mg/100

g, 101 £ 18 mg/100 g ve %3.45) mevcuttur (Guil vd., 1997).

Haziran ayimda toplanan P. major filizlerinin 37 mg fillokuinon (K, vitamini)/g kuru
yaprak materyali igerdigi bulunmustur. K vitamininin yiiksek seviyesi 2.4
diklorofenoksiasetikasit herbisitine karsi yabani ot direnci kazandirtyor olabilir. P.
major’daki K vitamini seviyesi diger bitki tiirleriyle karsilastirildiginda orta

seviyelidir ve bunula beraber herbisitlere kars1 az ¢ok direnglidir (Jansson, 1974).

1.4.4.10. Diger Organik Asitler

Metanolik ekstreden su organik asitler izole edilmistir: fumarik asit, sirinjik asit,
vanillik asit, p-hidroksi benzoik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, gentisik asit,
salisilik asit izleri, benzoik asit ve sinnamik asit (Pailer ve Haschke-Hofmeister,

1969).

1.4.5. P. major Ekstrelerinin Biyolojik Aktiviteleri

P. major diinyanin her yerinde geleneksel tipta farkli amaclar i¢cin kullanilir, bu
ylizden arastirmacilar bu bitkinin farkli tipteki biyolojik aktivitelerini
calismaktadirlar. Yapilan c¢alismalarin ¢ogu bitkinin aktif bilesiklerinin dogasi
tizerine degil ham ekstre iizerinedir. Bu ¢aligmalarin sonuglar1 agagida listelenmistir

ve hem pozitif hem de negatif sonuclar icermektedir.
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1.4.5.1. Anti-iilserojenik Aktivite

P. major Tirkiye’de {iilser tedavisinde kullanilmaktadir. Giinliik kalvaltilardan 6nce
yaprak tozlar1 balla beraber alinmaktadir. Su immersion- stres iilser modeli ratlarda
bitki ekstresinin iilseri inhibe etme kabiliyetini gdstermek icin kullanilmistir. Test
Ornegi, hayvanlarin bir stres kafesi i¢ine immobilizasyonundan hemen O&nce
verilmigtir. Ratlar su banyosuna batirilmadan 7 saat 6nce 6ldiiriilmiis ve mideleri
deneme igin ¢ikarilmigtir. Metanol ve su ekstresi (1.2 g/kg) kombinasyonu sadece
iilser olusturulan kontrol grubuna oranla iilser olusumunu %40 inhibe etmistir. Su
ekstresi (1 g/kg) %37 iilser olusumunu inhibe etmis ve metanolik ekstre %29 inhibe
etmistir. Bu sonuglara gore P. major un test edilen en aktif bitkiler arasinda olmadig1

bulunmustur (Yesilada vd., 1993).

1.4.5.2. Anti-kanser Aktivite

Sile bitkilerinin anti-kanser aktivitelerinin arastirilmasinda P. major kok, yaprak ve
govdesinin %50’lik etanolik ekstresinin in vivoda farelerdeki lenfositik 16semiye
kars1 etkisi bulunmamistir (Bhakuni vd., 1976).  Bir P. major preparasyonunun
profilaktik onkolojinin goriintiileme sisteminde etkili oldugu rapor edilmistir. Etki
farelerde tiimor metastaz modellerinde anti-metastatik aktiviteyi kapsamaktadir. Bu
calismanin detaylar1 tanirmlanmamistir (Yaremenko, 1990). Baska bir ¢caligmada, sulu
ekstrenin farelerde meme kanseri tizerine profilaktik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Lithander, 1992). Yapraklar %0.9 NaCl iceren pH: 7 olan fosfat
buffer’1yla ekstrakte edilmis ve C3H direncli fare soyuna s.c. enjekte edilmistir. Bu
soy farelerin %90’indan fazlasinda virlis enfeksiyonuyla indiiklenen kanser
geligmistir. 60 hafta sonra kontrol grubunun %93.3’ii ve uygulama grubu farelerinin
%18.2’sinin timore sahip oldugu bulunmustur. Gozlenen etkinin viriise direk etkiden
ziyade immiin sistemin stimiilasyonuna bagli oldugu diisiiniilmektedir. Higbir
deneysel sonug bu fikri desteklememis, sadece deneysel dogrulamaya sahip olmayan
baz1 gozlemler desteklemistir. P. major ekstresi insan Herpes enfeksiyonlari lizerine
1yi etkilere sahiptir fakat in vitro testlerde Herpes virusleri iizerine etkisi yoktur. Ayni
gbzlemler bakteriler icin yapilmistir sadece in vitroda P. major ekstrelerinin zayif

anti-bakteriyel aktivitesi bulunmus, fakat in vivoda enfekte yaralar iizerine etkiye
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sahip oldugu bulunmustur. Enfekte yaralar iizerine antibiyotiklerin etkisi yokken P.
major ekstresinin topikal tedavisinin enfeksiyonu yok ettigi ve yaralari iyilestirdigi

bildirilmistir.

1.4.5.3. immiin-modiilator Aktivite

50°C’de 2 saat tuz i¢inde ekstrakte edilen yapraklar Boyden migrasyon odasit metodu
kullanilarak nétrofiller iizerine kemotaktik etkiye sahip oldugu fakat nitr6z mavisi
rediiksiyon testiyle noétrofil intraseliiler Oldiiriicii  aktivitesini  arttirmadigi

gosterilmistir (Basaran vd., 1997).

1.4.5.4. in Vitroda Anti-infektif Test

1.4.5.4.1. Antibiyotik ve Anti-fungal Aktivite

Gastrointestinal hastaliklarin  tedavisinde yada derideki bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlarla miicadelede halk tedavisinde kullanilan bitkilerin goriintiileme
calismalar1 P. major’u da kapsamaktadir. Bitki ekstresi diskleri agar petrilerinde
kiiltiire edilmis bakterilere uygulanmis ve bir siire sonra inhibisyon zonlari
Olctilmiistiir. Su ekstreleri, metanolik ekstreler ve %50 ve %70’lik etanolik ekstreler

denenmistir.

Metanolik ekstreler Salmonella typhimurium’a kars1 ¢ok aktif (tablo 1.7) ve MRSA
ve Mpycobacterium phlei’ye karst daha zayift. Metanolik ekstreler Fusarium
tricuictum, Microsporum gypseum mantarlarina karsi aktiftir (8-10 mm inhibisyon
zonu) ve Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiaenin tam olmayan
inhibisyonu goézlenmistir. Anti-fungal aktivite antimikotikum nistatinden daha

zayiftir (15-20 mm inhibisyon zonu).

%50’lik etanolik ekstre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Shigella
dysenteriae ve Escherichia coli’ye kars1 aktif bulunmustur. Bunlar hem gram (-) hem
de gram (+) bakterileri kapsamaktadir. %70’lik etanolik ekstre Shigella flexneri’ye

kars1 en etkili aktiviteye ve Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Escherichia coli,
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Esherichia ‘crim’ ve Mycobacterium smegmatis’e karst daha zayif aktiviteye

sahiptir.

Antibiyotik aktiviteleri kullanilan kontrol gruplarindan daha zayif olarak
belirlenmistir. Gentamisin inkiibasyonu ve bir P. major metanolik ekstre
inkiibasyonu S. typhimurium {izerine sirastyla >25 mm ve 10-15 mm inhibisyon zonu
verdigi bildirilmistir. Sonugta bazi gram (+) ve gram (-) bakterilere kars1 antibiyotik
aktiviteye buna ilaveten zayif anti-mikotik aktiviteye sahip olan P. major daki
olduk¢a diisiik molekiiler agirlikli polar ve non-polar maddelerin araci oldugu

gortlir.

Tablo 1.7. Agar Plaklarinda Bulunan Bakteri Kiiltiirleri Uzerine Ekstre Igeren
Disklerin Inhibisyon Zonlar1 Olgiilerek Belirlenen Plantago major L.un Su Ekstresi,
Metanolik Ekstresi (MeOH), %50 ve %70’lik Etanolik Ekstresinin (EtOH)
Antibiyotik Aktivitesi *

Bakteriler H,0 | MeOH | %50 EtOH | %70 Referanslar ”
EtOH

o
(98]

Staphylococcus aureus - + + +

MRSA +

S. aureus, metisilin duyarl -

Streptococcus pyogenes -

Bacillus subtilis - ++ R

(98]
(9]

Shigella sonnei +

S. flexneri -/ + + +

(98]
AN

S. dysenteriae + +

Salmonella typhi -/+

n

S. enteritidis -

S. typhimurium + +

Serratia marcescens -

Enterobacter aerogenes -

Esherichia coli - - ++ + ,2,3,4,5

Escherichia "crim " +

Klebsiella pneumonia -

W

Pseudomonas aeruginosa - -

Proteus vulgaris -

N[ W NI R NN |IWIRINDININ W | n|—

Mycobacterium phlei +

M. smegmatis + 2

* Belirlenen etkiler: -; inhibisyon zonu <6-8 mm, +; 6-10 mm inhibisyon zonu, + +;
10-15 mm inhibisyon zonu.

® Referanslar: 1; Gaw ve Wang (1949). 2; Moskalenko (1986). 3; Caceres vd.
(1987b). 4; Caceres vd. (1990). 5; McCutcheon vd. (1992).
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1.4.5.4.2. Anti-giardiasik Aktivite

P. major Meksika’da diyare ve/veya parazitlere karst kullanilir. Bir tuz soliisyonu
icinde bitkinin kaynatilmis ekstresi yapilmistir ve Giardia duodenalis trofozoitleri ile
inkiibe edilmistir. Mortalite, pozitif kontrol tinidazol seviyesinde (79 £ 1.9), 76 £ 1.2
bulunmustur (Ponce-Macotela vd., 1994).

1.4.5.4.3. Anti-malaryal Aktivite

P. major Tanzanya’da malarya tedavisinde kullanilir. Multi-ilag direnci olan
Plasmodium falciparum K; susuna karsi in vitro aktivitesi malarya parazitleri
icindeki (*H)-hipoksantin birlesmesinin inhibisyonu igin ekstrelerin kabiliyeti
Olgiilerek yapilmistir. Tiim bitkinin diklorometan ekstresinin bazi etkilere sahip
oldugu bulunmustur (ICsy 10-49 mg/ml), petrolyum eter ekstresi ve metanolik
ekstrenin de kiigiik etkilere sahip oldugu bulunmustur (sirasiyla ICsy 100-499 mg/ml
ve >499 mg/ml).

1.4.5.4.4. Anti-viral Aktivite

Suganda vd. (1983)’nin in vitro ¢aligmasinda tiim bitki etanolik ekstresinin Herpes
ve Polio viriislere kars1 hi¢bir anti-viral aktivitesi bulunmamistir. Bitkinin metanolik
ekstresi de in vitroda Bovin Coronaviriis, Bovin Herpes tip I, Bovin Parainfluenza
Viriis tip III, Bovin Rotaviriis, Bovin Solunum Sinsitiyal Viriisii, Vaccinia Viriis
yada Vesikiiler Stomatit Viriisiine karsi da etkili bulunmamistir (McCutcheon vd.,
1995). P. major un igeriginde bulunan ferulik asit ve kafeik asidin in vitroda HSV-

2’ye kars1 aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Bourne vd., 1999).

1.4.5.5. Anti-enflamatuvar ve Analjezik Aktivite

Oral olarak verilmis kuru P. major yapraklarinin siv1 ekstresi (72°C, 30 dk.) fare ve
ratlarda prostaglandin sentezine bagli anti-enflamatuvar ve analjezik aktivite

gostermistir. Ratlardaki anti-enflamatuvar etki karragen ile indiiklenen pence
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O0deminin inhibisyonuyla gosterilmistir. Ekstre, bir anti-histamin aktivitesinden ¢ok
siklooksijenaz sentez inhibisyonu mekanizmas1 gosteren dekstran tarafindan
olusturulan 6demi etkilememistir. Ekstre, karragen’in intra-plovral enjeksiyonuyla
indiiklenen 16kosit mobilizasyonu ve eksudat olusumunu da inhibe etmistir ve bu etki
non-steroid anti-enflamatuvar bilesiklerin etkisi olarak bilinir. Kronik enflamasyona
kars1 etki, ekstrenin oral verilisinden sonra hava kesesi i¢indeki eksudat inhibisyonu
olarak oOl¢iilmiistiir. Ekstrenin farelere p.o. uygulamasi asetik asidin indiikledigi
kivranma hissini (6rnegin; non-steroid anti-enflamatuvar etki) inhibe etmistir fakat
kuyruk kesme testinde (tail flick test) etki gostermemistir (6rnegin; opiyot olmayan

analjezik aktivite benzeri) (Guillen vd., 1997).

1.4.5.6. Antioksidan ve Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite

P. major bitki poset ¢ay1 ve P. major yapraklarindan yapilan infiizyonlarin varliginda
ilk olusmus 2,2’-azinobiyos (3-etilbenztioazolinesulfonik asit) radikal katyon
absorbansinin beyazlamasiyla antioksidan kapasite belirlenmistir. P. major cay
infiizyonu siyah cayla kiyaslandiginda kiiciik miktarlarda serbest radikal siipiiriicii
icerir. Diisiik reaktiviteye sahip antioksidanlar olduk¢a yiiksek bir t;, olarak
Ol¢iilmiistiir. Yesil yapraklarin antioksidan kapasitesi, onemli aktivite kaybina yol
acan islemleri kapsayan P. major unkinden daha yiliksek bulunmustur (Campos ve

Lissi, 1995).

1.4.5.7. Diiiretik Etki

Guatemala’da yapraklar diiiretik bir ajan olarak kullanilmaktadir. 67 bitkinin yer
aldig1 bir ¢alismasinda kuru P. major yapraklarinin %102°luk kaynatilmis ekstresi
(dekoksiyon) ratlarda denenmistir. Dekoksiyon 1 g/kg dozunda nazogastrik kateterle
verilmigtir. Orta derecede diliretik aktiviteye sahiptir; 6 saat sonra idrar %108 + 44
artmustir. Hidroklorotiazidin idrar1 %286 + 38 arttirdig1 gosterilmistir (Caceres vd.,
1987a).

Vietnam’da oral olarak alinan P. major tohum ekstrelerinin di-liretik etkiye sahip

oldugu soylenir. Muhtemel di-liretik etki cift kor gegis modelinde plasebo
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kontroliinde saglikli goniillii insanlarda denenmistir. Bu ¢alismada iiriner iiriin ve
sodyum bosaltimindaki artis yaninda énemli di-iiretik etki gozlenmemistir (Doan vd.,

1992).

1.4.5.8. Hipotansif Etki

Burma’da, P. major infiizyonu kan basincinda bir diisiis olusturmak i¢in oral olarak
alinir. Yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler iceren P. major su ekstresinden lipofilik
bilesikler ¢ikarilmis ve 15, 20 ve 25 mg/kg dozlarinda anesteziye edilmis kopeklere
enjekte edilmistir. Doz cevap etkisi ¢ok siirekli bulunmamis ve cevapta ¢cok genis
bireysel farkliliklar saptanmistir. Bu ¢alisma istatiksiz ve dogal bir 6n ¢alismadir

(Kyi vd., 1971).

Baska bir ¢alismada, normotansif ratlara i.v. olarak P. major ekstresi verilmistir.
Dondurulan ekstreler fizyolojik soliisyonda c¢oziilmiistiir. Enjeksiyondan 0.2 dk.
sonra maksimum etki gozlenmis ve bu etki 0.5 dk. slrmiistiir. Arteryal kan

basincindaki azalma 6nemli bulunmamistir (Schmeda-Hirschmann vd., 1992).

1.4.5.9. Hipoglisemik Aktivite

Rodriguez vd. (1994), normoglisemik ratlarda hi¢bir 6nemli etki bulunmadan
%70’1ik etanolik ekstrenin hipoglisemik etkisini ¢aligmiglardir. Ekstre 500 mg/kg
dozunda oral olarak verilmistir. Testin zemini Sile’deki Mapuche Hindistanlilarin
diyabet tedavisinde P. major inflizyonunu kullanmalaridir (Houghton ve Manby,

1985).

1.4.6. Toksisitesi

P. major ekstresinin prokaryotlar {izerine genotoksisitesinin biraz ¢eligkili oldugu
(tablo 1.8)’de gosterilmistir. Ames testinde (S. typhimurium mikrozomal aktivasyon
denemesi) su ekstresi, test suslart TA1537 ve TA98’in eski haline donmesine neden

olmustur. Bu direk cerceve kaymasi mutajenlerinin varligini gosterir (Lim-Sylianco
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ve Shier, 1985). Fakat P. major tuz ekstresi TA98 veTA100 suslarinin bulundugu

Ames testinde hi¢ cevap olusturmamistir (Basaran vd., 1996).

Alkol ekstresi Aspergillus nidulans diploid susu D-30’a toksisite gostermemis aksine
koloni gelisim stimiilasyonu gozlenmistir. Somatik ayrilma denemesinde kullanilan
A. nidulans susu konodiyal renk ic¢in 4 resesif mutajen tasir ve boyanan sektorler
somatik ayrilmaya yol acan genotoksik kanitlarin bir indikatorii olarak kullanilir.
Negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda her koloninin boyanan kisimlarinin
dagiliminda 6nemli farkliliklar gozlenmemistir. Boylece, bitki ekstresinin genotoksik

etkisinin bulunmadig1 rapor edilmistir (Ruiz vd., 1996).

%70’lik etanolik ekstresinin larvalara toksik oldugu bulunmustur (Schmeda-
Hirschmann vd., 1992) fakat P. major oral ve i.p. uygulandiginda ratlarda diisiik
toksisiteye sahiptir (Angelov vd., 1980; Rufa vd., 2002). Insan lenfositlerinin tuz
ekstresiyle muamelesinden sonra DNA iplik kirigr hasari belirtilmistir. Negatif
kontrolle karsilastirildiginda alkalin COMET testinde artan bir aktiviteye sahiptir
(Basaran vd., 1996).
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Tablo 1.8. Plantago major L. Yaprak Ekstrelerinin Toksisitesi

Ekstre Test Toksisite | Aciklamalar Referanslar *
Su ekstresi Ames testi, TA 1537 + Direk cergeve 1
ve TA 98 suslari kaymasi

mutajenleri
Tuz ekstresi Ames testi, TA 100 - 2
ve TA 98 suslari
Alkolik ekstre | Aspergillus nidulans - Koloni gelisim 3
D-30 plak stimiilasyonu
inkorporasyon
denemesi
Alkolik ekstre | Aspergillus nidulans - 3
somatik segregasyon
denemesi
%70’1ik Tuzlu su larvasi + LCso=7 pg/ml 4
etanolik ekstre | (Artemia salina)
Belirtilmemis Ratlarda ip. yada - LD5y=1000 5
oral uygulama mg/kg Lp.,
LD5¢>4000
mg/kg oral
Tuz ekstresi Insan lenfositlerinde - DNA  zincir 2
COMET testi kirigi

* Referanslar: 1; Lim-Sylianco ve Shier (1985). 2; Basaran vd. (1996). 3; Ruiz vd.
(1996). 4; Schmeda-Hirschmann vd. (1992). 5; Angelov vd. (1980).
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2.LITERATUR BILDIRISLERI

Kanser tedavisinde kullanilan bitkiler ve bu bitkilerden elde edilen aktif maddeler
konusu Dewick tarafindan derlenmistir (Tablo 3.1) (Morita, 1978). Cinliler antitimor
ilag olarak 2000 y1l 6nce Podophyllum hexandrum bitkisinin kokiinden elde edilen
recineyi kullanmiglardir. Bu bitkinin Amerika’da yetisen cinsi olan Podophyllum
peltatum’daki antitimor aktivitesi bu bitkide bulunan glikozitlerle iliskili oldugu
bildirilmistir. P. hexandrum ve P. peltatum’da bulunan aktif maddeler
Podofillotoksin ve Peltatindir. Bu iki etkin maddenin ila¢ i¢in kullanimlar1 uygun
olmamakla beraber podofillotoksin’in yar1 sentetik tiirevleri olan etopozit ve
tenipozit klinik ¢caligmalarda iyi sonuglar vermistir. Etopozit kii¢iik hiicreli akciger ve
testikular kanserde, tenipozit ise pediatrik kanser tedavisinde kullanilmigtir (Dewick,

1989).

Yiiksek bitki materyalleri igerisinde kanser tedavisinde en basarili olanlardan bir
tanesi de Catharonthus roeus’un alkoloidleridir. Bu bitkiden elde edilen dimerik
indol alkoloidler i¢inde 16semi tedavisinde kullanilan vinkalekoblastin (vinblastin) ve
l16kokristin (vinkristin)’dir. Vinblastin genellikle lenf bezi, karaciger ve dalagi
etkileyen Hodgkin’s hastaliginda kullanilmaktadir. Vinkristin ise klinik bakimdan
vinblastinden daha etkilidir ve 0zel olarak ¢ocuk 16semi tedavisinde kullanilmasi

Onerilmistir (Dewick, 1989).

Piper longum meyvelerinin alkolik ekstresi ve onun bileseni piperin’in immiin
modiilator ve antitiimor aktivitesi ¢alisilmistir. Meyvelerin alkolik ekstresi 250pg/ml
konsantrasyonunda EAT hiicreleri i¢in %100 toksik bulunmustur. Piper longum
alkolik ekstresi ve piperin uygulanmis EAT’li farelerin yasam siirelerinin onemli
derecede arttigt bulunmustur. Alkolik ekstrakt uygulanmis hayvanlar yasam
stirelerinde  %30’luk bir artigla 20 giin yasarken kontrol hayvanlar tiimor
indiiksiyonundan sonra sadece 15 giin yasamiglardir. Piperin uygulamast tiimdorlii

hayvanlarin yagam siirelerinde %58 artis gostererek daha etkili bulunmustur. Balb/C
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farelerde Piper longum ekstrakti uygulanisi total WBC sayisim1 142,8’e, piperin
uygulanisi ise total WBC sayisin1 %138,9 arttirmistir (Sunila ve Kuttan, 2004).

Amerikal1 arastirmacilar Phyllanthus amarus akodz ekstresinin uygulamasinin 20-
metil-kolantren (20-MC)’nin indiikledigi sarkoma gelisimine kars1 potansiyel anti-
kanserojenik aktivite gosterdigini ve tiimor bulunduran hayvanlarin yasam siirelerini
uzattigin1  gostermislerdir. Ekstre uygulamasinin (p.o) EAT ve DLA (Dalton’s
lymphoma ascites) bulunduran farelerin yasam siirelerini 16.70’den 19.66’ya
(%29.45) uzattig1 ve transplante edilen solid tiimdr hacmini kii¢tlttiigli bulunmustur.

P. amarus’un antitimoOr ve antikanser etkisi DNA tamiri ve hiicre siklusu

regiilatorlerinin

inhibisyonu

gibi  karsinojen

metabolik

aktivasyonunun

inhibisyonuyla iligkili olabilecegi bildirilmistir (Rajeshkumar vd., 2002).

Tablo 2.1. Bitkilerden Elde Edilen Bazi Anti-timoral Maddeler

Simifi Madde Bitkinin Ad1 Familyasi
Monoterpen Allomandrin Allamandra Apocynaceae
cathartica
4-1 Pomeanol Ipamoea batatas Convolvulaceae
Piestumud Penstemon deutus Scrophulariaceae
Seskiterpen Bekarin Baccharis Compositae
megapotomica
Elephantorpin Elephantopus elatus | Compositae
Helenalin Helenium autumnale | Compositae
Liatrin Liatris chapmanii Compositae
Filentozit Phyllanthus Euphorbiaceae
acuminatus
Fillantostatin [ P. acuminatus Euphorbiaceae
Venotepin Vernonia Compositae
hymenolepsis
Diterpen Ginidin Gnidia laprantha Thymeleaceae
Latrofan Latropha Euphorbiaceae
gassypiifolia
Mezerein Daphne mezereum Thymeleaceae
Taksodion Taxodium distichum | Taxodiaceae
Taksol Taxus brevifolia Taxaceae
Tripdiolid Tripterygium Celastraceae
wilfordis
Triptolid T. wilfordii Celastraceae




Tablo 2.1 (devam)

Kuasinoid/ Brusentin Brucea Simaroubaceae
Simarobolid antidysenterica
Glasorobinon Simarouba Simaroubaceae
glauca
Holekanton Holacantha Simaroubaceae
emoryi
Titerpenoid, Steroid
vd.
Cucurbitosin Cucurbitasin E Marah oreganus | Cucurbitaceae
Saponin Acer saponin P Acer regundo Aceraceae
Kardenolid Strophanthidin Prguetina Ascelepiadaceae
nigrescens
Bufadienolid Helebrigenin asetat | Bersama Melianthaceae
abyssinica
Vitanolid Vitaferin A Acnistus Salanaceae
arborencens
Lignan Peltatin Podophyllum Podopyllaceae
peliatum
Podofillotoksin P. hexandrum Podopyllaceae
P. peltatum Podopyllaceae
Juniperus Cupressaceae
chinensis
Siteganosin Steganotaenia Umbelliferae
araliaceae
Kinon Yakaranon Jakaranda Bignoniaceae
caucana
Lapakol Stereospermum Bignoniaceae
suavedens
Alkoloid Piroliudin | Monokrotalin Crotalaria Leguminosae
spectabilis
Indisin-N-oksit Heliotropium Boraginaceae
indicum
Izokinolin Emetin Cephaelis Rubiaceae
acuminata
Tetrandinin Cyclea peltata Menispermaceae
Talikarpin Thalictrum Ranunculaceae
dasycarpum
Benzofenontirdin Fogaronin Fagara Rutaceae
zanthoxyloides
F. macrophylla Rutaceae
Fenantroindolizidin | Nitidin tilokrebin | Tylophora Asbclepiadaceae
Akriden Akronizin Acronychia Rutaceae
beveri
Pridokarbazal Eliptisin Ochrosia eliptica | Apocynaceae
0. moorei Apocynaceae
9-metoksielliptisin | O. maculata Apocynaceae
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Tablo 2.1 (devam)

Pirolokinolin Kamptotezin Camptotheca Nyssaceae
acuminata
Mappia faetida Olinaceae
Sefalotaksin Harringtinin Cephataxus Cephalotaxaceae
harringtonici
Homoharringtonin | C. harringtonia | Cephalotaxaceae
Bisindol Leurosin Catharanthus Apocynaceae
lanceus
C. raseus Apocynaceae
Vinblastin C. raseus Apocynaceae
Vinkristin C. raseus Apocynaceae
Maytansinoid Maytanasin Maytenus Celastraceae
buchananii
Makrolit Maytansin M. buchananii Celastraceae
M. serrata Celastraceae
Putterlichia Celastraceae
Verrucosa
Maytanvalin Maytenus Celastraceae
Non-heterosiklik Kolsisin Colchicin Liliaceae
speciosum
Peptit Bovardin Bouvardia Rubiaceae
ternifolia
Deoksi-bovardin Bternifolia sp. Rubiaceae

Halk arasinda tibbi bir bitki olarak kullanilan Emilia sonchifolia (Compositae) nin
metanolik ekstresinin EAT ig¢in sitotoksik oldugu, normal insan eritrositlerini
etkilemedigi bulunmustur. Ekstrenin (100 mg/kg viicut agirlig1) farelere oral verilisi
hem solid hem de asit tiimor gelisimini azalttigi ve timoér uygulanmig farelerin

yasam stiresini uzattig1 bildirilmistir (Shylesh ve Padikkala, 2000).

Aerva lanata’min petrolyum eter ekstraktinin kismi saflastirilmig fraksiyonunun in
vitroda Dalton lenfoma ascites (DLA), Ehrlich ascites (EA) ve B16F10 hiicrelerine
toksik oldugu kanitlanmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda, 50 pg/ml PEF (Petrolyum
eter ekstresi)’in EAT hiicre hatlarinda %80 hiicre dliimii gelistirdigi gosterilmistir

(Nevin ve Vijayammal, 2003).

Balb/C farelerde solid EAT tiimor modeli gelistirilerek, 100 mg/kg/glin dozunda
curcumin’in farkl siirelerde uygulanmasi ile apoptoz gelisimi ve miktarina etkisinin
incelenmesinin amaclandig1 bir c¢alismada, degisik curcumin uygulamasi yapilan

tiimorlii hayvanlarda curcumin’in timor geligsimi lizerine etkisini incelemek amaciyla
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uzun ve kisa ¢ap Ol¢limlerinin yapilmis, apoptoz gelisimi ve miktarinin incelenmesi
icin in situ DNA uc¢ isaretleme teknigi ve rutin 151tk mikroskopi yoOntemleri
uygulanmis ve olusan apoptotik hiicrelerin varligin1 desteklemek i¢in de elektron
mikroskopi ¢alismalari uygulanmistir. Elde edilen bulgular, deney ve kontrol gruplari
arasinda karsilastirilmigtir. Curcuminin gerek in situ DNA ug isaretleme tekniginde,
gerekse Hematoksilen-Eosin boyast uygulanan Orneklerde yapilan sayimlar
sonucunda anlamli bir sekilde apoptozu uyarmakta oldugu gosterilmistir (Taskin,

2002).

Baska bir curcumin calismasinda, EAT hiicrelerinin ve in vitroda endoteliyal
hiicrelerin gelisimi iizerine curcumin’in etkisine bakilmistir. Bu ¢alismada, curcumin
farelere i.p. olarak enjekte edildigi zaman in vivoda EAT’li farelerde etkili bir
sekilde asit sivist olusumunu %66 azaltmistir. Curcuminle in vitroda EAT hiicreleri
ve insan umbelikal damar endoteliyal hiicre sayisindaki azalma hiicrelerde higbir
sitotoksik etki gdzlenmeden FACS analizindeki sonuclarda fraksiyonel DNA
igerigine sahip hiicrelerdeki artisin kanit oldugu curcuminle apoptozis indiiksiyonuna
baglanmistir. Curcumin’in peritoneal anjiogenez ve koriallontoik membran denemesi
olarak adlandirilan iki in vivo anjiogenez deneme sisteminde anjiogenezin
inhibisyonuyla gosterildigi gibi potansiyel bir anjiogenik bilesik oldugu
kanitlanmistir (Gururaj vd., 2002).

Solanum trilobatum ekstresinin Dalton’s Lenfoma ascites (DLA), Ehrlich ascites
(EA) hiicre hatlarinda ve doku kiiltiir hiicrelerinde (L929 ve Vero) sitotoksik oldugu
bulunmustur. Sobatum DLA ve EA tiimor hiicreleri tarafindan indiiklenen peritoneal
tiimorleri 6nemli derecede inhibe etmistir. Sobatum’un hem simiiltane hem de
profilaktik olarak verildiginde farelerde solid tiimor gelisimini azalttig1 ve simiiltane
verilisinde daha aktif oldugu bulunmustur. Sobatumun DLA’nin indiikledigi solid
tiimorlerden daha ¢ok EA hiicrelerinin indiikledigi solid tiimdrlere karst daha aktif
oldugu bulunmugtur. Hiicre hatlarinin enjeksiyonundan 24 saat sonra Sobatum
uygulamasinin DLA ve EA hiicreleri tarafindan indiiklenen tiimor hacmini oldukga
azalttigr bulunmustur. 40. giin EA kontrollerinde tiimor hacmi 8.672 iken Sobatum
uygulanan grupta 0.071 ml azaldig1 gosterilmistir. Timor hiicre hatlarinin
enjeksiyonundan 6 giin sonra Sobatum uygulandiginda kati timor gelisiminde

onemli bir azalma gozlenmistir. 40. giin EA kontrolleriyle karsilastirildiginda
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Sobatum uygulamasimnin tiimor hacmini 0.123 ml azalttigr bildirilmistir. Benzer
olarak, tlimor hiicrelerinin enjeksiyonundan once Sobatum uygulanan farelerde

tiimor gelisiminin azaldig1 da bulunmustur (Mohanan ve Devi, 1997).

Tropikal angiosperm Feronia limonia syn. Feronia elephantum (familya;
Rutaceae)’dan asitik bir heteropolisakkarit (FL-la-I) izole edilmistir. Miirin
modeldeki (sicangillere ait model) bir 6n ¢alisma, in vivoda bazi énemli EAT hiicre
gelisim inhibisyonlar1 gostermistir. Normal Balb/C farelerinde FL-1a-I'nin etkileri
lizerine yapilan calismalar, pektik polisakkarit FL-la-I'nmin gii¢li antitimor

aktivitesinden artan makrofajlarin sorumlu oldugunu belirtmistir (Saima vd., 2000).

Ixora coccinea L. (Rubiaceae) ¢igeklerinin anti-tiimor aktivitesi farelerde
intraperitoneal olarak transplante edilen EA tiimorleri ve Dalton’s lenfoma (asitik ve
solid tiimorleri) da karsilastirmali olarak calisilmistir. 1. coccinea ¢igeginin 200
mg/kg aktif fraksiyonunun intraperitoneal uygulanmasi EAT asidik timor
uygulanmis farelerin yasam stirelerini %68 uzatmistir. Ayni aktif fraksiyon in vitroda
60 pupg/ml konsantrasyonda %50 sitotoksisite gOstermistir. Akut toksisite
calismasinda, denenen /. coccinea dozlariin higbiriyle denek hayvanlarinda 24 saat
icinde 0liim gozlenmemistir. LDsp’nin farelerde p.o. 400 mg/kg’dan biiyiik oldugu
bulunmustur. Deney hayvanlar1 ¢alisma boyunca genel davranislarda higbir degisme
gostermemistir. /. coccinea nin kronik uygulanisi besin ve su tiiketiminde ve
hayvanlarin viicut agirhiginda ¢alisma boyunca dnemli degisiklikler olusturmamustir.
Caligmadan sonra i¢ organlarin agirliginda da Onemli bir degisiklik olmadigi
bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, /. coccinea nin giivenli bir sekilde antitimor

ajan olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Latha ve Panikkar, 1998).

Farelerde Ehrlich ascites karsinomasina karsi hindiba etanolik ekstraktinin timor
inhibitor etkisi ¢alisilmistir. Hindiba kokii ham etanolik ekstrakti 300-700 mg/kg/giin
de in vivoda EA tiimoriiniin 6nemli inhibisyonunu saglamistir. 500 mg/kg/giin
uygulama rejimi kontrole nazaran 1/6 kiir (60 giin canlilik) oraniyla yasam siiresinde
%70’e varan bir artisa yol acarak fark edilir derecede etkili bulunmustur (Hazra vd.,

2002).

EAT hiicreleri iizerine olgun muz diyetinin Onleyici etkisinin ¢alisildiglr bir

arastirmada, gilinliikk 2 gr muz/giin/fare (20-25 gr agirhiginda) beslemesi, kanserojenik
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miicadeleye bagli olarak hayvanlarin %100’tinlin 6ldiigii kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, karsinojenik saldirtyla yagamini siirdiiren hayvanlarin %30’unda
Ehrlich karsinoma hiicreleri tarafindan indiiklenen malignant ascites gelisiminin
Onlenmesiyle sonug¢lanmigtir. Sadece standart laboratuvar yemi verilen farelere
Ehrlich asidik karsinomanin uygulaniginin enjeksiyondan 15 giin sonra asidik
karsinoma (5.10° hiicre/ml peritoneal siv1) gelistirdigi bulunmustur. Bu hayvanlarin
hepsinin sonraki 5-6 giin i¢inde 6ldiigli bildirilmistir. Aksine, standart laboratuvar
besini i¢inde 2 gr/giin muz verilen diger gruptaki hayvanlarin %70’inde de ascites
gelismis fakat 35 giin i¢inde oldiikleri bildirilmistir. Bunun yani sira, ayn1 Ehrlich
asidik karsinoma hiicrelerinin uygulandigi grubun geri kalan %30’unda ascites
gelismemis ve 35 giinden daha c¢ok yasam silirmiislerdir. Calismanin sonucunda,
deney hayvanlarinin kontrol grubundan daha saglikli olduklar1 ve kontrol grubundan

daha iyi karsinojenik miicadele siirdiirdiikleri ileri stiriilmiistiir (Guha vd., 2003).

Tiimor bulastirilmis farelerin yasam uzunlugu iizerine ve EAT gelisimine Cassia
fistula metanolik ekstraktinin (ME) etkileri ¢alisilmistir. ME uygulamasi EA tiimor
sahiplerinde canli tiimor hiicresi sayisinda ve tiimor hacminde bir azalis ve yasam
siiresinde bir artis gostermistir. Sitolojik calismalar muamele edilen timor
hiicrelerinde intra-sitoplazmik vakuoller ve membran kabarmasi olusumu, mitotik
aktivitede bir azalma gostermekte oldugu bildirilmistir. ME uygulamasini takiben,
tiimor uygulanan farelerin kemik iligi hiicre sayisi, kirmizi kan hiicre sayis1 ve
hemoglobin igerigi gibi hematolojik parametrelerinde gelisme de goézlenmistir.
Nukleuslu dalak hiicre sayis1 ve dalak organ agirliginda da artig gézlenmistir (Gupta

vd., 2000).

Brucea antidysenterica Etiyopyada kanser tedavisinde kullanilir. Bu bitkinin
sistematik fraksiyonu bruceantin’in izolasyonunu saglar ki bu da genis doz araliginda
yuksek anti-losemik aktivite gOsteren bir bilesiktir. Bruceantin protein sentezini

inhibe eder ve bugiinkii tedavi alanina girmistir (Tamer, 2002).

Cinli arastirmacilar Cephalotaxus harringtonine’den elde edilen harringtonine
esterlerinin bircok sistemde iyi aktivite gosterdiklerini C. harrington’in alkoloidal
fraksiyonlarini kullanarak yaptiklart ¢alismalardan kabul edilebilir sonuglar elde
etmiglerdir. C. harringtonea’nin solid timorlii veya 16semili hastalarda

kullanilabilme umudu oldugunu goéstermislerdir (Dewick, 1989).
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Colchicine ve tiirevlerinin antitlimor aktivite gozlemleri enteresandir. Colchicine
mitotik zehir 6zelligine sahip oldugu i¢in bitkilerde genis ¢capli olarak kullanilir ve bu

Ozelligi ile tiimdr inhibitdr aktivitesi ile yakindan baglantilidir (Dewick, 1989).

Maytenus serrata ve Maytenus’un diger tiirleri maytensine icerir. Maytensine ¢ok
kiiciik dozlarda (ng/kg) degisik deneysel neoplazmalara kars1 aktif olup kullanilabilir
terapotik indeks gostermektedir. Genellikle mitozun inhibisyonu yolu ile etki ettigi

saptanmistir (Dewick, 1989).

Kliniklerden yayinlanan raporlara gore lahana suyu ile 45 giinliik bir tedavi sonucu
ozellikle 12 parmak barsak tiimdrleri iyilesebilmektedir. Cesitli nitelikteki tiimorleri
ve inat¢1 yaralarin taze lahana yapraklarinin tatbiki sonucu iyilesebilecegi Giirkan vd.
(1988) tarafindan rapor edilmistir. Epidemiyolojik c¢aligmalarda Brasssicaceae
bitkilerinin karsinogenezisi etkiledigi ve bu tip bitkilerin ¢ok tiiketildigi yerlerde
kanser insidansinin azaldigi gosterilmistir (Graham, 1983; Graham vd., 1978).
Ayrica bu bitkilerden elde edilen maddelerin deney hayvanlarinda denenmesi bu
maddelerin hayvanlarda karsinogenezisi inhibe ettigini gostermistir (Boyd vd., 1982;
Stoewsand vd., 1978; Wattenberg ve Loub, 1978). Lahana ile beslenen tavsanlarin
yiiksek oldiiriicii dozdaki uranyuma direngli olduklarinin gosterilmesi ilk karsinojen
etkiyi bildiren rapordur (Eisner, 1931). Brassicaceae bitkilerinin baglica igerigi olan
indol-3-karbinol poliniikleer aromatik hidrokarbonlar veya aflatoksin Bl
verilmesiyle olusan kansere karsi bir¢ok hayvan deneylerinde inhibitér madde olarak
gorlinlir.  Brassicaceae bitkilerinde bircok glikozinolat da  bulunmaktadir.
Glukobrassisin, glukotropaeolin ve glikosinalbin birgcok hayvan modelinde
calisilmigtir. Glukobrassisin farede akciger ve midede kimyasal madde ile
olusturulmus neoplaziye ve sicanlarda olusturulan meme neoplazisine inhibisyon

yaptig1 bildirilmistir (Tamer, 1992).

Lahana suyunun anti-kanserojen etkisinin arastirildigi baska bir calismanin sonuglari
da sOyledir. Brassica oleraceae var. capitata ekstresinin Mus musculus Balb/C tiirii
farelerde sivi EAT olusumunu engelleyip, engellemedigini gostermek amaciyla
0,1ml (1s1k mikroskobunda her 10 biiyiitme sahasinda ortalama 18 adet atipik hiicre)
sivt EAT verildikten sonra 20mg/0,5ml SF i¢inde verilen B. oleraceae var. capitata

ekstresinin etkisiyle 15 fareden 13 tanesinde sivi EAT olusmadigr gozlenmistir.
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Lahana ekstresi verilmesine ragmen sivi EAT olusan farelerden alinan periton sivi
ornegi, sitolojik olarak incelenmesi sonucu, 151k mikroskobunun her 10 biiyiitme
sahasinda 5 adet atipik mitoz hiicresine rastlanmistir. Stvi EAT olusturulmak tizere
farelerin peritonuna verilen sivida ortalama 18 adet atipik mitoz hiicresi bulundugu
g0z Oniine alinirsa, lahana ekstresinin tiimor olusumu iizerine engelleyici etkisinin

mevcut oldugu goriilmektedir (Tamer, 1992).

Cuha cicegi (Evening Primrose-Oenothera biennis L.) yaginin in vivoda fare meme
bezi adenokarsinomasi iizerine antikarsinojen oldugu gosterilmistir (Munoz vd.,
1998; Munoz vd., 1999). Oenothera biennis yapraklarindan izole edilen bir tanin
olan oenothein A, farelerde sarkoma 180°e¢ karsi antitimor aktivite gostermigtir
(Yoshida vd., 1991). Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, %70’lik EPE (Evening
Primrose Extract) etanol ekstresinin EAT hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonunu
tetikleyen intraseliiler ROS seviyesinde hizli bir artisa neden oldugu ve bu durumun
bu bitkinin antitlimor aktivitesinin altinda yatan mekanizma olabilecegi bildirilmistir

(Arimura vd., 2003).

Diterpen dehidrokrotonin 20 mg/kg dozunda EAT’ye karst Onemli aktivite
gostermistir. 20 mg/kg dehidrokrotonin muamelesi %80 yasam siiresini uzatirken
muamele edilmemis tlim tiimorlii hayvanlar 20 giin icinde 6lmiistiir. Dehidrokrotonin
tiirevleri, dehidrokrotonin i¢in uygulanan ayni dozda tiimor gelisimine karsi fareleri
korumada etkisiz bulunmustur. Yapilan toksisite ¢aligmalart sonucunda da
dehidrokrotonin ve bilesigi II ve III'iin yiiksek konsantrasyonlarda bile EAT
hiicrelerine kars sitotoksik olmadigi bulunmustur (Melo vd., 2004).

Kanserin degisen immiin fonksiyonla iliskili oldugu bilinir. Siyah ¢ayin doz bagiml
olarak tiimor gelisimini inhibe ettiginin gosterildigi bu ¢calismada, apoptozisin EAT’1i
farelerde immiinosit 6liimiine neden oldugu ve siyah ¢ayin da antitiimdr dozunun
apoptozisi inhibe ederek EAT’nin indiikledigi immiin baskilamay1 tekrar isleve

soktugu gosterilmistir (Bhattacharyya vd., 2004).

Farkli bir ¢aligmada propolis’in tiimore karst koruyucu etkisine bakilmistir. Bu
calismada, EAT nin intraperitoneal enjeksiyonundan 2 saat once gastrik intiibasyonla
propolis verilisi etkili bir sekilde tiimor gelisimini ve EAT proliferasyonunu inhibe

etmistir. Timor hacmi fark edilir derecede EAT infekteli farelerde 7+ 0.9 ml’den
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propolis uygulanmis farelerde 1.6+ 0.95 ml’ye diismiistiir. Aym1 zamanda EAT
infekteli farelerde 13.3+ 1.24 nmol malodialdehit (MDA)/mg protein olan lipit
peroksit seviyesi 6nemli derecede 3.3+ 2.1 nmol MDA/g protein seviyesine diistiigii
gbzlenmigtir. Rediikte glutatyon (GSH) ve glutatyon S-transferaz konsantrasyonlari
propolis uygulanan farelerde 6nemli derecede artmistir. Bu etki hiicre siklus
ilerlemesinin inhibisyonu ve apoptozis indiiksiyonuyla iligkili bulunmustur. EAT
enjeksiyonundan 2 saat oOnce propolis uygulamasi, hiicreleri Go¢/G; fazinda
durdurmus ve tiimdr hiicrelerinin yasamsalliginda, DNA, total RNA ve protein
seviyelerinde azalmayla sonuglanmistir. Sonug olarak, Misirda yetisen ham propolis
ekstresinin tiimorlere kars1 giiclii bir inhibitér oldugu bulunmustur. Propolisin
antitimor mekanizmasinin oksidatif hasar1 ve apoptozis indiiksiyonunu onleyerek

aracilik edebilecegi ileri siiriilmiistiir (El-Khawaga Om-Ali vd., 2003).

Dogal maddeler i¢in rastgele secilen tarama programi 1983 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan durdurulmustur. Bu program insan
kanserlerinin tedavisinde genel olarak kullanilacak tek bir etken madde
bulunmadigin1 fakat cok sayida sitotoksik ve antitiimor ajanlar bulundugunu
gbstermistir. Ayrica bu ajanlarin etki mekanizmalar1 ve kanser olaylar1 hakkindaki
bilgilerimizi bu program arttirmigtir. 1986 yilinda NCI daha kii¢lik gruplar iizerinde
yogunlastirdig1 yeni bir tarama programi ¢alismalarina baslamistir. Sentetik olarak
1940’larda nitrojen mustardlarin antilosemik karakteri goriilmiistiir. Etkilerini
biyolojik acilasyonla yaptiklar1 ve segiciligi ve aynt dozun normal hiicrelerde toksik
olmast bu maddenin dezavantajlaridir. Avantajli antikanser ilacinin kanser
hiicrelerine etkili, normal hiicrelere ise zararli olmamas1 gerekir. Bu ideal belki de
imkansizdir. Sentetik ilaglar fazla avantajli olamamstir. Bitkilerden elde edilenler
daha iyi neticeler vermektedir. Maddelerin etkilerinin bulunup yap1 tayini yapilip
senteze gidilmesi belki de en iyi yoldur. Bitkilerden elde edilen etkili maddeler 1400
cinsi kapsamaktadir. Standart neoplazmlarla ¢ok az ¢alisma klinik ¢aligmalara kadar
gidebilir. Yillik olarak 25.000 madde de NCI tarafindan tarama yapilmakta
bunlardan ancak 8-12 madde preklinik testler i¢in secilmektedir. NCI bitkiler, deniz
hayvanlari, mantar ve siyanobakteri tiirlerinde c¢alismalarini yogunlagtirmistir
(Dewick, 1989). Bunlar arasinda usnik asit, ellagik asit, antrakuinon aloemodin
juglon ve lapakol kuinonlari, pirolizidin alkoloidlerinden retronesin, monokrotalin,

nitropenantren, aristolokik asit, bufadionelit helleksigenin asetat, colchicum
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alkoloidlerinden kolgisin, 3-demetilkol¢isin, steroidal kukurbitasinler, lapakol,
eliptisin, emetin ve nitridin alkoloidleri, suda eriyen N-glikozitlerdir. Bu maddeler

toksik olusu bakimindan heniiz klinikte kullanilmamaktadir (Dewick, 1989).

Kanser tedavisi icin geleneksel kullanimi olan 7 adet Plantago tiiriiniin metanolik
ekstresinin National Cancer Institute (NCI, USA) tarafindan 6nerilen 3 farkli insan
kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik etkisi dl¢iilmiistiir. Sonuglar, Plantago tiirlerinin
kiiltiirde test edilen hiicrelere karst belli bir derecede segicilik gosteren sitotoksik
aktivitesi oldugunu gdostermistir. Bu 3 farkli insan kanser hiicre hatti; renal
adenokarsinom (TK-10), meme adenokarsinom (MCF-7) ve melanom (UACC-
62)’dur. P. major metanolik ekstresi (97pug/ml) MCF-7 hiicrelerinin gelisimini tam
olarak inhibe etmis ve P. major metanolik ekstresi (112 pg/ml) UACC-62 hiicre
hattinda toplam gelisim inhibisyonu gostermistir. Diger taraftan ekstre TK-10 hiicre
hattinda da toplam gelisim inhibisyonu gostermistir. Bundan baska, P. major ekstresi
MCF-7 hiicre hattinda 207 pg/ml dozunda ve UACC-62 hiicre hattinda 247 pg/ml
dozunda %50 net O6lim olusturmustur. Sonuglar, Plantago ekstraktlarinin NCI
tarafindan 6nerilen meme adenokarsinomu ve melanom hiicre hatlari {izerine gelisim
inhibisyonu ve sitotoksik etkileri oldugunu gdsterir. Bu 6n sonuglar Plantago
tiirlerinde major flavonoid olan luteolin-7-O-B-glikozit, flavon’un sitotoksik etkisiyle
dogrulanabilir. Geleneksel kanser tedavisinde bu tiirlerin mevcut kullanimini
ispatlayan benzer sonuglar, kanser hiicre hatlarinda Terminalia arjuna’nin aktif
bileseni olarak luteolin’i izole eden Petit vd. tarafindan bildirilmistir. Luteolin’in bir
seri insan kanser hiicre hatlar1 (renal A-549, ovaryum SK-OV-3, melanom SK-MEL-
2, XF-498, HCT15, gastrik HGC-27) (Matsukawa vd., 1993; Ryu vd., 1994) meme
MCF-7 (Le Bail vd., 1998) ve insan l6semi hiicrelerini (Post Varma, 1992) inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu c¢alismanin sonuglari, luteolin-7-O-B-glikozitinin meme
adenokarsinom hiicrelerinde luteolinden daha aktif ilging bir anti-kanser molekiilii
olabilecegini gosterir. Tiim Plantago tiirlerinde bulunan major flavonoid luteolin-7-
O-B-glikozitin  sitotoksik  aktivitesinden sorumlu tam mekanizma acgikca
anlagilamamistir. Topoizomeraz aracili DNA hasari, baz1 flavonoidlerin sitotoksik
potansiyellerini olusturabilecegi aday bir mekanizma olarak gorliniiyor (Martin-
Cordero vd., 2000; Lopez-Lazaro vd., 2000, 2002). Bu caligsmada, luteolin-7-O-f3-

glikozit aglikon luteolini gibi potansiyel bir DNA topoizomeraz I zehiri olarak
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aktivite gostermistir, bu son sonu¢ Chowdbury vd. (2002)’nin elde ettigi sonug ile
aynidir (Galvez vd., 2003).

P. major metanolik ekstresinin bir insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti olan
Hep G2’ye karsi sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Bu calismada HepG2
lizerine P. major metanolik ekstresinin sitotoksik etkisini arastirilmis (Kang vd.,
2000; Swamy ve Tan, 2000) ve 15.5-1000 pg/ml dozlarinda P. major ekstresinin
HepG2 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivitesi ve ICsy £SD (png/ml) (%95 giiven
araligindaki standart sapmali %50 inhibitér konsantrasyonu) negatif bulunmustur. P.
major’un fare modellerinde anti-metastatik aktivite ve profilaktik onkolojinin
goriintiileme sisteminde efektif oldugundan (Yaremenko, 1990), farelerde meme
kanseri Onleyici etkiye sahip oldugundan da bahsedilmistir (Lithander, 1992).
Bununla birlikte, 15.5-1000 pg/ml doz araliginda HepG2 {iizerine higbir inihibitor
etki gdstermemistir (Rufa vd., 2002).

Misir medikal bitkilerinden P. major metanolik ekstresinin agr1 kesici etkisi de
farelerde asetik asit uygulanmis kivranma ve kesik kuyruk testleri kullanilarak
calisilmistir. 400 mg/kg P. major tohum metanolik ekstresinin oral verilisi %62.3 bir
korumayla asetik asitin indiikledigi aciyr onemli derecede inhibe etmistir. Yiiksek
dozda P. major yapraklar1 kontrolla karsilastirildigi zaman 6nemli derecede farkli
olan %45.8-50.8 bir koruma gostermistir. Daha kiiciik dozda (200 mg/kg) bitki
ekstresi hayvanlar1 asetik asit stimiilasyonlu acidan korumamistir. Kuyruk kesme
testinde, P. major yapraklarinin metanolik ekstresi 400 mg/kg dozda kuyruk
kesiminin sorumlu oldugu termal stimiilasyon yanitindaki gecikmede 6nemli bir artig
gostermistir. Kiiciik dozlarda hig etki gézlenmemis yada az etki gdzlenmistir. 2 g/kg
viicut agirhigr yada daha yiliksek dozlarda bitki ekstresi hi¢ 6liim yada major akut
toksisite belirtisi gdstermemistir. Fitokimyasal goriintiileme, major bilesikler olarak
ansature steroller, triterpenler, taninlar, flavonoidler ve karbohidratlar ve/veya
glikozitlerin varhiginmi gostermistir. Alkaloid, antrakuinon, lakton/ester, protein/a.a. ve
saponin testleri negatif cevap vermistir. Bu bilgiler, bitki ekstresinin doz bagimh
periferal ve sentral potansiyelli agr1 kesici bir etkiye sahip oldugunu acgikga gosterir.
P. major™un agn kesici etkisi aktif bilesik iceriklerine bagl olabilir. 2 g/kg ve iistii

dozlarda higbir akut major toksik semptomun goriilmemesi, iyi bir agr1 kesici etki
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yaratan 400 mg/kg dozunun 5 katina esit olan 2 g/kg dozun farelere giivenle

verilebilecegini gosterir (Atta ve Abo El-Saoud, 2004).

P. major ekstrelerinin ve onunla iligkili bilesiklerin in vitroda antiviral aktivitesi
lizerine de bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismada, ECsy ‘nin antiviral aktivitesi, virus
enfeksiyonuna karsi %50 hiicre korumasi saglayan konsantrasyon olarak
tanimlanmistir ve segicilik indeksi (SI), ECso’ye CCso (%50 hiicresel toksisite
konsantrasyonu)’nin orani olarak belirlenmistir. Sonuglar, P. major akdz ekstresinin
sadece zayif anti- Herpes Virus aktivitesine sahip oldugunu gostermistir. Aksine, bu
bitkinin ekstraktlarinda bulunan 5 farkli kimyasal sinifa ait baz1 saf bilesikler tam
antiviral aktivite gostermistir. Bunlar arasinda, kafeik asit HSV-1, HSV-2 ve ADV-
3’e kars1 en giicli aktiviteyi gostermis, oysa klorojenik asit en gii¢lii anti-ADV-11
aktivitesine sahip bulunmustur. HSV-2 ve ADV-3’e kars1 P. major’un etki modunun,
bu iki viriis enfeksiyonunun tedavisi amagli bu bilesiklerin potansiyel kullanimi i¢in
Onerilen 4002’den daha iyi bir SI degeriyle ve artis evrelerinde (HSV-1: 0-12 saat,
ADV-3: 0-2 saat post enfeksiyonu) oldugu bulunmustur. HSV-2’nin disinda P.
major un sivi ekstresi (<1000 pg/ml) HSV-1, ADV-3, ADV-8 ve ADV-11’e karsi
hicbir aktivite gostermemistir. Test edilen saf bilesikler arasinda klorojenik asit ve
kafeik asidin ¢ok giiclii antiviral aktiviteye sahip oldugu bulunmustur; klorojenik asit
HSV-1, HSV-2, ADV-3, ADV-8 ve ADV-11"e kars1 aktif, oysa kafeik asit HSV-1,
HSV-2 ve ADV-3’e kars1t aktif bulunmustur. Bunun yanisira okubin, luteolin,
oleanolik asit ve hem Herpes hem de Adenoviruslara karsi higbir antiviral aktivite
gostermeyen ursolik asit, baikalein, baikalin, ferulik asit, p-kumarik asit ve vanillik
asit test edilen viruslarin en az birisine karsi aktif bulunmuslardir. Ilging olarak,
Klorojenik asitin etkisinin ADV-11’in inhibisyonunda standart ilagla benzer antiviral
aktiviteye fakat daha diisikk hiicresel toksisiteye sahip oldugu bulunmustur.
Adenovirus ¢alismasinda, klorojenik asidin ADV-3, ADV-8 ve ADV-11’e kars1 aktif
oldugu, ferulik asidin ADV-8 ve ADV-11"e kars1 aktif oldugu, kafeik asidin ADV-
3’e kars1 ve p-kumarik asidin ADV-11"e kars1 aktif oldugu bulunmustur. Baikaleinin
de anti-HSV-1 aktivitesi de kaydedilmistir. SI degerlerine dayanarak HSV-1"e kars1
cesitli saf bilesiklerin aktivitesinin kafeik asit> klorojenik asit> vanillik asit
sirasindadir ve HSV-2 i¢in sira kafeik asit> klorojenik asit> p-kumarik asittir. Kafeik
asidin en giiclii anti-viral aktiviteye sahip oldugu bulundugundan (diisiik ECsy ve

yiiksek SI degerleri), bu yiizden ¢aligma BCC-1/KMC hiicrelerini enfekte eden HSV-
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1’e kars1 bu bilesigin doz-yanit etkisini gelistirmeyi yiiriitmiistiir. Sonug, kafeik asit
etkisinin virus lizerinde agik bir doza bagl etki olusturdugunu gostermistir (Chiang

vd., 2002).

Farkli bir literatiir bildirisnde, bitki ekstrelerinin akut oral toksisitesini belirlemek
icin farelerde ortalama letal dozun (LDsy degeri) tahmini ve Artemia salina L.
analizinin karsilagtirmali ¢aligmalar1 yapilmig ve P. major’un LDs, degeri tespit
edilmigtir. Bu c¢alismanin sonuglari, P. major ekstresiyle giivenli bir tedavi
sunulabilmesi i¢in bitkinin esas toksisitesinin ve akut doz asiminin etkilerinin
belirlenmesine imkan verir (Caceres, 1996). A. salina (Artemiidae), tuzlu su karidesi
larvasidir ve kimyasal va dogal iiriinlerin toksisitesini belirlemek icin alternatif
testlerde kullanilan bir omurgasizdir. Bu ¢alismada, P. major un (Plantaginaceae)
ortalama letal konsantrasyonu (LCs), farelerde bildirilen LDsy deger sonuglariyla
iligkili olarak A. salina kullanilarak belirlenmistir (3 konsantrasyonda test edildi; 10,
100 ve 1000 pg/ml). Ekstrenin farkli konsantrasyonlariyla muamele edilen tuzlu su
karideslerinin mortalitesi; 100 pug/ml konsantrasyonda, mortalite; 9.3/10, LCsg; 4.74
pg/ml, %95 giivenilirlik limiti; 0-26.30. 1000 pg/ml konsantrasyonda, mortalite;
10/10 bulunmustur. Farelerde yapilan akut toksisite in vivo denemesi sonucunda da

P. major’ un LDsy; 182.54 mg/kg bulunmustur (Para vd., 2001).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Dietileter (Ak Kimya), Etil Alkol (Sigma), Formaldehit (Lachema), Ksilol (Merck),
Parafin (Merck), Hematoksilen (Sigma), Amonyak (Merck), Asit-Alkol (HCI)
(Merck), Eozin (sigma), Entellan (Merck).

3.1.2. Cihazlar ve Diger Geregler

Doku Takip Cihazi, Etiiv (Niive EN 500), Mikrotom (MicroTec Cut 4060), Hassas
Terazi (Precisa 160M), Isitict (Velp Scientifica), Isik Mikroskobu (Micros MC
300A), Fotograf Makinesi (Fujifilm Fine Pix 600S zoom), Motic Plus 2.0 Yazilim

Programi ve Motic marka Kamera.

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlar

Arastirmada kullanilan deney hayvanlar Mus musculus Balb/C tiirii (26-28 gr ve 8-
10 haftalik) erkek fareler olup Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlari Laboratuarindan temin edilmistir. Hayvanlar
23°C’de 12 saat aydmlik-karanlik siklusuyla tel kafesler iginde laboratuar
ortamimizda yetistirilmistir (sekil 3.1, sekil 3.2). Deneme i¢in secilen hayvanlarin
hicbiri gbéz yada kulak enfeksiyonu tagimiyor, yamali tlily yada agik yara
barindirmiyordu. Deney hayvanlarinin beslenmesinde hazir pelet yem kullanilmistir
ve su ad libitum olarak verilmistir. Hayvanlarin beslenmelerinde kullanilan yem
Gaziantep Yem Fabrikasindan getirilmistir. Yemin bilesiminde bulunan maddeler

tablo 3.1.’de ve bu enerji diizeyleri de tablo 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.1: Deney Hayvanlar1 Laboratuvari

Sekil 3.2: Deney Hayvanlarin Yetistirildigi Tel Kafeslerden Biri
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3.2. Yontemler

3.2.1. Mus musculus Balb/C Tiirii Farelerde Ehrlich Ascites Tiimor (EAT)

Olusturulmasi

Calismamizda sivi tiimdr olusturulmasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dalindan temin edilen peritonunda sivi EAT tasiyan stok fare
(agirhgr 30 gr, 2 aylik) kullanmilmistir. Bu farerden almman EAT sivis1 Gaziantep
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Deney Hayvanlari
laboratuarindan temin edilen agirliklar1 26-28 gr arasinda degisen 8-10 haftalik Mus
musculus Balb/C farelerin peritonuna enjekte edilerek elde edilen periton sivisi
calismalarimizda kullanilmistir. Bu sivi, 0.1 ml PBS iginde siispanse edilerek
hemasitometrede sayilan 1x10° EAT hiicresi farelere i.p. olarak enjekte edilmistir

(Sunila ve Kuttan, 2003).

Tablo 3.1. Deney Hayvanlarma Verilen Yemin Icerigi

Yem Maddeleri Yiizdeleri (%)
Misir 34
Arpa 54
Bugday 13
Kepek 2
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8.5
Et-Kemik Unu 4
Kire¢ Tas1 0.5
DCP 1
Tuz 0.6
Vitamin Karmasi 1
Mineral Karmasi 1
Melas 4
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Tablo 3.2. Deney Hayvanlarina Verilen Yemdeki Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyi

Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyleri Yiizdeleri (%)
Kuru Madde 86.32

Ham Protein 23.99
Kalsiyum 1.17

Fosfor 0.9

Met + Sis 0.77

Lizin 1.48

Ham Yag 3

Ham Seliiloz 3.18
Metabolik Enerji (kcal/kg) 2658.31

3.2.2. Plantago major (Biiyiik Sinirli Otu) Ekstresinin Edesi

Lokal olarak Gaziantep Universitesi Botanik Bahgesinden toplanan P. major un
teshisi yapildiktan sonra sadece taze ve saglam goriilen yapraklar deneme igin
se¢ilmistir. Bu yapraklar kullanilmadan once yiizeylerinden yabanci maddeleri ve
tim kirleri uzaklastirmak ic¢in distile suyla yikanmis ve kurumasi igin bir siire

bekletilmistir.

Bitki ekstresini elde etmek icin infiizyon metodu kullanilmistir. Plantago major un
sicak su ekstresi daha oOnce rapor edilen standart metotlara gore bitkinin
yapraklarindan elde edilmistir (Chang ve Yeung, 1988). Kisaca, taze yapraklar (50gr)
1 saat 100 cc distile suda kaynatilmis, elde edilen sivi1 filtreyle siiziilmiistiir. Ayni
prosediir 3 kez tekrarlanmistir. 3 basarili ekstraksiyonun akoz ekstraktlari toplanmas,
birlestirilmis ve konsantre edilmistir. Elde edilen filtrat %100 yogunlukta kabul
edilmis ve seyreltilerek %1, %2 ve %3’liik ekstreler elde edilmistir. Bu ekstreler +4

°C’de saklanmustir.
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3.3. Plantago major L. Ekstresinin Sivi EAT Uzerine Olan Etkisinin

Arastirilmasi

Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Deney Hayvanlart Laboratuarindan
saglanan 27+1 gr agirhginda 8-10 haftalik 30 adet erkek Balb-C soyu fare 5 gruba
ayrilmistir (n=6). (+) Kontrol grubu hari¢ tiim hayvanlara 0.1 ml PBS’de siispanse
edilmis 1x10° EAT hiicresi i.p. olarak enjekte edilmisti. Deney gruplarina
Iml/fare/giin dozunda %1, %2 ve %3’liik P. major ham ekstresi gavaj yoluyla her
giin verilmistir. Ekstrenin uygulamaya baslama zamani timér inokulasyonundan
sonra 3. giindiir ve uygulama siiresi 10 giindiir. Deney gruplariyla beraber bir (-)
kontrol bir de (+) kontrol grubu olusturulmustur. Kontrol gruplarina ekstre yerine
ayn1 voliimde serum fizyolojik (%0.9 NaCl) 10 giin boyunca gavaj yoluyla giin asir1

verilmigtir.

3.3.1. Olusturulan Gruplar ve Yapilan islemler

Grup I: Deney grubunda n= 6 hayvan bulunmaktadir. Deney grubuna 0. giin 0.1 ml
icerisinde 1x10° EAT hiicresi olacak sekilde hazirlanarak, asit timér modeli
olusturmak i¢in intraperitoneal enjeksiyonla pasaj yapilmistir. Timor pasajindan 3
giin sonra 1 ml/fare/giin dozunda %1°’lik P. major ekstresi gavaj yoluyla her giin

uygulanmustir. Bu rejim sakrifikasyona kadar 10 giin boyunca devam etmistir.

Grup II: Deney grubunda n= 6 hayvan bulunmaktadir. Deney grubuna 1x10°
hiicre/ml EAT hiicresi 0.1 ml’de olacak sekilde thoma laminda sayilip, serum
fizyolojik ile sulandirilarak intraperitoneal enjeksiyonla verilmistir. TUmor
pasajindan sonraki 3. giinde 1 ml/fare/giin dozunda %2’lik P. major ekstresi gavaj
yoluyla her giin verilmistir. 11. giinde tiim hayvanlar eter anestezisi altinda sakrifiye

edilmistir.

Grup III: Deney grubunda n= 6 hayvan bulunmaktadir. Deney grubuna 0.1 ml
icerisinde 1x10° EAT hiicresi olacak sekilde thoma laminda sayilip serum
fizyolojikle sulandirilarak asit tiimér modeli olusturmak icin intraperitoneal

enjeksiyonla verildikten 3 giin sonra 1 ml/fare/giin dozunda %3’liikk P. major ham
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ekstresi gavaj yoluyla her giin olacak sekilde sakrifikasyona kadar verilmistir. 11.

giinde eter anestezisi altinda deney gruplarina ait tiim hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Grup (-) Kontrol: Deney grubunda n= 6 hayvan bulunmaktaydi. Deney grubuna 0.1
ml icerisinde 1x10° EAT hiicresi olacak sekilde thoma laminda sayilip serum
fizyolojikle sulandirilarak asit tiimor modeli olusturmak igin intraperitoneal
enjeksiyonla verildikten 3 giin sonra 1 ml/fare/giin dozunda SF gavaj yoluyla her giin

olacak sekilde sakrifikasyona kadar verilmistir.

Grup (+) Kontrol: Deney grubunda n= 6 hayvan bulunmaktaydi. Deney grubuna

timor inokulasyonu yapilmamistir ve diger gruplarla ayn1 giinden baslanarak 1
ml/fare/giin dozunda SF gavaj yoluyla her giin olacak sekilde 10 giin boyunca

verilmigtir.

3.4. Timor Gelisiminin Takip Edilmesi

Tiimor gelisimi lizerine P. major ham ekstresinin etkileri sirasiyla giinliik besin ve su
tiiketimi, agirlik artis1 ve dokularin patolojisine bakilarak degerlendirilmistir. Timor
gelisimini  belirlemek i¢in tiimdr inokulasyonundan Once belirlenen viicut

agirliklarina kiyasla her giin hayvanlar tartilmistir.

3.5. EAT’nin Patolojik Olarak Incelenmesi

Tiim gruplar eter anestezisi altinda sakrifiye edildikten sonra farelerin mide, bobrek,
karaciger, kalinbarsak ve incebarsak dokular1 ambulok ¢ikarilarak 6rnek alimmustir.
Tim oOrnekler 24 saat %10’luk formaldehitte bekletilmis, daha sonra degisik
derisikliklerdeki alkoller ve ksilollerden gecirilerek 24 saat igerisinde tespit
edilmigtir. Boylece parafin bloklar1 hazirlanan doku orneklerinden 4 mikron
kalinliginda doku kesitleri alimmistir ve deparafinizasyon islemi uygulanmistir.
Hematoksilen ile boyanan 6rnekler ksilolde seffaflagtirildiktan sonra Nikon marka

151k mikroskobunda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Mus musculus Balb/C tiirii farelerde olusturulan Ehrlich asit karsinomu
lizerine P. major (Plantaginaceae) yapraklarinin ham ekstresinin inhibitoér etkisi
calistlmistir. Elde edilen P. major sicak su ekstresinin 10 giin siireyle EAT tasiyan
farelere ve kontrol grubu farelerine 1 ml/fare/giin p.o. uygulama rejimi siiresince
deney hayvanlarinin giinliik agirlik degisimleri kaydedilmistir. Tiimoriin inokiile
edildigi giin 0. giin olarak belirlenmistir. 0. giin hayvanlarin ilk agirliklar
kaydedilmigtir. Ekstrenin verilmeye baglandigi 3. gilinden itibaren de 10 giin

stiresince hayvanlar tartilarak agirlik artislart belirlenmistir (sekil 4.1).

Agirlik (gr) Sy \
. ——Grup!l -
33,0
32,0 | —&—Grup Il -
31,0 - © —A—Grup Il »
30,0 (_)
Kontrol .
= ()
Kontrol .
2801 m—— o XK. =/ I € X | i
27,0 -
26,0 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Ginler

Sekil 4.1: Degisik Dozlarda Plantago major L. Ekstresinin Etkisi ile Mus musculus
Balb/C Tiirii Farelerde Gozlenen Agirlik Degisimleri Grafigi

Bu agirlik 6l¢limlerinin sonucunda en fazla kilo artis1, sadece tiimor inokiilasyonu

yapilmis ve ekstre yerine SF verilen (-) kontrol grubunda kaydedilmistir (5,22 gr).
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Tiimor inokiilasyonu yapildiktan sonra 10 giin boyunca %]1°lik P. major ekstresi
verilen [.Grup hayvanlarindaki agirlik artis1 2,45 gr, timor inokiilasyonundan sonra
%?2’lik P. major ekstresiyle terapi edilen II.Grupta 3,13 gr ve %3’lik P. major
ekstresi verilen III.Grupta ise 3,90 gr olarak kaydedilmistir. Tiimdr inokiilasyonunun
yapilmadigi ve 10 giin boyunca sadece p.o. SF verilen (+) kontrol grubunda 6lgiilen
agirlik artisi ise 0,71 gr’dir. Tablo 4.1.in incelenmesinde goriilecegi gibi deney ve
kontrol gruplar1 arasinda degisik ekstre dozlarina bagli 6nemli agirlik degisimleri

gozlenmistir.

Tablo 4.1. Degisik Dozlarda Plantago major L. Ekstresinin Etkisi ile Mus musculus
Balb/C Tiirii Farelerde Gozlenen Agirlik Degisimleri

Grup No Uygulanan doz Deney Grubu
1 ml/fare/giin Baslangic Agirhg | 10 Giin Sonraki
(gr) Agirhgr (gr)
(-) Kontrol - 27,677 32,898
(+) Kontrol - 27,268 27,981
1 %1 26,290 28,740
2 %2 27,918 31,047
3 %3 26,812 30,712

Deneme gruplarindaki (+) tiimor tutulumu hem o6lgiilen agirlik artislariyla hem de
peritondaki asit birikiminin gozle goriilebilir derecede olmasiyla belirlenmistir.
Deneme siiresi igerisinde tiimor implantasyonundan sakrifikasyon siiresine kadar
hicbir grupta 6lim olayina rastlanmamistir. Hayvanlarin tiimii deney bitim siiresinde
sakrifiye edilmislerdir. Bu bulgumuza dayanarak ekstrenin bu konsantrasyonlari

arasinda degisen degerlerin herhangi bir toksik etki gostermedigi kanisina varilmstir.

Deney hayvanlarinin sakrifikasyonu eter anestezisi altinda gerceklestirilmistir ve
sakrifiye edilen hayvanlarin karaciger, bobrek, mide, kalin bagirsak ve ince bagirsak
dokular1 ambulok olarak ¢ikarilmistir. Hazirlanan doku preparatlarinin  histo-
patolojik incelemeleri sonucunda EAT’nin bu dokulardan sadece ince ve kalin

bagirsak dokularini tuttugu belirlenmigtir. Diger ti¢ dokuda higbir patolojik duruma
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rastlanmamis ve bu dokularin histolojik degerlendirmeleri normal bulunmustur. Bu
ylizden degerlendirmenin bundan sonraki agamalarinda tiim hayvanlarin sadece ince
ve kalin bagirsak dokular1 incelenmis ve gruplar arasinda P. major ekstresinin neden
oldugu diisiiniilen tiimdr inhibisyonunun degerlendirilmesinde bu dokular dikkate

alinmustir.

Sadece tiimor inokiilasyonu yapilan (-) kontrol grubundaki hayvanlara ait ince ve
kalin bagirsak doku preparatlar1 incelendiginde bu gruptaki tiim hayvanlarin ince ve
kalin bagirsak dokulariin tiimoér hiicreleri tarafindan yaygin invazyonu gézlenmistir.
Tiimdriin bu dokulara invazyonu peritondan gerceklestigi i¢in yayilimi da seroza
tabakasindan mukoza tabakasia dogru olmustur. (-) Kontrol grubundaki hayvanlara
ait bu iki dokuda timoriin mukoza, submukoza, muskularis eksterna ve seroza
tabakalarindan dordiine de yayilmis oldugu tespit edilmistir (sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve
4.6).

Sekil 4.2: (-) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Bobrek
Dokusu Kesiti
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Sekil 4.3: (-) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Karaciger
Dokusu Kesiti

Sekil 4.4: (-) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Mide Dokusu
Kesiti
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Sekil 4.6: (-) Kontrol Grubuna Ait Tiimor Hiicreleri Tarafindan Invaze
Olmus Kalin Barsak Doku Kesiti
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Tiimor inokiilasyonunun yapilmadigir saglikli hayvanlardan olusan (+) kontrol
grubuna ait ince ve kalin bagirsak dokularmin histo-patolojik incelemesinde
dokularin higbir patolojik durum bulundurmadig: tespit edilmistir (sekil 4.7, 4.8, 4.9,
4.10,4.11).

Sekil 4.7: (+) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Ince Barsak
Doku Kesiti
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Sekil 4.8: (+) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Kalin Barsak Doku
Kesiti

Sekil 4.9: (+) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Karaciger Doku Kesiti
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Sekil 4.11: (+) Kontrol Grubuna Ait Normal Histolojiye Sahip Bobrek Dokusu
Kesiti
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Tiimor inokiilasyonunu takiben %1°lik P. major ekstresi uygulama rejimine tabi
tutulan hayvanlardan olusan I.Gruba ait doku preparatlarinda tiim hayvanlarin ince
bagirsak dokularinin (-) kontrol grubununkilerle ayni derecede timdr yayilimi
gosterdigi belirlenmistir. Buna ragmen bu grubun kalin barsak doku preparatlari
incelendiginde bu gruba ait hayvanlarin %50’sinin kalin barsak dokularinda timdor
invazyonuna rastlanmamis, bu dokularin histolojik yapilart normal bulunmustur.
Geriye kalan %350’sinin kalin barsak doku preparatlarinda ise tiimor hiicrelerinin
sadece serozada tutulum gosterdikleri diger ii¢ tabaka (mukoza, submukoza ve
muskularis eksterna) da tiimdr hiicrelerinin bulunmadig: tespit edilmistir. Bu grubun
kalin barsak doku preparatlarinin degerlendirilmesi sonucu elde edilen bu
bulgulardan P. major’'un %1’lik ekstresinin I[.Grupta tiimor inhibisyonuna neden

oldugu goriilebilmektedir (Sekil 4.12 ve 4.13).

Sekil 4.12: 1.Gruba Ait Tamamen Nekroze Olmus ince Barsak Dokusu
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Sekil 4.13: 1.Gruba Ait Sadece Serozaya Tutunmus Tiimor Hiicrelerinin Gorildiigi
Kalin Barsak Doku Kesiti

Tiimoér inokiilasyonunu takiben %2’lik P. major ekstresi verilen II.Grupta yapilan
doku preparat degerlendirmeleri sonucunda ince barsak preparatlarinda timor
inhibisyonuna isaret eden bir goriintli alinamamis dokularin tiim tabakalarma
timoriin tamamen invaze oldugu kaydedilmistir. Bu gruba ait kalin barsak
preparatlarinin degerlendirilmesi neticesinde ise grubun % 33’linde kalin bagirsak
histolojisi normal (tiimér olusumu bulunmayan), %17’sinde sadece serozada tutulum
gozlenmis, %50’sinde ise tlim tabakalara tiimdr invazyonu tespit edilmistir. Bu

sonugclar, I1.Grupta kismi bir inhibisyonu isaret etmektedir (sekil 4.14, 4.15 ve 4.16).
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Sekil 4.14: 11.Gruba Ait Serozaya Tutunmus Tiimor Hiicrelerinin Gozlendigi Kalin
Barsak Doku Kesiti

Sekil 4.15: I1.Gruba Ait Normal Histolojiye Sahip Kalin Barsak Doku Kesiti
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Sekil 4.16: 11.Gruba Ait Tiim Tabakalarina Tiimér Hiicrelerinin invaze Oldugu Ince
Barsak Dokusu

Tiimorli hayvanlara %3’lik P. major ham ekstresi uygulanan III.Grup doku
preparatlar1 da histo-patolojik olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda
bu gruba ait hayvanlarin ince barsak doku preparatlarinda, tiimor inokiilasyonu
yapilan diger gruplara benzer olarak tiim ince barsak doku tabakalarinin tamamen
timorle invaze oldugu tespit edilmistir. Bu gruba ait kalin barsak preparatlarinin
incelenmesi neticesinde ise preparatlardan %33,3’linde tiimor inhibisyonuna isaret
eden normal histolojik durum, %33,3’linde sadece serozada tutulum ve geriye kalan
%33,3’linde ise dokunun tiim tabakalarinin tiimdr hiicreleri tarafindan invaze edildigi

gosterilmistir (sekil 4.17, 4.18 ve 4.19).
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Sekil 4.17: II1.Gruba Ait Tiim Tabakalarina Tiimdr Hiicrelerinin invazyonunun

Gozlendigi ince Barsak Doku Kesiti

Sekil 4.18: II1.Gruba Ait Histolojisi Normal Gozlenen Kalin Barsak Doku Kesiti
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Sekil 4.19: 1I1.Gruba Ait Seroza Tabakasina Tiimér Hiicrelerinin Invaze Oldugu
Kalin Barsak Doku Kesiti
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5. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda bir¢ok bitki tiirliniin karsinogenezisi etkiledigini bildiren raporlar
vardir. Yapilan aragtirmalar sonucu séz konusu bitkilerin diyete katilmasiyla g¢esitli
kanser tiirlerinin insidansinin azalmasi arasinda bir baglanti olabilecegi goriisii
desteklenmektedir. Bu bitkilerden elde edilen etken maddelerin cesitli deney
hayvanlarinda karsinogenezisi inhibe ettigi rapor edilmistir. Samuelsen (2000)
yaptig1 arastirmalar sonucu P. major’un kimyasal icerigini ortaya koymus ve bu

maddelerin etkilerini ¢aligsmistir.

Bu calismada ise P. major yapraklarindan elde edilen ekstrenin Mus musculus
Balb/C tiirii farelerde olusturulan sivi Ehrlich ascites tiimoriine (EAT) olan

antitiimoral etkisi arastirilmustir.

Ascites tiimor terimi ilk defa 1927 yilinda Hesse tarafindan kullanilmistir (Paul,
1975). Arastirici c¢esitli deney hayvanlarinin peritoneal kavitesinde olusturdugu
timdr sivisinin deney hayvanlarina transplante edildigi zaman biyolojik 6zelligini
kaybetmedigini gdstermistir. Bundan sonra John ve Koch (1932), Hesse’nin
gozlemlerini dogrular dlizeyde c¢alismalar yapmustir (Paul, 1975). Yapilan

arastirmalar sonucu bazi genel Ascites tiimorleri tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1. Onemli Ascites Tiimorleri

Tanim Tipi Bulundugu | Kayna@ | Hayvan
Tarih Tiiru
6 C3 HED Ind.Lenfo Sarkoma | 1941 Timus C3H Fare
DBA Sp. Ca. 1947 Timus DBA Fare
(Lenfoma)
(Dalton)
1.5178 Lenfoma 1952 Timus DBAz Fare
Ehrlich Sp. Ca. 1896 Memeli | Biitlin
bezi farelerde
15091 a Sp. Ca. 1928 Memeli | Biitiin
bezi farelerde
Krebzs Sp. Ca? 1933 - Biitiin
farelerde
TA3 Sp. Ad. Ca. 1948 Memeli | Biitiin
bezi farelerde
MCIA Ind. 1945 Kas C3H Fare
Rabdomiyosarkoma
MCIM Ind. Sarkoma 1946 Kas C3H Fare
Lenfoma EI. 4 | Ind. Lenfoma 1945 - C57BL
Yoshida Ind. Sarkoma 1947 Skrotum | Si¢an
MTR Sarkoma | Ind. Sarkoma 1951 - Wistar sicani
11
Takeda Sp. Sarkoma 1952 - Sican
Sarkoma
Watonobe Ind. Hepatoma 1954 - Sican

Sp.: spontan, Ind.; indiiklenebilir, Ca.; karsinoma, Ad. Ca.: Adeno karsinoma

Calismanin ilk asamasinda Mus musculus Balb/C tiirii farelerde sivi Ehrlich ascites
tiimdr olusturulmas: amaglanmistir. Bu amac icin Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dalindan temin edilen 30 gr agirliginda ve peritonunda
stvi Ehrlich ascites tiimorii tasiyan erkek fare kaynak olarak kullanilmistir. Bu
fareden elde edilen EAT sivisi PBS (Phosphate buffered saline)’de siispanse edilmis
ve sivi i¢cindeki EAT hiicre sayisi hemositometrede yapilan sayimla belirlenmistir.
0,1 ml PBS’de 1x10° EAT hiicresi olacak sekilde erkek farelerin peritonuna enjekte

edilmistir.

Uzun yillardan bu yana klinik ve deneysel amagli karsinojenik arastirmalarda pek
cok metot ve model kullanilmaktadir. Ozellikle deneysel ¢alismalarda oldukea fazla

sayida tiimor modeli ile karsilagilmaktadir. Ug¢ ayr1 model (spontan, indiiklenen ve
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transplante) i¢inde transplante edilebilen tiimor ¢esitlerinin daha ¢ok tercih edildigi
gbzlenmektedir. Bununla beraber, uygulama kolayligina sahip transplante edilebilen

tiimorler agisindan da ¢ok ¢esitlilik s6z konusudur.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda; mevcut timor ¢esitleri arasindan EAT secilmistir.
Calismada secilen tiimoér modeli, deney hayvaninin tiirii, cinsiyeti ve yasi literatiire
dayandirilarak belirlenmistir. Zeybek (1996) calismasinda EAT’nin Balb/C soyu
farelerde tutma oranini %90-100 aras1 bulmustur. Bu soyun disilerinde bu oran %90
civarinda iken erkek farelerde %100’diir ve tiimor tutma zamani erkek farelere gore
disilerde daha uzun olarak tespit edilmistir. Tiimor inokiilasyonu i¢in uygulanan
1x10° EAT hiicre sayisi ise deney hayvanlarinda en yiiksek agirhik farkini olusturan

1,2x10° hiicre sayisina en yakin tam deger oldugu i¢in tercih edilmistir.

Calismanin ikinci kademesinde ise P. major’dan sicak su ekstraksiyonu ile
antitimoral etkisi denenecek ekstre elde edilmistir. Bitki ekstresini elde ederken
inflizyon metodu kullanilmistir. Bu yontemle ham ekstre elde edilmistir. Infiizyon
metodu bitkilerin yaprak, cicek ve diger yumusak dokular1 i¢in kullanilir ve bu
yontemle sadece suda ¢oziinebilen bilesikler elde edilebilir. Taninler, glikozitler ve
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygun bir yontemdir fakat ugucu yada ugucu
olmayan yaglar yada alkoloidler i¢in uygun degildir. Bu yontemin dezavantaji da
tiim terapotik igeriklerin elde edilememesidir. Bunun yani sira bir avantaji ise ilacin
ilk olarak potansiyel toksik olan ajanlarmin deaktive edilebilecegi karacigere
ugramasidir. Bu metodun diger 6zellikleri absorbsiyon yolunun oral ve absorbsiyon

membraninin gastrointestinal sistem mukozasi olmasidir.

P. majorun bu ekstresinin anti-iilserojenik, antibiyotik, antioksidan, anti-
enflamatuvar ve analjezik, ditliretik, hipotansif ve toksik etkileri arastirilmistir.
Literatiirde P. major 'un diger ekstrelerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili calismalar
da rapor edilmistir. P. major un anti-lilserojenik aktivitesinin degerlendirildigi bir
calismada P. major un metanolik ve su ekstresi kombinasyonunun iilseri %40, su
eksresinin %37 ve matanolik ekstrenin %29 inhibe ettigi rapor edilmistir (Yesilada
vd., 1993). P. major’un immiin-modiilatdr etkisi elde edilen tuz ekstresiyle
calisilmigtir ve ¢alisma sonucunda P. major 'un nétrofiller lizerine kemotaktik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Basaran vd., 1997). P. majorun in vitroda bir¢ok anti-

infektif testi yapilmistir. Bu testlerden antibiyotik ve anti-fungal aktivite testinde
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metanolik ekstrenin Salmonella typhimurium’a karst c¢ok aktif, MRSA ve
Mycobacterium phlei bakterilerine kars1 daha zayif oldugu ve Fusarium tricuictum
ve Microsporum gypseum mantarlarina kars1 aktif fakat Candida albicans ve
Saccharomyces cerevisiae mantarlarina karst daha zayif oldugu bildirilmistir.
%50’lik etanol ekstresinin ise Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Shigella
dysenteriae ve Escherichia coli’ye kars1 aktif oldugu, %70’lik etanolik ekstrenin ise
Shigella flexneri’ye karst cok aktif, S. aureus, Shigella sonnei, E. coli,
Mycobacterium smegmatis’e kars1 ise zayif aktif oldugu rapor edilmistir. Anti-
giardiasik aktivite c¢aligmasinda P. major tuz ekstresinin Giardia duodenalis
trofozoitleri lizerine mortalitesinin (+) kontrol tinidazol seviyesinde oldugu
bulunmustur (Ponce-Macotela vd., 1994). P. major’un antimalaryal aktiviteye sahip
oldugu, tim bitkinin diklorometan ekstresinin multi-ila¢ direnci olan Plasmodium
falciparum K, susuna kars1 in vitroda bazi etkilere sahip oldugunun, petrolyum eter
ve metanolik ekstresinin kiiclik etkilere sahip oldugunun gosterilmesiyle
bildirilmistir (Weenen vd., 1990). P. major’un igeriginde bulunan ferulik asit ve
kafeik asidin in vitroda HSV-2’ye karsi antiviral aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Bourne vd., 1999). P. major un anti-enflamatuvar ve analjezik etkiye
sahip oldugu da yapilan arastirmalarla gosterilmistir. Bu c¢alismalarda P. major
yapraklarinin sivi ekstresinin fare ve ratlarda prostaglandin sentezine bagli anti-
enflamatuvar ve analjezik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Guillen vd., 1997). P.
major bitki poset ¢cay1 ve P. major yapraklarindan yapilan inflizyonlarin varliginda
ilk olusmus 2,2’-azinobiyos (3-etilbenztiazolinesulfonikasit) radikal katyon
absorbansinin beyazlamasiyla antioksidan kapasitesi belirlenmistir. P. major un ¢ay
inflizyonu siyah ¢ayla kiyaslandiginda kiiciik miktarlarda serbest radikal siipiiriicii
icerdigi rapor edilmistir (Campos ve Lissi, 1995). Farkli bir ¢alismada, P. major un
ditiretik etkisi arastirilmistir ve orta derecede diiiretik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Caceres vd., 1987a). P. major 'un hipotansif ve hipoglisemik etkileri de
calisilmigtir fakat sonuglar 6nemli bulunmamistir (Schmeda-Hirschmann vd., 1992;
Rodriguez vd., 1994). P. major’un biyolojik aktiviteleri lizerine yapilan bu
caligmalarin yan1 sira P. major’'un toksik etkisi de arastinnlmistir. Yapilan
calismalarda, P. major un oral ve i.p. uygulandiginda ratlarda diistik toksisiteye sahip
oldugu bildirilmistir (Angelov vd., 1980). Laboratuar fareleri bitkilerde olusan toksik
maddelere karsi hassastirlar. Artan miktarlarda ekstraktlarin verilisi  toksisite

limitinin belirlenmesine olanak saglar. Para vd. (2001)nin yaptig1 calismada, P.
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major un farelerde yapilan akut toksisite in vivo denemesi sonucu LDsy: 182, 54
mg/kg bulunmustur. Bu ekstrenin diisiik toksisiteye sahip olmasi ve yukarida kisaca
Ozetlenen ¢aligmalardaki biyolojik aktiviteleri géz oniine alininca kanserde ve etkili
oldugu hastaliklarda bir ilag ham maddesi olarak degerlendirilebilecegi

goriisiindeyiz.

P. major’un anti-kanserojen etkileri degisik arastiricilar tarafindan calisilmstir.
Hartwell, bitkilerin kanser hiicrelerine karsi insanlar tarafindan kullanimi {izerine
olan c¢alismasinda (Duke, 1985; Hartwell, 1982) P. major’'un kullanimin
yayinlamiglardir. Bundan bagka, tiimoér tedavisinde P. major’'un geleneksel
kullaniminin yeniden incelenmesi Kanada Adalari, Sile; Venezuela ve Panama’da
kullanildigin1 gosterir (Samuelsen, 2000). Bu g¢aligmalara gore P. major’un anti-
metastatik aktivitesi oldugu (Yaremenko, 1990), farelerde meme kanseri {izerine
profilaktik etkiye sahip oldugu (Lithander, 1992) rapor edilmistir. Bunun yam sira
Rufa vd. (2001), P. major metanolik ekstresinin 15,5-1000 pg/ml dozlarinda HepG2

tizerine higbir inhibitdr etkisi bulunmadigini gostermislerdir.

P. major ekstresinin Mus musculus Balb/C tiiri farelere sivi EAT olusumunu
engelleyip engellemedigini gostermek amaci ile 1x10° sivi EAT verildikten sonra
uygulanan P. major ekstresinin etkisi ile deney hayvanlarinda sivi EAT’nin
inhibisyonu gozlenmistir. Bu inhibisyon hem deneme siiresince hayvanlardaki agirlik
artisginin  gézlenmesiyle hem de hayvanlardan c¢ikarilan dokularin preparasyonu

neticesinde yapilan degerlendirmelerle belirlenmistir.

Caligma siiresince tiim deney hayvanlarimin agirlik degisimlerinin kaydedilmesi
sonucu elde edilen degerlerde tiimor transplante edilen deney gruplarinda timor
yukiine bagli olarak kilo artis1 gézlenmistir. Tiimor inokiilasyonu yapilmayan (+)
kontrol grubundaki agirlik artis1 0,713 gr olarak kaydedilmistir. Bu deger saglikli
hayvanlarin 10 giin igerisinde ne kadar agirlik degisimi gosterdigini vermektedir. Bu
degere kiyasla, sadece tiimor transplante edilmis (-) kontrol grubunda kaydedilen
agirlik artisi ise deney gruplar arasindaki en fazla agirlik artis1 degeri olan 5,221 gr
olarak oOlc¢iilmiistiir. (-) Kontrol grubu ile (+) kontrol grubunun agirlik artiglari
arasindaki bu biylik fark (-) kontrol grubu hayvanlarinin tiimor yiikiinden
kaynaklanmaktadir. Bu iki grubun yani sira hem tiimor inokiilasyonu yapilan hem de

farkli konsantrasyonlarda P.major ekstresi uygulanan diger {i¢ deneme grubunun da
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agirhik artislart kaydedilmistir. Elde edilen degerler kiyaslandiginda bu ii¢ grubun
ayr ayr1 agirhik artiglart (-) kontrol grubuna oranla daha az bulunmustur. %1°lik P.
major ekstresi verilen 1. Grupta 2,450 gr, %2’lik ekstre uygulanan II. Grupta 3,129 gr
ve %3’liik ekstre verilen III. Grupta ise 3,900 gr olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak Grup I, II ve III’de tiimor yiikiine bagh kilo artisinin (-)
kontrol grubuna goére daha az oldugu dolayisiyla bu gruplarda bir timor
inhibisyonunun oldugu sonucuna varilabilir. En az agirhik artisinin 1. Grupta
kaydedilmesiyle, en az tiimdr yiikiinlin bu grupta oldugu dolayisiyla en c¢ok
inhibisyon gozlenen grubun I. Grup oldugu bulunmustur. I. Gruptan sonra en fazla
inhibisyon goriilen gruplar sirasiyla II. Grup ve ardindan III. Gruptur. Deneme
gruplar1 arasinda en az inhibisyonun goézlendigi III. Gruptaki tiimor inhibisyonu bile

onemli sayilacak kadar anlamli bulunmustur.

Deneme siiresi igerisinde hicbir grupta mortalitenin goriilmeyisi ekstrenin bu
konsantrasyonlarda mortaliteye neden olacak bir toksik etkisinin bulunmadigini
gosterir. P. major ekstresinin uygulama rejimi sona erdikten sonra sakrifiye edilen
hayvanlarin mide, karaciger, bobrek, ince barsak ve kalin barsak dokular
cikarilmistir. Bu dokulardan hazirlanan preparatlarin patolojik degerlendirmeleri
yapilmistir. (+) Kontrol grubunu olusturan hayvanlardan ¢ikarilan dokularin tiimii
saglikli bulunmus ve higbir patolojik bulguya rastlanmamistir. Ayni sekilde
degerlendirmeler neticesinde tim gruplara ait mide, karaciger ve bobrek doku
preparatlarinin hicbirinde de patolojik bir bulguya rastlanmamistir. Buradan peritona

transplante ettigimiz siv1 timdriin bu dokulara invaze olmadig1 sonucuna varilmistir.

(-) Kontrol grubundan ¢ikarilan diger iki doku (ince ve kalin barsak dokulari)’nda ise
tiimor hiicrelerinin genis bir invazyonu gozlenmistir. Buradan da peritona inokiile
edilen stvi EAT nin invaze ettigi dokularin ince ve kalin barsak dokular1 oldugu
sonucu dogmustur. Dolayisiyla gruplar arasinda tiimér inhibisyonunun

degerlendirilmesinde bu gruplara ait ince ve kalin barsak dokular1 dikkate alinmustir.

P. major ekstresi uygulanan diger tiim deneme gruplar1 (I, II ve I1I)’nda ince barsak
preparatlarinin (-) kontrol grubununkiyle ayni derecede tiimor hiicreleri tarafindan
invaze oldugu tespit edilmistir. Ekstreden kaynaklanan inhibisyon farki sadece kalin
barsak dokularinda bulunmustur. EAT, bu dokulara peritondan invaze oldugu igin

yayilimi da bu dokularin seroza tabakasindan mukoza tabakasina dogru olmustur.
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Ince barsak kesitlerinde dokunun tiim tabakalarinin (mukoza, submukoza, muskularis
eksterna ve seroza) tiimorle invaze oldugu gozlenirken kalin barsak preparatlarinin
kimisinde sadece serozaya tutunmus timor hiicreleri kimisinde tiim tabakalarin
invazyonu gozlenmis kimisinde ise hi¢bir patolojik durum goézlenmemistir. Kalin
barsak preparatlarinda gozlenen bu farkli patolojik tablolar sayesinde gruplar arasi

tiimdr inhibisyon dereceleri yorumlanabilmistir.

[.Gruba ait kalin barsak doku preparatlarinin %50’sinde higbir patolojik bulguya
rastlanmamis, %50’sinde ise sadece serozaya tutunmus timor hiicreleri tespit

edilmistir. Bu grup en fazla tiimor inhibisyonunun gozlendigi gruptur.

I1.Grup kalin barsak preparatlarinin patolojik degerlendirmesi sonucunda bu grubun
%?33’1linde hicbir patolojik bulguya rastlanmamis, %50’sinde sadece serozada tiimor
hiicrelerinin tutulumu goriilmiis geriye kalan %17’sinde ise tiim tabakalarin timor
hiicreleri tarafindan invaze edildigi tespit edilmistir. (-) Kontrolle kiyaslandiginda bu
gruptaki tiimor inhibisyonu da dikkat cekicidir fakat I. Grupla kiyaslandiginda
inhibisyon oraninin bir hayli diistiigii de dikkati cekmektedir.

II1.Gruba ait kalin barsak doku preparatlarinin ise %33,3’linde dokunun tiim
tabakalar1 tamamen invaze olmus, %33,3’linde sadece serozada tiimor hiicrelerinin
tutulumu gozlenmis ve geriye kalan %33,3’linde ise hicbir patolojik bulguya
rastlanmamistir.  Elde edilen oranlar kiyaslandiginda III.Grupta timor
inhibisyonunun daha da azaldig1 fakat yine (-) kontrolle kiyaslandiginda énemli bir

inhibisyonun varligindan séz edebiliriz.

P. major ekstresinin farkli dozlar1 uygulanan deney gruplarinin ince ve kalin barsak
preparatlar1 arasinda bir kiyaslamaya gidildiginde tiim gruplarin ince barsak
preparatlarinda higbir inhibisyon goriilmeyisi ve buna ragmen her grupta farkli
oranlarda da olsa kalin barsak preparatlarinda inhibisyon goriilmesi peritona ekilen
tiimoriin Once ince barsagl invaze ettigi oradan da kalin barsaga dogru bir yayilis
gosterdigi seklinde yorumlanabilir. Buna dayanarak P. major ekstresinin timoriin
yayillimini engelledigini soyleyebiliriz. Bu inhibisyon P. major ekstresinin doz
farkliliklarina bagl olarak degismektedir. En fazla inhibisyon [.Grupta gozlenmis

ondan sonra sirasiyla II.Grup ve ardindan III.Grup gelmektedir. Dolayisiyla doz
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artisina baglh olarak inhibisyonun azaldi§i ve denenen konsantrasyonlar arasinda

etkin dozun %1 veya daha altinda bir deger oldugu sonucu dogmustur.

P. major ekstresinin EAT {izerine inhibisyonunu tespit etmek ve dozlar arasindaki
inhibisyon derecelerini 6lgmek amaciyla yaptigimiz iki farkli degerlendirmenin
sonucu birbiriyle uyumlu bulunmustur. Hayvanlardaki tiimor inhibisyonuyla
iligskilendirdigimiz kilo artislarindaki farkliliklar timor inhibisyonunun Grup I >
Grup II > Grup III siralamasinda oldugunu gostermistir. Patolojik degerlendirmeler
neticesinde elde edilen inhibisyon derecesi de yine ayni sirayla Grup I > Grup II >
Grup III seklinde bulunmustur. Bu iki degerlendirmenin neticelerinin bu sekilde
uyumlu olmasi doz artisiyla birlikte inhibisyon derecesinin azaldigini ve etkin dozun

%1°lik P. major ekstresi dozu oldugunu ispatlar niteliktedir.

Yapilan literatlir arastirmasinda, P. major’un benzoik bilesik (vanillik asit),
flavonoidler (baikalein, baikalin, luteolin), iridoid glikozit (okubin), fenolik bilesikler
(kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit) ve triterpenler (oleanolik
asit, ursolik asit) olarak adlandirilan biyolojik yonden aktif bilesiklerin 5 sinifimi
icerdigi gosterilmistir (Duke, 1992; Samuelsen, 2000). P. major un suda ¢oziinebilir
fenolik bilesikleri (kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asit)nin
antiviral etki gosterdigi rapor edilmistir (Chiang vd., 2001). Bunun yani sira P. major
ham siv1 ekstresinin ve fenolik bilesiklerinin %75’inin in vitroda insan periferal
mononiikleer hiicrelerinden interferon sekresyonunu saglayan bdylelikle giiglii
immiin stimiilasyon aktivite gosterdigi bulunmustur (Chiang vd., 2001). P. major un
hiicresel immiiniteyi ve interferon salgisini arttiran bu bilesikleri antitlimoral etkinin
olugsmasinda da rol oynayabilirler. P. major’un yapisinda bulunan flavonoidlerin
kanser gelisimini O6nledigi yada inhibe ettigi hipoteziyle ilgili bircok ¢aligma vardir
(Hertog vd., 1993; Hertog, 1996). Flavonoidlerin sitotoksik etkisi DNA kiriklariyla
iliskilendirilir, bundan baska bazi flavonoidlerin topoizomeraz I ve II aracili DNA
kirik komplekslerini indiikledigi gosterilmistir (Boege vd., 1996; Martin-Cordero
vd., 2000; Lopez-Lazaro vd., 2000, 2002). Bu nedenle, topoizomeraz aracili DNA
hasar1 bazi flavonoidlerin olusturdugu sitotoksik potansiyel tarafindan meydana
getirilen ikinci bir aday mekanizmadir. Calismamizda, P. major ekstresinin yapisinin
aydinlatilmas1 yoniinde gidilmediginden bu konu tartigma dis1 birakilmistir. Sonug

olarak diyebiliriz ki; P. major ekstresinin Mus musculus Balb/C tiirii farelerde
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olusturulan sivi EAT’ye kars1 tiimor yayilimini inhibe edici etkisi oldugu sonucu elde

edilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglara gore, Mus musculus Balb/C tiirii farelerde
olusturulan sivi EAT nin P. major ekstresinin etkisi ile tedavi edilebilecegi izlenimi
elde edilmistir. Ancak P. major ekstresindeki aktif madde veya maddelerin taniminin
ve bu maddenin/maddelerin direk etkisinin incelenmesinin konuya aciklik
kazandiracagi inancindayiz. Bu nedenle, elde edilen bulgulara gore P. major bitkisi
igeriginin ayristirilarak, her bir madde yada maddeler kombinasyonunun EAT’ye
kars1 etkisinin ¢alisilmas1 arastirmanin pratikte kullanilabilir hale getirilmesi

acisindan son derece énemlidir.
Sonug olarak; bu calismayla P. major bitkisinin EAT iizerine etkili bir tedavi edici

ajan oldugu belirlenmis olup yeni planlanacak calismalarla in vivoda aktif madde ve

dozaj durumlari belirlenmelidir.
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EKLER

EkK1.

Tiimor Hiicresi Sayiminda Kullanilan Tampon Cozelti

1.Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

8.0 gr NaCl

0.2 gr KH,PO4

29 gr Na,HPO4.12H,0 veya
23 gr Na,HPO4.2H,O

1.44 gr Na,HPO4.2H,0

1.15 gr Na,HPO, (anhdrous)
0.2 gr KCIO

2 gr NaNj3

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 0.1 N NaOH
veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C de saklanmustir.

108



