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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Malatya’da Yetisen Farkh Kayis1 Cesitlerinin
Hiicre Kiiltiir Sisteminde Sitotoksik/Apoptotik Etkilerinin incelenmesi” baslikli
bu c¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitlin kaynaklarin hem
metin i¢inde hem de kaynaklarda yontemine uygun bigcimde gdsterilenlerden

oldugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Unzile KELESTEMUR



OZET

Doktora Tezi

MALATYA’DA YETISEN FARKLI KAYISI CESITLERININ HUCRE KULTUR
SISTEMINDE SITOTOKSIK/APOPTOTIK ETKILERININ INCELENMESI

Unzile Kelestemur

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

127 sayfa + xix
2016

Damisman: Prof. Dr. Burhan Ates

Fonksiyonel gidalar son zamanlarda kanser tedavisinide igeren birgok saglik
sorununda kullanilmaktadir. Bir fonksiyonel gida olarak Malatya kayisisinin
sitotoksik/apoptotik 6zelliklerinin ortaya konmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle tez
kapsaminda Malatya bolgesinde yaygin olarak yetisen Hacihaliloglu, Hasanbey,
Kabaas1 ve Soganci kayisi gesitleri ile ¢alisilmistir. Bu dort kayisi gesidine ait ham,
olgun ve kuru hallerinin metanol ve aseton ekstraktlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan bu
ekstraktlarin sitotoksik/apoptotik aktiviteleri MCF-7 ve Caco-2 hiicre hatlarinda
MTT, Wound Healing ve akridin oranj (AO)/etidyum bromiir (EB) boyama testleri
ile belirlenmistir. Ayrica ekstraktlarin seker diizeyleri HPLC-RI ile 6l¢iilmiistiir.

MTT testi sonuglarina gére MCF-7 hiicre hattinda en diisiik ICsq degerleri 24
ve 48 saat uygulama siireleri i¢in Kabaagi kuru ve ham kayisi aseton ekstraktlarinda
strastyla 3,9 ile 0,5 mg/mL olarak belirlenmistir. Caco-2 hiicre hattinda ise en diisiik
ICso degerleri 24 ve 48 saat uygulama stireleri i¢in Kabaas1 kuru kayis1 aseton
ekstraktlarinda 3,59 ve 1,95 mg/mL olarak tespit edilmistir. En diisiik ICsg
degerlerine sahip kayisi ekstraktlari kullanilarak yapilan Wound Healing testinde 24.
saatin sonunda Caco-2 hiicrelerinde kontrol gruplarinda agilan yarik yaklagik %70
diizeyinde kapanirken, kayisi1 ekstraktlar1 uygulanan hiicrelerde %10-30 araliginda
acilmigtir. MCF-7 hiicre hattinda ise kontrol gruplarinda acgilan yarik yaklasik %80
diizeyinde kapanirken kayisi ekstraktlar: uygulanan hiicrelerde ise %0-12 araliginda
acilmigtir. Kayisi ekstraktlariin sitotoksik/apoptotik 6zelliklerini ortaya koymak i¢in
gergeklestirilen AO/EB boyama metodunda elde edilen goriintiilerden hiicre 6liimii
ve apoptotik olusumlar morfolojik olarak acikga goriilmiistiir. Ayrica kayisi
ekstraktlarindaki seker miktar1 (glukoz+fruktoz+sukroz) ham kayisi d6rneklerinde
32,9-54,3, olgun kayis1 drneklerinde 72,7-84,9 ve giin kurusu drneklerinde ise 63,6-
76,3 g/100 g kuru madde araliginda 6l¢iilmiistiir.

Sonug olarak, Malatya kayis1 ekstraktlarinin seker miktarindan bagimsiz bir
sekilde hem Caco-2 hem de MCF-7 hiicrelerinde gii¢lii sitotoksik/apoptotik dzellige
sahip oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Malatya kayisisi, Sitotoksik, MTT testi, Wound
Healing, Caco-2, MCF-7.
i



ABSTRACT
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INVESTIGATION of CYTOTOXIC/APOPTOTIC EFFECTS DIFFERENT
SPECIES of APRICOT in MALATYA
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

127 pages + Xxix
2016

Supervisor: Prof. Dr. Burhan Ates

Recently, functional foods have been widely used in the treatment of various
health problems including cancer. Cytotoxic/apoptotic properties of Malatya apricots
as a functional food is highly important to reveal. Therefore, in the scope of this
thesis, varieties of commonly grown apricots in Malatya, namely Hacihaliloglu,
Hasanbey, Kabaasi and Soganci were studied. Methanol and acetone extracts of raw,
ripe and dried apricots are prepared from these four varieties. Cytotoxic/apoptotic
activities of these prepared extracts on MCF-7 and Caco-2 cell line were determined
by using MTT, Wound Healing and acridine orange (AO)/ethidium bromide (EB)
staining tests. In addition to that, sugar levels were measured by HPLC-RI.

According to MTT test results performed on MCF-7 cell line for 24 and 48
hours application time, the lowest ICs, values were determined as 3.9 and 0.5 mg/mL
in the acetone extracts of dried and raw Kabaas1 apricots, respectively. In the Caco-2
cell line, the lowest I1Csq values for 24 and 48 hours application time were measured
as 3.59 and 1.95 mg/mL in the acetone extracts of dried Kabaasi apricots,
respectively. In Wound Healing test, which was made by using the lowest ICs
values with apricot extracts, the opened slit in the control group of Caco-2 cells
closed at the level of about 70%. In the Caco-2 cells treated with apricot, the opened
slit was opened in the range of 10-30% at the end of 24 hours. In the MCF-7 cell
line, while the level of the slit opening in the control group closed at approximately
80%, the slit opening in apricot-treated cells opened in the range of 0-12%. Also, cell
death and apoptotic formation were seen morphologically in the images obtained
from AO/EB staining method, which was performed to demonstrate the
cytotoxic/apoptotic properties of the apricot extract. In addition, the amounts of sugar
in the raw, ripe and dried apricot extracts were measured in the range of 32.9-54.3,
72.7-84.9 and 63.6-76.3 g/100 g dried mass, respectively.

As a result, the extracts of Malatya apricot independently from the amount of
sugar were determined to have strong cytotoxic/apoptotic properties in Caco-2 and
MCEF-7 cells.

KEYWORDS: Malatya Apricot, Cytotoxic, MTT test, Wound Healing, Caco-2,
MCEF-7.
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1. GIRIS

Kanser, 6lim orani istatistiklerine gore kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
Diinya’da en yaygm goriilen 6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir. (Thurston,
2007). Kanser, canli dokudaki hiicrelerin viicudun otonom kontrolii disinda ve
durdurulamaz bir sekilde bdliinmeye baslamasiyla yani kontrolsiiz hiicre
cogalmasiyla ortaya c¢ikan hastaliga verilen isimdir. Bu hastalik sonucunda tiimér ya
da onkogenez denilen olgu meydana gelir. Dokunun belirli bir yerinde bulunup
yayllmayan ve viicuda zararli olmayan iyi huylu timoérler kanser sayilmamaktadir.
Kanser 6liimlerinin ¢ogu, kotii huylu (malignant) tiimdrdeki hiicrelerin, viicutta yeni
bolgelere go¢ ederek doku ve organlart harap etmesiyle meydana gelmektedir. Bu
olay metastaz olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicreleri diger hiicrelerden farkli
olarak normaldeki biiylime ve boliinme sinirlarina uymazlar (Guyton, 2007; Lodish
vd. 2011). Antikanser ilaglarin genellikle belirli tipteki kanser tiirlerine kars1 etkili
olmasi, farkli kanser tiplerinin varliginm1 géstermektedir. Bugiine kadar, ylizden fazla

kanser tipine tan1 konmustur (Ma ve Wang, 2009).

Orta ¢aglarda (1676) Wiseman, beslenmedeki hatalarin kansere neden
olabilecegini sOylemistir (Arora vd. 2014). Doll ve Peto ise kanser oliimlerinin
%35'inin (%10-%70 araliginda) beslenme degisiklikleri ile 6nlenebilecegini tahmin
etmiglerdir. Willet ise; kanserlerin yaklasik %32’sinin beslenme degisiklikleri ile
Onlenebilir oldugunu belirterek araligi %20-%42 daraltmistir (Wolfe vd. 2003; Doll
ve Peto, 1981). Bir¢ok epidemiyolojik caligmada kansere karsi meyve ve sebze
yoniinden zengin bir diyetin koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica meyve
ve sebze tiiketiminin, kronik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde de etkili oldugu
bir¢cok calismada mevcuttur. Meyvelerde bulunan dogal bilesikler, kanser de dahil
olmak iizere cesitli hastaliklar1 Onleyici, baskilayici ve tedavi edici 6zelliklere
sahiptir (Jeong vd. 2006; Yang ve Kim, 1993; Weisburger, 1991). Bu nedenle meyve
ve sebzelerde bulunan fitosteroller, triterpenler, flavanoidler, saponinler ve
karotenoidler tek baglarina ya da bu bilesenlerce zengin ekstraktlar halinde bir¢ok
calismaya konu olmustur. Bu yararli bilesiklerin, antioksidan ve elektrofil
toplayicilar1 gibi rol oynayarak, immun sistemi uyarip kanser gelisimi ile ilgili
hormonal olaylar1 ve metabolik yollar1 inhibe etmekte olduklari ortaya konmustur
(Craig, 1999).



Son yillarda Onem kazanan fonksiyonel gidalar, viicudun beslenme
ihtiyacinin yaninda insan fizyolojisi ve metabolik fonksiyonlar1 iizerinde ilave
faydalar saglayan, boylelikle hastaliklardan korunmada ve tedavi silirecinde olumlu
katkilar1 bulunan gidalar veya gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle
bircok meyve ve sebzenin fonksiyonel gida olarak degerlendirildigi caligsmalar
gerceklestirilmektedir. Ozellikle kansere kars1 fonksiyonel 6zellikler iceren meyve ve
sebzelerin ortaya konmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda ¢calismanin temel amact
Malatya’da yetisen kayisit ¢esitlerinden hazirlannus ekstraktlarin hiicre kiiltiir
sisteminde MCF-7 ve Caco-2 kanser hiicre hatlarinda sitotoksik/apoptotik

ozelliklerinin ortaya konmasudir.

Calismada Malatya'da yetisen farkli kayisi ¢esitlerinden Hacihaliloglu,
Hasanbey, Kabaasi ve Soganci kayisilari, Nisan-Haziran aylart arasinda ham,
Haziran-Agustos aylar1 arasinda ise olgun meyve olarak toplanmistir. Olgun
meyvelerin bir kismi giin 15181 altinda kurutulmus ve kurutulan bu meyveler de
calisgma kapsaminda kullanilmigtir. Ham, olgun ve kuru kayisi meyvelerinin
ekstraksiyonlart yapilarak metanol ve aseton ekstraktlari elde edilmistir. Hiicre
kiiltiirii ile bu ekstraktlarin MCF-7 ve Caco-2 hiicrelerinde MTT testi ile sitotoksik
ozellikleri ortaya konmustur. MTT testinden elde edilen sonuglara gore ICso degerleri
belirlenmistir ve bu degerler kullanilarak bu iki hiicre hattinda Wound Healing testi
gerceklestirilmistir. Ozellikle kayis1 ekstraktlarmin apoptotik 6zelliklerinin ortaya
konmast igin ICsy degerleri ile akridin oranj (AO)/etidyum bromiir (EB) boyama

yontemi kullanilarak floresan mikroskopla hiicre goriintiileri elde edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kaysi ile Tlgili Genel Bilgiler

Malatya denilince ilk akla kayis1 (Prunus armeniaca L.) gelmektedir.
Malatya’da yaygin olarak tarimi yapilan kayisi ¢esitleri Tiirkiye’nin en 6nemli tarim
tirlinleri arasinda yer almaktadir (Akin vd. 2008). Kayis1 gerek sosyal ve ekonomik
gerekse klinik agidan olsun ¢ok 6nemli bir meyvedir ve onunla ilgili yapilacak her
tiirlii calismaya ihtiya¢ vardir. Tiirkiye Diinya kayisi1 iiretiminde lider konumundadir
(Sekil 2.1) ve bu konuma en biiyiik katkiy1, Diinya yas kayis1 iiretiminin yaklagik
%11’ini, kuru kayist iretiminin ise yaklagik %70’ini gergeklestiren Malatya ili
yapmaktadir (Unal, 2010). Bu yiizden kayis1 ile ilgili yapilacak her calisma basta
Malatya ili olmak tizere Tiirkiye icin ¢ok biiyiik faydalar tasimaktadir.
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Sekil 2.1. FAO istatistiklerine gore 2010-2014 yillar1 arasinda kayist
tiretiminde Diinya’da ilk bes sirada yer alan iilkeler (Fao,
2015)

2.1.1. Kayisimin orijini ve tarihcesi

Kayis1 Diinya’nin biiyiilk bir kisminda yetistirilen, giilgiller agacinin sert
¢ekirdekli bir meyvesidir. Agacinin yapraklari; genis oval ve agik yesil, ¢igekleri ise
beyazdir. Kayisi, taze sofralik olarak tiiketilebildigi gibi, konserve veya kurutmalik
seklinde de korunup, yine biitiin yi1l tiiketilebilmektedir. Kayisi, A vitamini agisindan
iyi bir kaynaktir ve dogal seker igerigi yiiksektir. Kuru kayis1 ise miikemmel bir

demir kaynagidir (Britannica, 2016).



Prunus armeniaca L. isminin, kayisinin baglangi¢c kokeninin Ermenistan
olmast seklinde uzun siire benimsenen goriise dayali olarak yanlis bir sekilde
verildigi diisiiniilmektedir. Artik gliniimiizde ise kayisinin uzak dogu kokenli oldugu
bilinmektedir. Biiylik bir ihtimalle, Himalayalardan ve Cin'in kuzey ve bati
bolgelerinden, Rusya ve Ermenistan'a yayilmistir. Glineybat1 Asya tepeleri de yabani
(kendi kendine yetisen) tiir ¢esitliliginin ikinci bir merkezi olarak kabul edilmektedir.
Kayisi, Cin'in kuzey tepelerinde ve Kafkas daglarina kadar Orta Asya’da uzanan
tepeler, daglar ve platolar boyunca genis bir bolgede yabani ve yari-yabani olarak
bulunmaktadir. Tarihteki ilk kayitlara gore kayisinin kiiltiire alinmasi, yaklagik 4000
yil 6nce Cin'de imparator Yu'ya kadar dayanmaktadir. Bu kayitlarda kayis1 tariminin
nasil yapildigindan da bahsedilmektedir. Yine Cin’in eski kayitlarinda MS 600
yillarinda, kayisinin asilanarak farkli tiirlerde kaliteli kayis1 agaglarinin

gelistirilmesinden bahsedilmektedir (Adachi vd. 2007).

2.1.2. Kayisimin besin icerigi

Meyve tiirleri arasinda, kayis1 besin degeri acisindan ilgi ¢ekmektedir ve bu
meyvenin bilesimi onun zengin bir besin kaynagi oldugunu gostermektedir (Tablo
2.1). Kayisi, sekerleri, lifleri, mineralleri (6zellikle potasyum, kalsiyum, demir,
magnezyum, c¢inko, fosfor ve selenyum gibi), biyoaktif fitokimyasallar1 ve A
vitamini, C vitamini, tiamin, riboflavin, niasin ve pantotenik asit gibi vitaminleri
icermektedir. Ayn1 zamanda kayis1 meyvesi iyi bir antioksidan kaynagidir (Leccese
vd. 2007).

Kayis1 meyvesine ait ugucu bilesenlerin analizi de yapilmistir. Kayisiya lezzet
veren bu ucucu bilesenlerden ilk defa izole edilenler arasinda, terpen hidrokarbonlar,
terpen alkoller ve laktonlar bulunmaktadir. Daha sonraki caligmalarda bunlarin
yaninda, C6 lipid degredasyon iiriinleri ve ketonlar da tespit edilmistir. Bunlarin
yaninda bazi kayisi c¢esitlerinde kamfen, vy-terpinen, heksanol, benzaldehit, y-
biitirolakton ve nerol bilesenleri tespit edilmistir. Hogs meyve aromasindan sorumlu
olan bir¢ok ester de kayisi bileseni olarak bulunmustur. Kayis1 gibi birgok Prunus
tirlerinin tipik bir bileseni benzaldehit, muhtemelen siyanojenik glikozit ve

amigdalinden ortaya ¢ikmaktadir (Takeoka vd. 1990).

Kayis1 meyvesi, en lezzetli yumusak meyvelerden biri olarak kabul

edilmekte, tadi ve aromasi da oldukca begenilmektedir. Cesitleri arasinda biiyiik



farkliliklar gosteren meyvenin karakteristik lezzetini igerigindeki sekerler, organik
asitler, fenolik bilesikler ve ucucu yaglarin kombinasyonu saglamaktadir.
Icerigindeki temel karbohidratlar glukoz, fruktoz ve ardindan da sukrozdur.
Kayisinin antioksidan kapasitesi aralarinda, rutin, klorojenik asit, neoklorojenik
asitin de oldugu fenolik bilesiklerin varligina dayandirilmaktadir. Kayis1 meyvesinde
en bol bulunan flavanoller katesin ve epikatesindir. Ancak bu durum cgesitlere gore
farklilik gosterebilmektedir. Aynm1 zamanda kayis1 meyvesinde organik asitlerden
baskin olarak sitrik asit ve malik asit bulunmaktadir. Giizel ¢icegi ve meyve aromasi
agirlikli olarak etil asetat, heksil asetat, limonen, B-siklositral, y-dekalakton, 6-metil-
5-hepten-2-on, 2-heksenal ve heksenal gibi ugucu bilesiklerden olusmaktadir. Ayrica
farkli cesitlerdeki kayisilarda ugucu bilesik icerikleri de birbirinden farkh
olabilmektedir (Roussos vd. 2016).

Tablo 2.1. Taze ve kuru kayisinin (100 g) besin igerigi (Goriinmezoglu,

2008)
Icerik Yas Kayisi Kuru Kayisi
Su (9) 85,3 25
Enerji (cal) 51 260
Protein (g) 1,0 5
Yag (g) 0,2 0,5
Karbohidrat (g) 12,8 66,5
Posa (g) 0,6 3
B-karoten (A vitamini) (1.U) 2700 10900
Tiamin (B1 vitamini) (mg) 0,03 0,01
Riboflavin (B2 vitamini) (mg) 0,04 0,16
Niasin (mg) 0,6 3,3
Vitamin C (mg) 10 12
Kalsiyum (mg) 16 67
Demir (mg) 0,5 55
Sodyum (mg) 1,0 26
Potasyum (mg) 281 979
Fosfor (mg) 23 108




2.1.2.1. Malatya kaysi cesitlerinin besin icerigi

Malatya bolgesine ait bazi kayisi cesitlerinin diger bolgelerdeki kayisi
cesitlerine nazaran, kuru madde ve seker oran1 bakimindan daha yiiksek bir icerige
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda fenolik bilesikler, karotenoidler ve B-
karoten agisindan da iyi bir kaynak oldugu gdsterilmistir. Major sekerlerden glukoz,
fruktoz ve sukrozu i¢cermektedir. Buna ek olarak, Malatya kayis1 gesitlerinde sorbitol
igerigi diger kayisi ¢esitlerine gore oldukca yliksek olarak bulunmustur. Bu igerigin
yiiksek olmas1 Malatya kayisisinin  essiz  Ozelliklerinden biri  olarak kabul
edilmektedir. Malik asit tim Malatya kayisi g¢esitlerinde baskin olan bir organik
asittir. Ayrica Malatya kayisist potasyum igerigi bakimindan olduk¢a zengin olup,
onemli minerallerden Mg, Zn ve Se’u da icermektedir. Ozet olarak, Malatya kayisis
besin degeri yiiksek olan fonksiyonel gida bilesenleri agisindan zengin bir igerige

sahiptir (Akin vd. 2008).

2.1.3. Kayisida bulunan baz dogal bilesikler ve saghga faydalari

Son yillarda, gidalarda bol miktarlarda bulunan, antioksidan 6zellikleri ve
kronik hastaliklara kars1 miicadele yetenegine sahip polifenoller ve karotenoidlere
olan ilgi giderek artmaktadir. Yiyeceklerin i¢indeki antioksidanlarin canli sistemlerde
oksidatif hasara kars1 etkili koruma saglayabildigi gosterilmistir (Ali vd. 2011).
Karotenoidler fotosentez yapan organizmalarin hepsinde mevcut, dogadaki
pigmentlerin en yaygmn grubu olarak tanimlanmaktadir. Meyve ve ¢igeklerdeki
saridan kirmiziya kadar, renklerin cogundan karotenoidler sorumlu olmaktadir
(Bramley, 2003). Besinsel antioksidanlarin kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini
azalttig1 anlagilmis, gérmede rol oynayan karotenoidlerden lutein ve zeaksantinin
yaslanmaya bagli olarak meydana gelen sar1 nokta hastaligini Onleyebildigi
bulunmustur (Cammpbell ve Padilla-Zakour, 2013).

Besinsel oOzelliklerinin yani1 sira, kayist meyvesinin yliksek miktarda
antioksidan igerigi nedeniyle farmakolojik yonden de baz1 dnemli 6zelliklere sahip
oldugu goriilmektedir. Kayisi; hafif laksatif, ates diisiiriicii, antiseptik, kusturucu ve
oftalmik o6zellikleri ile de kullanilmaktadir (Ali vd. 2011). Enomoto ve arkadaslari
tarafindan yakin zamanda yapilan bir calismada, 3 adet Japon kayisisinin giinliik

tikketimi ile Helicobactor pylori enfeksiyonu olan kisilerde mide ve kronik atrofik



gastrit (CAQG) ilerlemeleri ile olusan mukozal inflamasyonu iizerinde inhibitor etkiye

sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (Enomoto vd. 2010).

Literatiirdeki Malatya kayisis1 ile yapilan calismalar 6zetlenecek olursa;
Malatya bolgesine ait kayisi ¢esidi ile yapilan bir ¢alismada, kayis1 ve/veya f-karoten
tedavisi ile oksidatif stres bozuklugundan korunulabilecegi ve biyokimyasal ve
histolojik  diizeyde MTX (metotreksat) ile uyarilan bagirsak hasarinin
iyilestirilebilecegi gosterilmistir (Vardi vd. 2008). Kayisi ile ilgili baska bir
caligmanin sonucuna gore, miyokardiyal I/R (miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
modeli)’ye maruz kalan siganlarda antioksidan fenolik igerigi ile ilgili olarak
kayisinin in vivo kardiyo-koruyucu aktivite gosterdigi bulunmustur (Parlakpinar vd.
2009). Ayrica, Kurus ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, kayisi
acisindan zengin bir diyet sayesinde alkoliin sican testislerinde yol actig
histopatolojik degisiklikler lizerinde Onleyici bir role sahip olabilecegi anlasilmistir
(Kurus vd. 2009). Yine Malatya kayisisi ile yapilan baska bir ¢alismada ise, kayisinin
muhtemelen antioksidan savunma sistemlerini harekete gegirerek, siganlarda
hepatoprotektif etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Yurt ve Celik, 2011).
Biitiin bu c¢aligsmalar potansiyel saglik yararlari agisindan kayist meyvesinin

degerlendirilmesi geregini 6nemle vurgulamaktadir.

Kayis1 ¢ekirdegi de, analjezik (agr kesici), antiastim, spazm Onleyici, gogiis
sedatif olarak kabul edilmekte ve yaglar1 da, benzaldehit, kozmetik ve aroma

bilesiklerinin iiretiminde kullanilmaktadir (Ali vd. 2011).

2.1.3.1. Polifenoller

Polifenoller meyve, sebze ve bunlarin kabuklari, tohum, cicek ve kabuklu
yemisler de dahil olmak iizere bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder
metabolitlerdir.  Polifenollerin  bitkilerdeki sentezi, sikimat enzimleri ve
fenilpropanoid sekonder metabolit yolaklar1 araciligiyla gergeklesmektedir (Vogt,
2010; Knaggs, 2003). Polifenollerin bitkilerdeki fonksiyonlar1 pigmentasyon, otgul
bocekleri caydirmak icin aci veya buruk tat (Landete, 2012), antioksidan (Agati vd.
2012) ve UV radyasyon absorpsiyonu (Pollastri ve Tattini, 2011; Lattanzio vd. 2008)
da dahil olmak iizere cok sayidaki gorevi kapsamaktadir. Bu bitki kimyasallari,
enzimatik olmayan antioksidan bir grup olup, besinlerle alinmaktadir. Yaklasik 4000

kadar bilesik bulunduran bu grup 13 smifta (flavanoidler, fenolik asitler,
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antosiyaninler, katesinler, flavonlar, flavanoller, flavanonlar, izoflavonlar, lignanlar,
proantosiyanidinler, prosiyanidinler, resveratrol, tanenler) toplanmistir. Polifenollerin
antialerjik, antiinflamatuar, antiaging, antiviral, antioksidan ve antikarsinojen
Ozellikte olduklar1 bildirilmistir. (Nichols ve Katiyar, 2010; Dervis, 2011).

White, Bate-Smith, Swain ve Haslam tarafindan belirlenen esaslara gore,
polifenoller, 500 ile 3000 Dalton arasinda molekiil agirligina, 5 ile 7 arasinda
aromatik halkaya, 12 ile 16 arasinda hidroksil grubuna ve bazi proteinleri,
alkaloidleri ve jelatini ¢oktiirme yetenegine sahip suda c¢oziinebilen bitki
fenolikleridir (Quideau vd. 2011; Haslam, 2007). Ancak son on yilda ¢ogu polifenol
aragtirmalarinda giderek yukaridaki tanima uymayan flavanoidler gibi daha kiiciik
fenolik bilesiklere odaklanilmistir. Bugiine kadar dogada bulunan 500’den fazla
sayidaki fenoligin 400 farkli besin icerisinde bulundugu tespit edilmistir (Neveu vd.
2010).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda polifenolleri iceren gidalarin
tilkketildiklerinde saglik iizerinde olumlu etkilerinin oldugu goézlemlenmistir. Bu
baglamda polifenoller {lizerine yapilan bilimsel ¢aligsmalarda hizli bir artis goriilmiis
ve bu bilesiklerin sahip olduklar1 antioksidan 6zelliklerinden dolay: kanser ve kalp-
damar hastaliklar1 basta olmak {izere pek ¢ok dejeneratif ve yaslanmaya bagli olarak
meydana gelen hastaliklara karsi koruyucu veya bu hastaliklar1 tedavi edici
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Philpott ve Ferguson, 2004). Bu etkilerin altinda
yatan molekiiler mekanizmalar1 agiklamak i¢in, son yirmi yil iginde yiiriitiilen 6nemli
sayida in vitro ve hayvan g¢alismalar1 olmustur. Polifenollerin 6nemli bir 6zelligi,
oksidatif reaksiyonlarda yer alan selat metal iyonlarmin ya da radikallerin
sipiirilmesi islevini saglayan hidroksil gruplari (Rice-Evans, 1995) sayesinde
antioksidan olarak rol oynama yetenegidir (Perron vd. 2008; Ali vd. 2013). Protein
hasarina ve hiicrelerin bozulmasina katki saglayan siiperoksit veya hidroksil
radikalleri gibi oksidanlara kars1 besinsel polifenollerin sagliga faydalarinin altinda
yatan mekanizmanin ilk hipotezlerinden biri sahip olduklar1 antioksidan aktiviteleri
olmustur. Ancak insan viicudunda mevcut olan polifenollerin konsantrasyonlar
(nM’dan diisik uM arahiginda), ozellikle hiicreler tarafindan iretilen endojen
antioksidan seviyeleri ile karsilastirildiginda hiicre i¢i ya da hiicre dis1 redoks
ortammna Onemli Olglide katki sagladigina dair ¢ok az kanit vardir (Hollman vd.

2011). Polifenoller ancak katalaz veya siliperoksit dismutaz gibi oksidanlar1 azaltan



enzimlerin aktivitesini degistirereck ya da NADPH oksidaz veya lipoksigenaz gibi
pro-oksidan enzimleri inhibe ederek, dolayli olarak antioksidan etki saglayabilirler
(Sies, 2010). Bununla birlikte, bu mekanizmalar1 arastiran in vitro veya hayvan
deneyleri ile insan ¢alismalarini birlestirerek polifenollerin sagliga yararlarim
gostermek bu bilesiklerin simirli miktarlarda absorbe edilmesinden ve ayrintili bir

metabolizmalari oldugundan dolay1 olduk¢a zordur (Woodcock, 2013).

2.1.3.2. Karotenoidler

Karotenoidler hayvanlarda sentezlenmeyen sadece bitkilerin hiicre igi
organellerinde (kloroplastlar ve kromoplastlar) sentezlenen enzimatik olmayan
antioksidan sinifina giren dogal bilesiklerdir (Tablo 2.2; Kadian ve Garg, 2012).
Simdiye kadar 600°den daha fazla sayida karotenoid tiirii dogal kaynaklardan izole
edilmistir. Bunlardan yaklasik 40 kadar tipik insan diyetinde mevcuttur ve insan kan
ve dokularinda yaklasik 20 tiir karotenoid belirlenmistir (Kadian ve Garg, 2012).
Karotenoidler poliizoprenoid bilesiklerdir ve iki ana gruba ayrilabilirler: a)
hidrokarbon karotenoidleri (karotenler olarak da bilinir) ve b) oksijenlenmis
hidrokarbon tiirevleri (ksantofiller olarak da bilinir). Kimyasal, biyokimyasal ve
fiziksel oOzelliklerini etkileyen konjuge ¢ift bag sistemleri (dogal izoprenoid
pigmentler) karotenoidlerin yapisal karakteristiklerindendir (Kadian ve Garg, 2012).
Karotenoid biyosentetik yolu hemen hemen karoteneogenezis igin tam bir yolak
saglayan bircok organizmada yogun bir sekilde calisilmistir. Cevresel ve gelisimsel
sinyaller karotenoid birikiminin etkilenmesi suretiyle karotenoid gen ifadesini
diizenleyebilmektedir (Cazzonelli, 2011). Insan serumunda en bol miktarda bulunan
karotenoidler B-karoten (A vitamini Oncilii: erkek: 0,47 umol/L, kadin: 0,41
umol/L), a-karoten (erkek: 0,065 pmol/L, kadin: 0,081 pmol/L), B-kriptoksantin
(kismi A vitamini aktivitesi; 0,13 pmol/L), likopen (erkek: 0,47 pmol/L, kadin: 0,41
umol/L), lutein ve zeaksantindir (A vitamini olmayanlarin 6nciilii; 0,35 umol/L).
Besinsel karotenoidlerin bagirsak yoluyla emilimi igin, yiyecek matriksinden
salinmas1 ve misel karigimlariyla (safra tuzlarinin karisimi ve gesitli lipid tiirleri)
birlesmesi gerekmektedir. Bu nedenle, karotenoid emilimi yemeklik yagin varligim
gerektirmektedir. Bagirsak hiicreleri igerisindeki karotenoidler, silomikron denilen
trigliserid bakimindan zengin lipoproteinlerle birlesirler ve dolagima katilirlar.
Trigliseridler silomikron kalintilarinin olusumu ile sonuglanan lipoprotein lipaz

denilen bir enzimin aktivitesi aracilifiyla dolasimdaki silomikronlardan tiiketilir.

9



Silomikron kalintilar1 lipoproteinlere katilan karotenoidler tarafindan karacigere
alimirlar ve geri dolagima salgilanirlar. Bagirsak ve karacigerdeki provitamin A
karotenoidleri retinal (A vitamininin bir formu) liretmek icin birlesebilmektedirler
(Cazzonelli, 2011). Diizenleyici mekanizmalar heniiz insanda aydinlatilmamis
olmakla beraber, A vitamini depolar1 yiikksek oldugunda, provitamin A

karotenoidlerinin bdliinmesinin inhibe oldugu goriilmektedir (Cazzonelli, 2011).

Tablo 2.2. Baslica karotenoidler ve besin kaynaklar1 (Bolhassani vd. 2014)

Karotenoidler Besin kaynaklar

o-karoten Sari-turuncu sebzeler, koyu-yesil
sebzeler

B-karoten Yesil yaprakli sebzeler, turuncu ve

sar1 meyve ve sebzeler

B-kriptoksantin Turuncu meyveler, misir, bezelye,
P yumurta sarisi
Likopen Domates, karpuz, kayisi, seftali

Koyu yesil yaprakli sebzeler,
Lutein/zeaksantin kirmiz1 biber, dari, domates, musir,
yumurta sarisi

Yesil algler, somon, alabalik,

Astaksantin eklembacakli kabuklular

Kantaksantin Somon, eklembacakli kabuklular

Fukoksantin Kahverengi yosun, heterokont

Genel olarak, karotenoidler giiglii kanser kemopreventif o6zelliklere
sahiplerdir (Kawabata vd. 2012; Tanaka vd. 2012; Firdous vd. 2010).
Karotenoidlerin kanser kemopreventif aktivitelerinin altinda yatan mekanizmalar,
karsinojen metabolizmasinin diizenlenmesini; hiicre biiyiimesi ve hiicre dongiisii
ilerlemelerinin ~ diizenlenmesini  (0rnegin, hiicre dongiisiinin Gl fazinda
geciktirilmesi, siklin D1 protein seviyelerinin azaltilmasi, hem Cdk4 hem de Cdk2
kinaz  aktivitelerinin  inhibisyonu, = pRb’nin  hipofosforilasyonu),  hiicre
proliferasyonunun  inhibisyonunu;  antioksidan  aktivitesini;  bagisikligin
diizenlenmesini; hiicre farklilasmasinin  kuvvetlendirilmesini  (6rnegin, ilgili

proteinlerin  farklilasmasinin  aktivasyonu: retinoid gibi reseptorler (RAR),
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adipositlerin  farklilasmasindaki  niikleer  reseptorlerin  etkileri ~ (PPaRy),
steroid/ksenobiyotik reseptor/gebelik X reseptor (SXR/PXR) veya temel yapi
androstan reseptdor (CAR) gibi ksenobiyotik ve nadir goriilen (orfan) niikleer
reseptorleri, DNA bagli AP-1 komplekslerinin bilesiminin degismesi ile AP-1
transkripsiyonel aktivitesinin  biliyiime faktorii uyarilmig  stimiilasyonunun
azaltilmasini, Akt/GSK3pB/B-katenin boyunca baglantisi araciligiyla Wnt/B-katenin
sinyalizasyonunun inhibisyonu); hormon ve biiyiime faktorii sinyallerini (6rnegin,
insiilin biiyiime faktoriiniin (IGF)-1 inhibisyonu); hiicreden hiicreye bosluk baglanti
iletisiminin uyarilmasini; apoptozis ve retinoid bagimli sinyalleri igermektedir
(Kadian ve Garg, 2012; Tanaka vd. 2012; Yoshiko ve Hoyoku, 2007). Sekil 2.2 de
karsinogenezde karotenoidler i¢in Onerilmis mekanizmalar gosterilmistir (Shardell
vd. 2011; Tanaka vd. 2012; Thomson vd. 2007). Bulgular A vitaminine doniisiim
potansiyeli olmadan karotenoidlerin kullaniminin daha fazla koruma ve toksisiteden
kacinma saglayabilecegini Onermistir. Ozet olarak, veriler, farkli kanser hiicre
hatlarinda (meme, kolon, prostat...) karotenoidlerin antiproliferatif etkisinin hiicresel

tip, zaman ve doza bagli oldugunu gostermistir (Teodoro vd. 2012).

Karotenoidler

B-karoten / \

o-karoten \I, Lutein ve zeaksantin

B -keriptolkcsantin Likopen N .

Provitamin A olanlar Provitamin A olmavanlar

i

Karsinogenezin
inhibisyomm

V

Antiolcsidan ethd, Anti-inflamasyon, Bagisikhim ditzenlenmesi
Enzimlerin d'LlZE:ﬂlEﬂmESl Hiicre farld_]la;ma_f.m md‘Lﬂdmem Bﬁ}me faktiriniin dIlZEIﬂEﬂIIlESI-_
Anti-anjivogenez Anti-proliferasyon, Apoptozisin indiiklenmesi

Boshik birlesimi iletisiminin

arttrihmas

Sekil 2.2.  Karsinogenezisde karotenoidlerin (provitamin A vel/veya
provitamin A olmayanlarin) inhibit6ér etkisi (Bolhassani vd.

2014)
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2.2. Kanser, Kanser Tedavileri ve Kemoterapi

2.2.1. Kanser

Kanser nedeniyle diinyada yilda her 100,000 insandan yaklagik 100-350
civari insan hayatin1 kaybetmektedir. Hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmasi olaylarindaki
kontrol mekanizmalarinda var olan hatalar genellikle kanseri dogurmaktadir.
Yetiskinlik donemi ve normal gelisme siirecinde biiyiime sinyalleri, biiyiimeyi
engelleyici sinyaller ve oOliim sinyallerini kapsayan karmasik genetik kontrol
sistemleri araciligtyla hiicre olusumu ve 6liimii arasindaki denge diizenlenmektedir.
Hiicre c¢ogalmasi olay1 yetiskin bir dokunun kendini yenileme stratejisi olarak
devamli meydana gelmektedir. Ornegin, bagirsak epitel hiicrelerinin yasam siireleri
sadece birkag¢ giin ile sinirlidir ve yerine yeni hiicreler gelmektedir. Yine bazi beyaz
kan hiicrelerinin de yasam siireleri benzerdir, yani onlar da hizli bir sekilde
yenilenmektedir. Deri hiicreleri ise ancak 2-4 hafta kadar yasayip Oliirler. Buna
ragmen yetiskinlerde bulunan c¢ogu hiicre, yara iyilesme siireci hari¢, normalde
cogalmamaktadirlar. Boyle hiicreler 6rnegin, karaciger, kalp kasi ve sinir hiicreleri
organizmanin tiim yasam siiresi boyunca duragan bir sekilde kalmaktadirlar.
Organizmadaki hiicrelerde meydana gelen ve yukarida da bahsedilen normal biiylime
oranlar1 kontrol altinda tutulmaktadir ve bu kontrol mekanizmalarinda meydana
gelen herhangi bir problem asir1 hiicre béliinmesine sebep olmakta ve bunun bir
sonucu olarakta kanser denilen hastalik ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 2.3; Weinberg,
2006; Lodish vd. 2011).

Kanserlesme olay1, proto-onkogenler ve timdr baskilayici genlerin ait oldugu
iki genis gen grubundaki mutasyonlar yiliziinden meydana gelmektedir. Proto-
onkogenler mutasyonlar sonucunda onkogenlere doniiserek, hiicre biiyiimesini tesvik
eden genin asir1 aktif olmasma neden olmaktadir. Timor baskilayict genlerin
mutasyonuyla ise normalde bu genlerin sinirladig: hiicre boliinmesi inaktive olur ve
olagan dis1 bir sekilde hiicre boliinmesi meydana gelir (Weinberg, 2006; Lodish vd.
2011).
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Kanser nasil baslar?

Mormmal Hiicreler

Anormal Hiicreler

Normal Hicreler  Anormal Hiicreler ~ Anormal Hicre
(ogalmas: mvaziv kanser

Sekil 2.3.  Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine donisimii  (Cancer
Council, 2014)

Normal hiicrelerin siniflandirilmasi, embriyonik donemde koken aldiklar
dokulara gore yapilmaktadir. Tiimorler de benzer bir sekilde siniflandirilmaktadir.
Eger koti huylu tiimorler, bagirsak, deri ve sinir epiteli gibi epitel dokudan
kaynaklaniyorsa karsinoma; kas, kan ve bag doku gibi mezodermden kdken
aliyorlarsa sarkomalar olarak siniflandirilirlar. Bunlarin i¢inde bilinen en yaygin kotii
huylu tiimorler karsinomalardir (%90°dan fazlasi). Kotii huylu sarkoma sinifina giren
l6semiler kanda ve bireysel hiicre olarak ¢ogalirken, bir diger sinif olan lenfomalar
kitle halindeki tiimorlerdir. Timorlerin ¢ogu sert Kitleler halindedir (Lodish vd.
2011).

2.2.1.1. Kolon ve meme kanserleri

2.2.1.1.1. Kolon kanserinin gelisimi ve genetik temeli

Kolon kanseri olusum siirecine baktigimizda, kolon da bulunan tek bir
hiicrede APC tiimdr baskilayici genindeki bir mutasyon ile c¢evresindeki hiicreler
boliinmezken, bu hiicrenin boliinmesi uyarilir ve polip denilen iyi huylu (benign)
timor meydana gelir. Kolon kanserinin, bu iyi huylu tiimorli halden, bir seri
mutasyonun beraber olugmast sonucu ortaya ¢iktigt pek cok arastirmada
gosterilmistir. Kolon kanserinin ilk basamagi bir timor baskilayici gen olan APC

(Adenomatdz Polipozisi Coli) geninin kaybidir. Bu genin kaybiyla beraber kolon
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duvarinin i¢ kisminda polip denilen yapilar olusmaktadir. Diger tiimor baskilayici
genler gibi APC geni de hiicre dongiisii esnasinda belirli hiicrelerin ¢ogalmasini
durdurmaktadir ve bunu, bir proto-onkogen olan MYC gen ifadesinin
aktivasyonundan koruyarak yapmaktadir. MYC gen ifadesi aktive oldugunda hiicre
dongiisii esnasinda G1 fazindan S fazina gecisi artirmaktadir. Polip denilen olgu,
APC mutasyonunda homozigot olan hiicrelerin normal hiicrelere gore daha fazla
cogalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Polipe ait hiicrelerden biri bagka bir mutasyona
ugradiginda yeni olusan hiicreler bu kez daha fazla boliiniir ve daha biiyiik bir
adenoma olustururlar. APC geninde meydana gelen baska bir mutasyonun ardindan
p53 geni inaktive olur ve koti huylu karsinoma olusmaya baslar (Kinzler ve

Vogelstein, 1996; Lodish vd. 2011).

Farkli kisilerden alinan kolon kanseri hiicreleri incelendiginde yukarida
bahsedilen ¢oklu mutasyonlarin oldugu ve bu mutasyonlarmn dort farkli geni
kapsadig1 goriilmiistiir. Bu genler, APC ve p53 gibi tiimdr baskilayic1 genler, biri
heniiz bilinmeyen bir gen ve digeri ise ras gen ailesinin bir {iyesi olan K-ras
dominant onkogenidir. Bu mutasyonlar sirasiyla, tiimor olusumunun erken
asamasinda biiylimeyi artiric1 yonde olan mutasyonlar ve akabinde metastaz yolu ile
gec asamadaki kotli huylu tiimor olusumunu gergeklestiren mutasyonlardir. Biitiin bu
mutasyonlarin talihsiz bir sonucu olarak kolon kanseri meydana gelmektedir. Elde
edilen son verilere gore, ara sira olusan poliplerde bulunan hiicrelerde yaklasik
11,000 genetik farklilik bulunmakta olup ve bunlardan sadece bazilar1 kolon kanseri

ile ilgili olarak bulunmustur (Kinzler ve VVogelstein, 1996; Lodish vd. 2011).

2.2.1.1.2. Meme kanseri

Meme kanseri meme dokularinda baslayan bir kanser tiiriidiir. Bu kanser
tiiriintin iki ana tipi vardir. Bunlardan en ¢ok goriilen tipi, duktal karsinoma olup,
memeden meme ucuna siit tasiyan tiiplerde yani siit kanallarinda baslar. Digeri,
lobiiler karsinoma, siitiin iiretildigi, lobiiler denilen meme boélgelerinde baslar. Nadir
durumlarda, meme kanseri memenin diger alanlarinda da baslayabilmektedir

(MedlinePlus, 2016).

2016 yilinda tahminen 40,890 meme kanserinden kaynakli 6lim vakasi
beklenmektedir (American Cancer Society, 2016). Meme kanserinin olusumu

hakkinda net bir bilgiye sahip olmamamizin yaninda kadinlarda kanserden 6lme
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nedenine gore ikinci sirada yer alan kanser tiiriidiir. Meme kanseri son yillarda
kadinlarda goriilen sigara igiciliginin artmasina bagl olarak ilk siradan ikinci siraya
tasinmustir. Meme kanserinin teshisi mamogram (x-ray) kullanilarak yapilmaktadir.
Tanm i¢cin memedeki kitleden biyopsi alinarak, Gstrojen veya progesteron reseptor
varlig1 arastirilir. Meme kanserinde yiiksek seviyelerde bulunan bu reseptdrlerin

varlig1 timor biiyiimesini tesvik etmektedir (Al-Haji vd. 2003; Lodish vd. 2011).

Meme kanseri tedavisi giiniimiizde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi olmak
lizere ii¢ farkl1 tedavinin kombini halinde yapilmaktadir. Ik &nce cerrahi miidahale
ile tiimorler alinip, ardindan 6 hafta siiren bir radyasyon tedavisi ve son olarak {i¢
farkli ajan ile 8 hafta boyunca kemoterapi uygulamasi yapilmaktadir. Bu tedaviler
hasta i¢in bir¢cok olumsuz yan etkiyi de beraberinde getirmektedir. Bunun yaninda
meme kanserinin ¢éziimii i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi ve bunlar i¢in de pek
cok mekanizmanin aydinlatilmasi gerekmektedir (Al-Haji vd. 2003; Lodish vd.
2011).

2.2.1.2. Kanserde apoptozis

Kanser, apoptozise ugramayan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi
olayidir. Apoptozis, genetik olarak diizenlenmis hiicre intihari, saglikli bir
organizmada doku homeostazinda ve organlarin yapisal seklinin gelismesi sirasinda
kullanilmaktadir. Apoptozun duraksamasi Ozellikle beyinde doku dejenerasyonuna
neden olabilir ¢iinkii ndronlar kendi kendini yenileyemez ve hasar onarilmadan kalir.
Apoptozis tehlikeye diistiiglinde, bunu kontrolsiiz ¢ogalma takip edebilir ve kanser
meydana gelebilir. Farkli senaryolar dogrultusunda programlanmis hiicre oliimii,
hem Oliimciil genetik programi ylirlitmenin yaninda hem de hiicre 6liimii igin
sinyalleri isler. Kaspazlar ve Bcl2 aile iiyeleri gibi tim gen aileleri bu siirecin
uygulanmasi i¢in ipleri elinde tutar ve apoptozis de dahil 100 insan geni iizerinde bu

faktorlerin bir derlemesi listelenmistir (Grimm, 2013).

Bir¢ok tedavi edici ve kemopreventif ajan, apoptozisi indiikleyerek kanser
hiicrelerini ortadan kaldirir. Apoptozisin indiiklenmesi c¢esitli hiicresel proteinler
ve/veya faktorler aracilifiyladir. Kaspazlar apoptotik uyaricilarla hiicre 6liimiiniin
yiuriitilmesi i¢in gerekli olan proteazlardir. Apoptozisin indiiklenmesinde
endoplazmik retikulum sitresinin bir rolii de rapor edilmistir. Glukoz-diizenleyici

protein 78, endoplazmik retikulum sitresli sartlar altindayken ifade olan bir
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endoplazmik retikulum saperon proteini oldugundan sonu¢ olarak endoplazmik
retikulum belirteci olarak taninmaktadir. Oksidatif stres ise apoptozun indiiklenmesi

ile baglantili olan diger bir faktordiir (Jung vd. 2012).

2.2.2. Kanser tedavileri

Kanser tedavisi tek basina ya da kombinasyon seklinde yapilan farkli tedavi
sekillerini icermektedir. Cogu kanser, klinik agidan kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi olarak tedavi edilmektedir (Dhanikula ve Panchagnula, 1999). Ayrica
giiniimiizde kullanilmakta olan antikor tedavisi, immiinoterapi, gen tedavisi ve
kanser agilar1 da kanser tedavisi i¢in umut verici tedavi yontemlerini olugturmaktadir
(Bozkurt, 2004). Kemoterapi ile tedavi ilk olarak azot hardali ve antifolat ilaglarin
kullanimai ile 1940’lar da baslamistir (Chabner ve Roberts, 2005). Kanser tedavisinde
klasik alkilleyici ajanlar ve antimetabolitler kemoterapi ajanlar1 olarak kullanilmistir.
Daha yakin zamanda ise dogal kaynaklardan elde edilen {iriinlerin daha etkili

antitimor ajan oldugu diistinilmektedir (Bozkurt, 2004).

2.2.3. Kemoterapi

Ilagla yapilan tedavi sekline kemoterapi denilmektedir. Kanser hastalarinin
tedavisinde hizla béliinen ve c¢ogalan tiimor hiicrelerinin Oldiiriilmesi ya da
bliylimesinin durdurulmasi i¢in uygulanan yontemlerden birisidir. Kemoterapi tek
basina uygulandigi gibi, cerrahi, radyoterapi vb. diger tedavi yontemleriyle beraber
de uygulanabilmektedir. Ayn1 zamanda kanser tedavisinde cerrahi miidahale sonrasi
koruyucu olarak da kemoterapi uygulanmaktadir. Bu sekilde yapilan kemoterapiye
adjuvan kemoterapi ad1 verilmekte ve timor tipine, evresine gore uygulama sayisi
bastan belirlenmektedir (6rnegin 4 veya 6 kiir gibi). Giiniimiizde meme, kalin
bagirsak, yumurtalik, testis ve bazi kemik tiimorlerinde adjuvan kemoterapinin
niiksleri azaltmada ve sagkalimi uzatmadaki katkis1 gosterilmistir ve tiim diinyada

standart olarak uygulanmaktadir (Faykan, 2016).

Kemoterapi ilaglari, hiicrelere (sito) zehirli (toksik) anlamma gelen
sitotoksikler olarak adlandirilmaktadir. Bu ilaglarin bazilar1 tamamen laboratuvar
ortaminda gelistirilebilirken, bazilar1 da bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde
edilebilmektedir. Farkli dozaj giiclerinde ve farkli kombinasyonlarda kullanilabilen

kemoterapi ilaglarinin birgok tiirli mevcuttur (Cancer Council, 2014).
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Kemoterapi ile tedavide yapisi ve etki mekanizmasi birbirinden farkli bir¢ok
ila¢ kullanilmaktadir. Bu ilaglar ile tedavi ya hiicre 6ldiiriicii (sitotoksik) ya da hiicre
cogalmasini1 durdurucu (sitostatik) olmak {izere iki sekilde yapilmaktadir. Yapilacak
tedaviye gore, kemoterapi ilaglar1 tek basina verilerek uygulanabildigi gibi, birlikte,
degisik yollardan verilerek de uygulanmaktadir. Ayrica interferon, interlokin gibi
bagisiklik sistemini giiclendiren ilaglar, bir kistm hormonlar veya hormon
baskilayicilar ile son yillarda sayilar1 giderek artan hedefe yonelik biyolojik ilaglar
(monoklonal antikorlar) da kemoterapide kullanilan ila¢ kapsamina girmektedirler
(Faykan, 2016).

Kemoterapide kullanilmak {izere, son yillarda dogal antioksidanlarin 6zellikle
yiyeceklerdeki polifenollerin  potansiyel kanser kemopreventif o6zelliklerini

arastirmak i¢in birgok ¢alisma yapilmistir (Arora vd. 2014).

2.3. Hiicre Kiiltiira

Bir¢ok teknik kisitlamalar yiiziinden yapilan arastirmalarda, bir bitki veya
hayvani biitiin olarak kullanmak miimkiin degildir. Bunun yerine yapilacak islem
bitki veya hayvanlardan almman organlarin kullanimidir. Yalmiz organizmadan
uzaklastirilmis olsa bile bu organlardaki kompleks organizasyon onlarin galisiimasin
zorlastirmaktadir. Bu yiizden de ¢alismalar genellikle canlidan izole edilip kiiltiire
alinan hiicrelerle yapilmaktadir (Lodish vd. 2011; Sariboyaci, 2011). Hiicre kiiltiiri,
hiicrelerin canli bir doku veya organdan cesitli yollarla izole edilip yani hem primer
hiicrelerin hem de bir hiicre siispansiyonundaki hiicrelerin belirli bir besi ortami ile
kiltir kaplarinda doku ile baglantist olmadan in vitro olarak ¢ogaltilmasidir
(Harrison ve Rae, 1997; Pizzoferrato vd. 1994). In vitro testler; herhangi bir kimyasal
bilesik ile kiiltlire alinmis hiicreler arasindaki biyolojik yanitlari incelemektedir. Son

yillarda hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismalar oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir.

Hiicre Kkiiltiirlerinin ~ diretimi  primer doku eksplantlart  veya hiicre
siispansiyonlar1 olmak iizere iki yolla yapilmaktadir. Genel olarak hiicre kiiltiirleri
stispansiyon kiiltiir ve monolayer kiiltiir olmak {izere ikiye ayrilmaktadir.
Siispansiyon kiiltiirler; kiiltiir kabina yapismayan ve kan, kemik iligi ve bazi timor
hiicreleri gibi hiicreler ile yapilan kiiltiirlerdir. Monolayer kiiltiirler ise fibroblastlar
ve epitel hiicreler gibi cogalmak i¢in kiiltiirlerinin yapildig1 kabin yilizeyine yapisma

ihtiyac1 hisseden hiicreler ile yapilan kiiltlirlerdir. Kandan izole edilmis Ornegin;
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16semi ve lenfoma gibi hiicre serileri tutunmadan yani slispansiyon kiiltiir halinde
cogalma egilimindeyken, c¢esitli doku ve organlardan izole edilmis 6rnegin; deri,
akciger ve bobrek gibi hiicre serileri ise tutunarak monolayer kiiltiir seklinde yagama

ve proliferasyon egilimindedir (Sariboyaci, 2011; Lodish vd. 2011).

In vitro ortamda hiicre cogalmasi olmaksizin yani dogrudan doku veya
organdan alinan eksplantin ilk ekiminin yapildigi kiiltiire primer kiiltiir, burada
olusan yeni hiicrelerin kiltiir kabindan alinip baska kiiltiir kabina ekilerek
cogaltilmasiyla elde edilen kiiltlirlere de sekonder kiiltiir denir. Yapilan bu islem ise
subkiiltiir veya pasajlama olarak isimlendirilir. Pasajlama islemi ile kiiltiirleri yapilan
hiicreler, kiltiir ortam1 (besiyeri, 1s1, pH, atmosfer, nem vb.) ve manipiilasyonlar
(izolasyon,  besiyerinin  degisimi, farklilastirma, oOrnekleme, pasajlama,
mikroskopik/morfolojik  kontrol ~vb.) hiicreler i¢in optimum kosullarda
gerceklestirildiginde, asil kdkenlerinin ozelliklerini yansitmay1
stirdiirebilmektedirler. Primer hiicre kiltiirleri sinirli bir yasam siiresine sahip
olmasina ragmen devamli hiicre serileri ise anormal ya da transformasyona ugramis
Olimsiliz hiicrelerdir. Hiicre kiiltiirlinde ¢ogu omurgali hiicresi, simrli sayida
boliinmeden sonra hiicre 6liimii/yaslanmas1 denilen bir siirece girerek boliinmeyi
durdurur (Ganong, 2002; Sariboyaci, 2011; Harrison ve Rae, 1997; Pizzoferrato vd.
1994).

Doku eksplantlarindan veya hiicre siispansiyonlarindan elde edilen hiicre
serileri, kosullar1 belirlenmis bir kiiltiir ortaminda (besiyeri, inkiibator, 1s1, nem ve
atmosfer/CQO,) sayilar1 hizla arttirilarak birgok biyokimyasal analiz i¢in kullanilabilir.
Gilintimiizdeki kiiltiirler genellikle hiicre siispansiyonlarindan elde edilen hiicrelerle

yapilmaktadir (Ganong, 2002; Lodish vd. 2011).

Kanser hiicrelerinden elde edilen hiicre serileri ile normal hiicreler birbirinden
farkl1 dzellikler tasimaktadir. Ornegin, kanser hiicrelerinden elde edilen hiicre serileri
cogalmak i¢in bir yiizeye tutunma ihtiyaci hissetmezler ve ¢ok yiiksek bir yogunluga
ulagabilirler. Ayn1 zamanda bu hiicre serileri sivi azotta (-196°C) dondurularak
saklanabilirler. Tekrar ¢oziindiikleri zaman da canliliklarin1 koruyabildikleri i¢in
hiicre kiiltiirii caligmalarinda yaygin olarak kullanilabilmektedirler (Sariboyaci, 2011;

Lodish vd. 2011).
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Hiicre serisi, kiiltiirde bircok proliferasyondan sonra stabil kalabilen yani
teorikte sinirsiz boliinme kapasitesine sahip, homojen hiicre popiilasyonuna verilen
isimdir. Hiicre serileri deyince ilk akla gelen kanser hiicreleridir. Kanser hiicreleri, ya
hastadan dogrudan ya laboratuvarda onkogen kullanilarak (SV40 T) ya da gen
mutasyonuyla elde edilebilmektedirler (Sariboyaci, 2011).

2.4. Meyve ve Sebzelerde Bulunan Dogal Bilesikler

Bitkilerde mevcut olan dogal bilesiklerin tiimiine birden fitokimyasal
denilmektedir. Fitokimyasal kelimesindeki fito (ing. phyto) latince kdkenli olup,
bitki anlamina geldiginden fitokimyasallara, bitki kimyasallar1 da denilmektedir.
Fitokimyasallar; bitkilerin ¢esitli kisimlarindan degisik yontemlerle elde edilebilen
ve bircok kronik hastalifin riskini azaltan biyolojik olarak aktif bitki bilesikleri
olarak tanimlanmaktadir. Yapilan tahminlere gore, simdiye kadar 5,000’in iizerinde
farkli bitki kimyasali tanimlanmistir. Buna ragmen halen tanimlanmay1 bekleyen
birgok bitki kimyasalinin oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda bu bitki
kimyasallarinin saglik acisindan yararlarinin arastirilarak belirlenmesi (Liu, 2004) ve
yakin zamanda bunlarin ilag olarak kullanilabilmesi i¢in de igerdikleri aktif
bilesiklerin saflastirilmas1 gerekmektedir. Bundan dolayr artik birgok calismada,
bitkilerden izole edilmis biyolojik olarak aktif bilesikleri kanser tedavisinde
kullanma girisimine yonelim artmistir (Yang vd. 1997; Son ve Hwang, 1990; Ito vd.
1986).

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal bilesikler, nesiller boyunca geleneksel
tedavide kullanilip etkilerinin kanitlanmasindan dolayi, insanlarda kanser tedavisinde
kullanilan farmakolojik olarak aktif, en basarili bilesikler arasinda yer almaktadir.
Meyve ve sebzelerin diizenli olarak tiiketilmesi ile kanser ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi kronik hastaliklara yakalanma riskinin azaldig bildirilmistir (Doll,
1990; Dragsted vd. 1993).

Fitokimyasallar yani bitki kimyasallar1 kendilerine ait bir¢cok 6zellikten dolay1
antikanser aktivite gosterebilmektedirler. Fitokimyasallardan 6zellikle fenolik
bilesikler ve alkaloidler antikanser aktiviteye sahiptirler. Tibbi bitkiler, ¢ogunlugu
yiiksek antioksidan aktivite gosteren polifenoller, flavanoidler, C vitamini, E

vitamini ve karotenoidler, quinonlar, kumarinler, lignanlar, alkaloidler, aminler gibi
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serbest radikalleri temizleyen bir¢ok antioksidan ¢esidine sahiptir (Van Duyn ve

Pivonka, 2000).

Ayni1 zamanda yenilebilen, yenilemeyen ve de tibbi (sifali) bitkilerde bulunan
ve glclii antiinflamatuar oOzellikler ile donatilmis, ¢ok genis bir yelpazesi olan
fitokimyasallarin deney hayvanlarin pek ¢ok organinda tiimér olusumunu 6nledigi
ve neoplastik hiicrelerin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Gergekten de, bircok
epidemiyolojik ve deneysel c¢alismalar, cesitli sebze, meyve, kepekli tahillar,
baklagiller ve baharat tiiketimindeki artis ile kanser riskinde azalma arasinda giiglii
bir iligkinin var oldugunu ikna edici kanitlar ile sunmuslardir. Besin kaynaklarinda
cok sayida mevcut olan fitokimyasallar, kanserin baglangicini, tesvikini ve de
ilerlemesini igeren cesitli sinyal yollarinin diizenlenmesinin yaninda, inflamatuar
kaskadin inhibisyonu yoluyla karsinogenezi bastirma yetenegine de sahiptirler

(Samadi vd. 2015).

Meyve ve sebzelerde bulunan dogal bilesikler, ©onemli biyolojik
aktivitelerinden dolay1 yasam i¢in gerekli olan temel kaynaklardandir. Ayrica meyve
ve sebzeler antioksidan oOzellik gosteren fenolikler ve flavanoidler gibi
fitokimyasallar1 da igerirler. Bu dogal bilesikler antioksidan 6zelliklerinden dolay1
serbest radikalleri tutma veya reaktif tiirlerin olusumunu engelleme gibi
fonksiyonlara sahiptirler (Liu vd. 2002). Ayni zamanda bu antioksidanlarin;
antikarsinojen ve antimutajen etki gosterdigi de bulunmustur. Deschner ve ark.
(1991) tarafindan, farelerde azoksimetanol uyaricisiyla cogalan epitel kolon kanseri
hiicrelerinin kuersetin ile inhibe edildigi gosterilmistir. Ayrica Eberhardt ve ark.
(2000) ise elma fitokimyasal ekstraktinin, karaciger kanseri ve kolon kanseri

hiicrelerinin ¢ogalmasini konsantrasyona bagli bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir.

Meyve ve sebzeler, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla kemoprotektif etkilerini
gosterebilen fenolikler, terpenoidler, tiyoller, karotenoidler, tokoferoller ve

glukozinolatlar1 i¢eren ¢ogu bilesigi ihtiva ederler.

2.4.1. Meyve ve sebze tiiketimi ile kanserin 6nlenmesi ve tedavisi

Diinya Kanser Arastirma Fonu ve Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii
tarafindan yayinlanan ve bu konuda diinya ¢apinda yapilan arastirmalarin kapsamli

bir derlemesi ile degerlendirilen raporda; yiiksek oranda sebze ve meyve tliketiminin
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(400 g/glin’den daha fazla), tiim kanserlerdeki goriilme sikligin1 en az %20
Onleyebilecegi tahmin edilmistir (Van Duyn ve Pivonka, 2000).

Meyve ve sebzelerde yaygmn olarak bulunan flavanoidlerin, koroner kalp
hastalig1 riskini ve mortaliteyi azaltmasiyla iligkili oldugu bulunmustur (Hertog vd.
1993). Bu gibi bulgular, Ulusal Arastirma Konseyi (National Research Council)’ne
bir giinde bes veya daha fazla porsiyon meyve ve sebzenin tiiketilmesini tavsiye
etmesine neden olmustur. Aym1 zamanda Amerikan Kanser Arastirma Enstitlisii
toplam enerjinin %7’°si veya daha fazlasini saglayan cesitli meyve ve sebzelerin yil
boyunca tiiketilmesini Onermistir. Ayni Enstitii, kanserin Onlenmesi i¢in, ¢esitli
meyve ve sebzelerden giinliik 5 ile 10 porsiyona karsilik gelen 400 ile 800 g kadar
meyve ve sebze tliketilmesinin hedeflenmesi gerektigini belirlemislerdir (Van Duyn

ve Pivonka, 2000).

Fitokimyasal bilesiklerden karotenoidler kanser olusumunu engelleyici
ozellikleri ile 6n plana ¢ikarken, alkaloidler ve fenolik bilesikler ise 6zellikle kanser
veya timor Onleyici olarak aktivite gOstermeleriyle on plana c¢ikmaktadirlar.
Alkaloidler, hiicredeki ig ipliklerine etki ettiklerinden dolayr kanserli hiicrelerin
hiicre dongiisli boyunca ilerlemesini engellerken, fenolik bilesiklerin ise daha ¢ok
hiicre dongiisii kontrol proteinleri ve apoptozis mekanizmasinin uyarilmasi tizerinde
etkili oldugu agiklanmustir. izoflavanoidler ise, anjiyogenez olaymi ve endotelyal
biiyiime faktoriinii inhibe ederek, kanser hiicrelerinin fonksiyonlarini kaybederek,

tiimor biiylimesini engellemekte ve apoptozise yol agmaktadirlar (Pillai vd. 2004).

Fitokimyasal bilesiklerin sahip oldugu etki mekanizmalari, hiicre kiiltiirleri ve
molekiiler hedef diizeyinde (reseptorler, reseptdr proteinleri, matriks proteinleri,
biiyiime faktorleri, transkripsiyon faktdrleri vb. gibi) arastirilabilmektedir. Ozellikle
kanser hiicre kiiltiirleri gibi, sitotoksisite gorintiileme modelleri, sitotoksik ve
antikanser ozelliklere sahip olan bitkisel ekstraktlarin se¢imi igin baslangig
kaynaklarim1 saglamaktadirlar (Itharat vd. 2004). Literatiirdeki caligsmalar
incelendiginde meyve ve sebze gibi bitkisel kokenli gidalardan elde edilen
ekstraktlarin etki mekanizmalarinin belirlenebilmesi icin ¢ok sayida arastirmanin
yapildigt ve bu arastirmalarin gilinlimiizde halen devam etmekte oldugu

gorilmektedir.
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Yapilan ¢ok sayidaki calisma da, antioksidan aktiviteye sahip kimyasallarin,
bitkilerde yiiksek miktarlarda bulundugu gosterilmis ve bu kimyasallarin, gesitli
dejeneratif hastaliklar1 engellemedeki rolii belirlenmistir. Ozellikle polifenolik
fitokimyasallarin antibakteriyel, bagisiklig1 diizenleyici, karaciger hasarini onleyici,
antitimor ve antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir (Van Duyn ve
Pivonka, 2000). Epidemiyolojik ¢alismalar, antioksidan bilesiklerin biiyiik bir
kisminin antiinflamatuar, antiaterosklerotik, antitiimor, antimutajenik, antibakteriyel
veya antiviral aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Dogal antioksidanlarin
tiiketilmesi; kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi hastaliklarin riskinin

azalmasiyla dogrudan iligkilidir.

In vitro ve in vivo bircok ¢alisma da, gidalarda bulunan ve kemopreventif
ozellige sahip olan bilesiklerin hiicre savunmasi ve hiicre 6liimii mekanizmalarini
diizenleyerek kanser olusum siirecini engelledigi gosterilmistir (Sun vd. 2002;
Ollson vd. 2004). Epidemiyolojik ve klinik calismalar gdstermistir ki, meyve ve
sebze tiiketimince zengin bir diyet, kanser riskini azaltabilmektedir (Van Duyn ve
Pivonka, 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sekil 3.1.  Ham kayisi1 (a), Olgun kayis1 (b), Kuru kayisi (C)

Calismada kullanilan Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci kayisi
cesitleri Malatya Kayist Arastirma Enstitiisii Midiirliigiinden temin edilmistir. Bu
kayisi gesitlerine ait ham meyveler Nisan-Haziran aylari arasinda, olgun meyveler ise
Haziran-Agustos aylari arasinda toplanmistir. Toplanan tiim ¢esitlere ait olgun
kayisilarin bir kisminin ¢ekirdekleri ¢ikarilarak giin 15181 altinda kurutulmustur ve
calisma kapsaminda tiim ¢esitlere ait ham, olgun ve kuru kayisilar metanol ve aseton

ekstraksiyonlar1 yapilarak kullanilmistir.
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3.1.1. Deneysel ¢calismalarda kullamilan kimyasallar ve cihazlar

3.1.1.1. Kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalari

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalart

Kimyasallar Uretici

Aseton Carlo Erba, Fransa

Etanol Merck, Almanya

FBS (Fetal Bovine Serum) Pan Biotech, Avrupa

Metanol Carlo Erba, Fransa

Penicillin-Streptomycin Sigma, ABD

Trypan blue Sigma, ABD
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3.1.1.2. Kullanilan cihazlar ve iiretici firmalari

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar ve tretici firmalari

Cihazlar Uretici

Blender Tefal, Fransa

Calkalayici WiseShake, Almanya

Distile Su Cihazi Millipore, Almanya

Hassas Terazi Shimadzu, Japonya

Homojenizator IKA, Almanya

Inverted Floresan Mikroskop Olympus, Japonya

Mikroplate Reader Eon Biotek, ABD

pH Metre Hanna, Italya

S1vi Azot Tanki1 International Cryogenics, ABD

Vorteks Dragon Lab, Cin
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3.1.2. Deneysel ¢calismalarda kullamilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.1.2.1. Besiyerinin hazirlanmasi

Deneylerde Caco-2 (insan bagirsak kanseri hiicreleri) ve MCF-7 (insan meme
kanseri hiicreleri) hiicre hatlarinin besiyeri olarak kullanilan RPMI-1640 Medium
ticari olarak satin alind1 ve kullanilmadan 6nce igerisine %10 FBS ve %1 Penicillin-
Streptomisin eklendi. Daha sonra besiyeri 0,20 um’lik filtreden siiziilerek kullanima

hazir hale getirildi.

3.1.2.2. Hiicre dondurma ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hiicre dondurma ¢ozeltisi %90 FBS ve %10 DMSO oranlar1 kullanilarak son
hacim 1 mL olacak sekilde hazirlandi. Hiicre peletleri bu ¢ozeltinin igerisine alinarak

donduruldu. Dondurulan hiicreler sivi azot tankina yerlestirilerek saklandi.

3.1.2.3. MTT cozeltisinin hazirlanmasi

MTT g¢ozeltisi karanlik ortamda 5 mg/mL konsantrasyona sahip olacak
sekilde PBS ile hazirlandi. Cozelti hazirlandiktan sonra 0,20 pm’lik filtreden
gecirilerek sterilizasyonu saglandi. Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de bir hafta siireyle

bozunmadan saklanabilmektedir.

3.1.2.4. Akridin oranj ve etidyum bromiir boya karisiminin hazirlanmasi

Akridin oranj ve etidyum bromiir boya karigimi 100 pg/mL akridin oranj ve
100 pg/mL etidyum bromiir olacak sekilde karanlik ortamda PBS ile hazirland:.
Hazirlanan boya karisimi daha sonra 0,20 pm’lik filtreden gegirildi. Akridin oranj ve

etidyum bromiir boya karisimi -20 ‘C’de uzun siire bozunmadan saklanabilmektedir.

3.1.2.5. PBS ¢ozeltisinin hazirlanmasi

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na;HPO, ve 0,24 g KH,PO, beraber tartildi. 900
mL deiyonize suda ¢oziildii. pH 7,4 olacak sekilde ayarlandi ve son hacim 1 litreye
deiyonize su ile tamamlandi. Hazirlanan PBS ¢ozeltisi otoklavda 1 atm basingta

121C’de 20 dakika boyunca steril edildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kayisi cesitlerine ait ekstraktlarin hazirlanmasi

2015 yilmin hasadi olan Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci
cesitlerine ait olgun, ham ve kuru meyvelerin ckstraksiyonlar1 yapildi.
Ekstraksiyonlar i¢in, literatiirde en fazla tercih edilen metanol ve aseton olmak iizere
iki farkli polar ¢oziicii kullanildi. Deneydeki ekstraksiyonlarin polar ¢oziicii ile
yapilmasinin nedeni ise polar ¢oziiciler (metanol veya etanol gibi alkoller)
ekstraksiyon igin yiliksek verim saglarken, apolar ¢oziiciiler (toluen, n-heksan ve

sikloheksan vb.) ekstraksiyon veriminin zayif olmasina neden olmaktadirlar
(Schneider vd. 2009).

3.2.1.1. Metanol ekstraktlarinin hazirlanmasi

Hassas terazide kayisi orneklerinden elliser gram tartildi ve Grnekler 500
mL’lik bir behere alindi. Her bir 6rnegin iizerine 150 mL metanol ilave edildi.
Metanol igerisindeki 6rnekler, 5 dakika boyunca blender ile par¢alandi. Par¢alanan
ornekler, 3 dakika boyunca yiliksek hizli homojenizatoér ile homojenize edildi
(blender ile pargalama ve homojenizasyon islemleri buz igerisinde yapilmistir).
Homojenat 12 saat boyunca ¢alkalayici iizerinde 100 rpm de ¢alkalandi. Bu siirenin
sonunda vakum altinda siiziilen drneklerin ¢oziiciileri 37 °C’de evaporator yardimiyla
ucuruldu. En son olarak kuru toz elde etmek icin, evaporatdr sonrasi Ornekler
liyofilize edildi ve liyofilize edilerek kurutulmus 6rnekler (Sekil 3.2), deney giiniine
kadar -40 ‘C'de saklandi.

3.2.1.2. Aseton ekstraktlarinin hazirlanmasi

Hassas terazi ile tim Ornekler elliser gram olacak sekilde tartildi. Her bir
ornegin tlizerine 200 g %80'lik aseton ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 6rnekler, 5 dakika
boyunca el blender ile pargalandi. Parcalanan &rnekler, 3 dakika boyunca yiiksek
hizli homojenizatdr ile homojenize edildi (blender ile parcalama ve homojenizasyon
islemleri buz igerisinde yapilmistir). Ardindan homojenat 12 saat boyunca
calkalayict tlizerinde 100 rpm de ¢alkalandi. Bu siirenin sonunda vakum altinda
stiziilen orneklerin ¢oziiciileri 37°C’de evaporatdr yardimiyla uguruldu. En son kuru
toz elde etmek icin, evaporator sonrasi 6rnekler liyofilize edilerek (Sekil 3.2), deney

giinline kadar -40°C'de saklandi.
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SOLVENT

Sekil 3.2.  Ekstraksiyon isleminin sematik gosterimi

3.2.2. HPLC ile seker analizi

Tiim kayist ekstraktlarinin saf su ile 10 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri
hazirlanmis ve HPLC kolonuna verilmeden 6nce 0,45 um’lik filtreden siiziilmiistiir.
Kalibrasyon grafigi icin, standart fruktoz, glukoz ve sukroz ¢ozeltileri ise 1, 5, 10 ve
20 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanmis ve 0,45 pm’lik filtre ile HPLC kolonuna

verilmeden Once siiziilmiistiir.

Orneklerdeki fruktoz, glukoz ve sukroz miktarlarinin tespit edilmesi igin
orneklere ait HPLC kromatogramlarindan elde edilen entegre alanlar ve standart
maddelerin ara stok ¢ozeltileri ile hazirlanmig kalibrasyon grafigi egrilerinden

yararlanilmistir.
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Tablo 3.3. HPLC ¢alisma kosullar1

HPLC ¢alisma kosullari

Model : Shimadzu UFLC XR

Kolon Nova 100 NH2, 3um, 4,6 x 250
mm

Kolon firini : Shimadzu CTO-10AS VP

Dedektor : Shimadzu RID-10A

Basing 130 bar

Pompa : Shimadzu LC-20AD XR

Mobil faz : Asetonitril: Su (80:20)

Akis iz . 1mL/dk

Enjeksiyon

miictany 0ul

3.2.3. Hiicre Kkiiltiirii deneyleri

3.2.3.1. Hiicrelerin temin edilmesi ve gelisimi

Hiicre kiiltiirii deneyleri indnii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolimii  Biyokimya  Anabilim Dali  Hiicre Kiltliri  Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

Deneylerde kullanilan MCF-7 hiicreleri inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dalindan, Caco-2 hiicreleri ise Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesinden temin edildi. Hiicrelerin gelisimi her giin inverted mikroskop altinda
incelendi. Hiicreler konfluent olana kadar 3 giinde bir eski besiyerleri steril kabin
icerisinde yeni besiyerleri ile degistirildi. Hiicreler konfluent (hiicre kiiltiir flaskinin
ylizeyini tamamen kaplamasi durumu) olduklarinda ise yogunluk durumuna gore
pasajlar1 yapildi. Hiicrelerin bir kismi ise calismay1 glivence altinda tutmak amaciyla

s1v1 azot tankinda dondurularak saklandi.
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3.2.3.2. Hiicre kiiltiiri ortami

Hiicre kiiltiiriinde yapilan deneylerde hiicrelerin in vitro ortamda yasayip
cogalabilmeleri icin suni ortamlar ve gerekli besiyerleri saglanmasi1 gerekmektedir.
Hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanin tiiriine
gore besiyeri ihtiyaglari farklilik gosterebilmektedir. Hiicrelerin farkli besiyerlerinde
farkli davranabilmeleri yiiziinden c¢alismanin amacina gore hiicrenin besiyeri
ihtiyaclarinin belirlenmesi gerekmektedir. Caligmalarimizda besiyeri ortami olarak
her iki hiicre hatt1 i¢cin de RPMI-1640 medyum kullanildi. Ayrica besiyerinin
icerisine %10 FBS ve %1 penicillin-streptomycin eklendi.

Hiicre kiiltiirii deneylerimizde model olarak MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri
kullanildi. Hiicreler yukarida hazirlanisi tarif edilen besiyeri ile beslendi. Hiicrelerin
gelisimi, %5 CO’li inkiibatérde, 37 C’de ve %95 nemli ortamda gerceklesti.
Hiicrelerin besiyerleri ise hiicrelerin gelisimi konfluent olana kadar haftada iki defa

degistirildi.
3.2.3.3. Dondurulmus hiicre soyunun agilmasi

-196 C’den alinan kriyoviyalin 3/4’1 suyun i¢inde kalacak sekilde 37 C’lik su
banyosunda tutularak hizli bir sekilde dondurulmus hiicre ¢ozeltisinin erimesi
saglandi. Ote yandan 25 cm®lik flask igerisine 6 mL besiyeri eklendi. Kriyoviyalin
icerisindeki hiicre silispansiyonu 6 mL besiyeri iceren flaska yavasca aktarildi.
Hiicreler DMSO igerisinde olduklar1 i¢in maniplasyonlarin nazik olmasi
gerekmektedir. Hiicrelerin flask tabaninin yiizeyine tutunup c¢ogalmasi i¢in flask
inkiibatore birakildi. Ertesi giin besiyeri degistirilerek mikroskop altinda incelendi.
Kiiltiir ortam1 her giin inverted mikroskop ile kontrol edildi. Hiicreler konfluent olana
kadar haftada 2 giin eski besiyerleri yenisiyle degistirildi ve konfluent olduklarinda

ise pasajlama iglemi yapildi.

3.2.3.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltiir flasklarinin ylizeylerini
tamamen kaplamasi yani konfluent olmasi gerekmektedir. Hiicreler konfluent
oldugunda hiicreleri flask yiizeyinden ayirmak ve ayrilan hiicreleri pasajlamak i¢in
oncelikle flask icerisindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Flask yiizeyine

tutunmus olan hiicreler serumdan arindirilmak i¢cin PBS ile yikandi ve PBS aspire
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edilerek ortamdan uzaklastirildi. Her 25 cm®lik flask igerisine 1,5 mL tripsin
eklendi. Tripsin sicaklik arttikga daha etkili ¢alistigi igin, hiicreler inkiibatorde
tripsinle 5 dakika bekletildi ve mikroskop ile hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadig
kontrol edildi. Boylece hiicrelerin daha hizli bir sekilde yilizeyden ayrilmasi
saglanmis oldu. Tripsin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicrelerle uzun siire
bekletilirse hiicre membranina zarar vermeye baglamaktadir. Bu yilizden flask
yiizeyinden ayrilmis hiicrelerin iizerine tripsini inhibe etmek i¢in, tripsin hacminin en
az iki kat1 serumlu besiyeri ortama ilave edildi. Daha sonra hiicreler pipetlenerek
(triturasyon) tek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve bir falkon tiipe aktarildu.
Hiicre siispansiyonu 1800 rpm’de 5 dk santrifiijlendi ve siipernatan uzaklastirildi.
Hiicreler 1 mL besiyerinde sulandirilip, sayildi. 25 cm®lik flaska 6 mL besiyeri
icerisinde 500,000 hiicre olacak sekilde ekimi yapildi ve flasklar %5 CO2’li
inkiibatore kaldirildi. Hiicre ekiminden bir giin sonra hiicreler mikroskop altinda
incelenerek flask yiizeyine yapismayan hiicrelerin uzaklagtirilmasi amaciyla besiyeri
degistirildi. Hiicre kiiltlirii deneyleri icin yeterli hiicre sayisina ulasilana kadar bu

isleme devam edildi.

3.2.3.5. Hiicrelerin dondurulmasi

25 cm?’lik flask igerisinde bulunan besiyeri vakum pompasi yardimiyla aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler, serumdan arindirilmak i¢in PBS ile
dikkatli bir sekilde yikandi ve PBS’de yine aym sekilde ortamdan uzaklastirildi.
Flask icerisindeki tutunmus hiicrelerin iizerine tripsin konularak inkiibatérde 5
dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda yiizeyden kalktiklar1 gézlenen
hiicrelere, hacminin en az iki kat1 kadar serumlu besiyeri eklenerek tripsin inhibe
edildi. Hiicrelerin birbirinden ayrilmalar: ve kiiltlir ortaminda homojen dagilmasi i¢in
pipetleme islemi yapilarak, hiicreler tek hiicre silispansiyonu haline getirildi.
Stispansiyon bir falkon tiipe aktarilarak 1800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi
ve siipernatan uzaklastirildi. Hiicre peleti lizerine %90 FBS ve %10 DMSO’dan
olusan 1 mL dondurma ¢o6zeltisi eklendi. 1 mL dondurma ¢dzeltisi igerisindeki 3
milyon hiicre dondurma tiipleri icerisine (kriyoviyal) birakildi. Asamali bir sekilde
dondurma islemi gerceklestirmek amaciyla tiipler ilk olarak 24 saat boyunca -
20°C’ye ardindan 24 saat de -80°C’ye birakildi ve son olarak -80C’den alinan tiipler
s1vi azot tankina (-196 C) transfer edildi.
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3.2.3.6. Hiicrelerin sayimi

Flask igerisinde bulunan besiyeri vakum pompasi yardimiyla aspire edilerek
ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler, serumdan arindirilmak i¢in PBS ile dikkatli bir
sekilde yikandi. PBS’de yine vakum pompasi yardimiyla aspire edilerek ortamdan
uzaklagstirildi. Hiicreler tripsinle inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. Tripsin,
hacminin en az iki kat1 kadar serumlu besiyeri eklenerek inhibe edildi. Hiicrelerin
birbirinden ayrilmalar1 ve kiiltlir ortaminda homojen dagilmasi i¢in pipetleme islemi
yapilarak, hiicreler tek hiicre siispansiyonu haline getirildi. Siispansiyon bir falkon
tiipiine aktarildi. Hiicre siispansiyonu 1800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi
ve slipernatan uzaklastirildi. Hiicre peleti lizerine 1 mL besiyeri eklenerek tekrar
pipetleme islemi yapildiktan sonra bu karisimdan bir ependorfa 100 pL alindi ve
tizerine 100 pL trypan blue eklendi. Trpypan blue ve hiicre ¢6zeltisinin karismasi

icin nazikg¢e birkac kez pipetleme yapildi.

Hemositometrenin iizerine lameli yerlestirdikten sonra, hemositometre ile
lamel arasina trypan blue igeren hiicre ¢ozeltisinden pipetle bir miktar birakilarak
mikroskopta 4 adet 16 kiigiik karede bulunan hiicrelerin sayimi gergeklestirildi.
Hemositometrede sayilan rakam 4’e boliiniip, 10* ile carpildi. Trypan blue ile hiicre
cozeltisi iki kat seyreltildiginden ¢ikan sonug¢ 2 ile ¢arpildi ve bulunan bu say1 1
mL’deki yaklagik hiicre sayisin1 temsil etmektedir. Falkon tiipii igerisinde ka¢g mL

besiyeri var ise son olarak ¢ikan say1 ile carpilarak ortalama hiicre sayis1 bulundu.

3.2.3.7. Hiicrelerin well platelere ekimi

MCF-7 hiicreleri ile yapilan tiim deneylerde pasaj sayisi 10-16 arasindaki
hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler ile gergeklestirilen MTT testinde, 96’lik well
platenin her bir kuyucugunda 100 pL besiyeri icerisinde 5,000 hiicre olacak sekilde 8
kollu pipet yardimiyla ekim yapildi. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. MTT testi i¢cin kullanacagimiz hiicreler yukarida
anlatildig1 sekilde deneye hazir hale getirildi. MCF-7 hiicreleri ile yapilan Wound
Healing ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama ydnteminde ise, 6’lik well platenin
her bir kuyucugunda mL’de 250,000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekimi
yapilan hiicreler 24 saat siire ile %5 CO,’li inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan plate ylizeyine tutunan hiicreler Wound Healing ve akridin oranj/etidyum

bromiir boyama yontemi i¢in hazir hale getirildi.
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Caco-2 hiicreleri ile yapilan tiim deneylerde pasaj sayist 14-21 arasindaki
hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler ile gergeklestirilen MTT testinde, 96’lik well
platede her bir kuyucuga 100 pL besiyeri icerisinde 10,000 hiicre olacak sekilde 8
kollu pipet yardimiyla ekim yapildi. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat siire ile %5
COy’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plate yiizeyine
tutunan hiicreler MTT testi i¢cin deneye hazir hale getirildi. Caco-2 hiicreleri ile
yapilan Wound Healing ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama yonteminde ise,
6’lik well platenin her bir kuyucugunda mL’de 500,000 hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat siire ile %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.3.8. Kayisi ekstraktlarinin Kkiiltiir ortamina eklenmesi

MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri ile yapilan MTT testinde, 24 saat inkiibasyon i¢in
bekletilen 96’lik well platenin oncelikle tiim kuyularindaki besiyeri vakum pompasi
yardimiyla aspire edildi (ortamdan uzaklastirildi). Hiicrelerin tizerine 500 pg/mL, 5,
10, 25 ve 75 mg/mL konsantrasyonlara sahip besiyerinde (RPMI-1640) hazirlanmis
ekstrakt ¢ozeltilerinden 100 pL eklendi. MTT testlerinde, tiim Ornekler i¢in ayni
konsantrasyonlar kullanilmigtir. Kontrol kuyularindaki hiicrelerin lizerine ise sadece
100 pL besiyeri (RPMI-1640) eklenmistir. Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki
orneklerle 24 ve 48 saat silire boyunca inkiibasyonu i¢in plateler tekrar inkiibatore

birakilmustir.

Wound Healing testinde de, 24 saat inkiibasyon igin bekletilen 6’lik well
platenin kuyularinda bulunan besiyeri uzaklastirildi. Kontrol kuyular1 da dahil tiim
test kuyular1 dikkatli bir sekilde PBS ile yikandi. Pipet ucu yardimiyla kuyulara esit
biiyiikliikte ¢izgiler cizildi (yaralar olusturuldu). Yiizeyden kalkmis hiicreleri
uzaklagtirmak icin tekrar PBS ile birka¢ kez yikandi. Hiicrelerin {izerine MTT
sonuclarina gore, ICsg degeri en diisiik olan (en diislik ICso degeri en yliksek hiicre
biiylime inhibisyonu anlamina gelmektedir) ham, olgun ve kuru kayisi ekstraktlarinin
konsantrasyonu uygulandi ve hemen mikroskop kamerasi ile goriintii alind1 (0. saat).

Plate daha sonra inkiibatore kaldirildi ve 12. ve 24. saatlerde de goriintiiler alindu.

Akridin oranj/etidyum bromiir boyama ydnteminde ise, Wound Healing
testinde oldugu gibi ilk basta, 24 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklarin ylizeyine
tutunmus olan hiicreler iizerindeki besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler dikkatli bir

sekilde PBS ile yikand1 ve yine MTT sonuglarina gore, hiicrelerin {izerine en diisiik
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ICs0 degerine sahip olan ham, olgun ve kuru kayisi ekstraktlarinin konsantrasyonu
uygulandi. Plate hiicrelerin 6rnekler ile beraber 24 saat inkiibasyonu i¢in inkiibatore

kaldirildi.

Caco-2 hiicre hattinda Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci ham
kayist ¢esitleri arasinda, ekstraksiyonu aseton ile yapilmis Soganci ham kayisi
cesidine ait ekstrakt 3,76 mg/mL ile en diisiik ICso degerine sahip oldugundan
Wound Healing ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama deneylerinde
kullanilmigtir. Olgun kayisi ¢esitleri arasinda Hacihaliloglu olgun kayisi ¢esidine ait
metanol ekstrakti 23,44 mg/mL ile en diisiik ICso degerine sahip oldugundan Wound
Healing ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama deneylerinde kullanilmistir. Kuru
kayis1 cesitleri arasinda ise 3,59 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi

cesidine ait aseton ekstrakti kullanilmustir.

MCF-7 hiicre hattinda ise en diisiik ICsy degerlerine gére ham kayisi ¢esitleri
arasindan 4,26 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu ham kayisi aseton
ekstrakti, olgun kayisi cesitleri arasindan 29,08 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu olgun kayis1 aseton ekstrakti, kuru kayisi ¢esitleri arasindan da 3,9
mg/mL konsantrasyona sahip Kabaas1 kuru kayisi aseton ekstraktt Wound Healing

ve akridin oranj/etidyum bromiir boyama deneylerinde kullanilmistir.

3.2.3.9. MTT testi (sitotoksisite testi)

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kayisi cesitlerine ait ekstraktlarin
sitotoksisitelerinin  belirlenmesi  igin ~ MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) testi uygulanmistir. Bu amagla 12 ml PBS i¢inde 60 mg
MTT tozu olacak sekilde hazirlanan 5 mg/mL konsantrasyona sahip ¢ozelti, dis
yiizeyi aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4 ‘C’de kullanilacagir zamana kadar
bekletildi. MTT testi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem, saglam kalan hiicrelerdeki
mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolyum halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu, agik sar1 renkli MTT
boyasi, koyu mavi-mor renkli suda ¢Oziinmeyen formazana indirgenmektedir.
Sonugta canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renge

boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir.
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Bu da hiicre canliligimin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik

olarak bulunan deger yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir.

Ekstrakt ¢ozeltilerinin eklenmesinin ardindan inkiibasyon i¢in inkiibatore
birakilan plateler alinarak, kuyucuklarin igerisindeki besiyeri vakum pompasi
yardimiyla ortamdan uzaklastirildi ve her kuyucuga 10 uLL MTT ¢dzeltisi ve 90 pL
RPMI-1640 ilave edilerek 4 saat siireyle 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatdrde tekrar
inkiibasyona birakildi. 4 saat sonunda MTT ihtiva eden besiyeri ortamdan
uzaklastirildi ve MTT maddesinin uygulanmasi sonucu olusan formazan kristallerini
¢Ozlinir duruma getirmek i¢in her kuyucuga 100 pl DMSO (Dimetilsiilfoksit) ilave
edildi ve 540 nm dalga boyunda, mikroplate okuyucu ile optik yogunluklar1 (OD)
Olciildii. Kontrol grubu olarak sadece taze besiyeri kullanildi. Kontrol kuyucuklar
okutularak elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100
canli hiicre olarak kabul edildi. Ekstrakt ¢cozeltileri eklenmis olan kuyucuklardan elde
edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve % canlilik olarak

asagidaki formiil ile hesaplanarak bulundu.
% Canlilik= (Incelenen grup OD/Kontrol grubu OD)x100

%350 inhibisyon saglayan ekstrakt konsantrasyonu (ICsp), ekstrakt
konsantrasyonuna karst  inhibisyon ylizdesi ¢izilerek grafik araciligiyla
hesaplanmistir. Diisliik 1Cso degeri yiliksek antitiimor kapasitesini gostermektedir.
Biitlin analizler ii¢ paralel olarak ¢alisilmis ve her bir paralel deney 6-8 aras1 tekrari

icermektedir. Sonuglar ise ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.

3.2.3.10. Wound Healing testi

Hiicrelerin gogii Wound Healing (yara iyilestirme) deneyi yapilarak
incelenmistir. MCF-7 ve Caco-2 hiicrelerinin ekimi 6’lik well platenin her bir
kuyucugunda MCF-7 ve Caco-2 hiicreleri i¢in sirastyla mL’de 250,000 ve 500,000
hiicre olacak sekilde 2 mL besiyeri kullanilarak yapildi ve 24 saat inkiibasyon i¢in
plate inkiibatore kaldirildi.

24 saat inkiibasyondan sonra, hiicreler iizerindeki besiyeri ortamdan
uzaklastirildi ve pipet ucu ile kuyucugun ortasina diiz ve esit biiyiikliikte olacak
sekilde cizgi ¢izildi (wound). Daha sonra kalkan hiicreleri uzaklastirmak igin,
kuyular PBS ile dikkatli bir sekilde birka¢ kez yikandi. Belirli konsantrasyonlardaki

kayis1 ekstraktlarini iceren besiyeri eklendikten sonra hiicre proliferasyonundaki
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degisimi kontrol etmek icin 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
mikroskobik olarak gézlemlenmeleri 0, 12 ve 24 saat muameleden sonra kaydedildi.
Goriintiiler 4x biiylitme altinda floresan mikroskop (Olympus, Japonya) kullanilarak

alinmistir. Sonuglar LCmikro kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.3.11. Akridin oranj/etidyum bromiir boyama testi

Apoptoz ve nekrozun tespiti floresan mikroskobunda akridin oranj ve
etidyum bromiir boya ¢ifti ile degerlendirilerek karsilastirildi. Bu yontem, canli,
apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda ki ayrima izin vererek, floresan DNA
baglayic1 boyalar AO ve EB’nin farkli alimini ve boyanmis ¢ekirdekteki kromatin
yogunlagmasiin morfolojik yoniini birlestirir. AO hem canli hem o6li hiicreler
tarafindan alinir veya cift sarmalli niikleik asitlerin icerisine eklenmesinin bir sonucu
olarak yesil floresan ya da tek sarmalli1 niikleik asitlerle baglanabilmesinin bir sonucu
olarak kirmiz1 floresan yayar. EB ise sadece canli olmayan (6lii) hiicreler tarafindan
almir ve DNA igerisine kenetlenerek kirmizi floresan yayar. Dolayisiyla canli hiicre
diizgiin parlak yesil bir cekirdek ve turuncu bir sitoplazmaya sahiptir. Erken
apoptotik bir hiicrenin hala membran1 bozulmamistir (biitiindiir), fakat DNA’s1
parcalanmaya baglamistir ve hala yesil bir c¢ekirdege sahiptir. Fakat hiicrenin
kromatini parlak yesil yamalar seklinde yogunlasmasindan dolay:1 goriiniir hale gelir.
Geg apoptotik bir hiicre ¢ekirdegindeki yogunlasmis kromatinden dolayr parlak
turuncu olarak goziikiir ve nekrotik bir hiicre diizgilin parlak turuncu bir ¢ekirdek

olarak goziikiir (Takahashi vd. 2004; Nikhil vd. 2013).

Plazma-membran  gegirgenligini, c¢ekirdek morfolojisi ve kromatin
yogunlagsmasini kontrol etmek amaciyla, hiicreler akridin oranj/etidyum bromiir boya
karigtmi (100 pg/ml AO ve 100 pg/ml EB) ile boyanmistir. MCF-7 ve Caco-2
hiicreleri i¢in sirastyla 250,000 ve 500,000 hiicre analiz i¢in 6’lik well plate igerisine
ekilmis ve 24 saat boyunca belli konsantrasyona sahip kayisi ekstraktlar1 ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda dikkatli bir sekilde PBS ile yikanmstir. Daha
sonta PBS’de c¢oziilen AO/EB boya karigimmdan 500 pl 6’lik well platenin
kuyularina eklenmistir. Gorlintiiler 20x biiyiitme altinda floresan mikroskop

kullanilarak incelenmistir.
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3.2.4. Biyoaktif bilesiklerin tayini

3.2.4.1. Toplam fenolik igerigi tayini

Kayis1 ekstraktlarmin toplam fenolik igerigi tayini spektrofotometrik Folin-
Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlendi. Bu analiz i¢in standart gallik asit
¢ozeltisinin 0,01-1 mg/mL araligindaki 9 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon
egrisi elde edilmistir (R?=1). Sonuglar elde edilen egrinin regresyon esitliginden
yararlanilarak hesaplanmis ve mg gallik asit (GA) esdegeri olarak ifade edilmistir.
Bu yontemde 10 mg/mL 6rnegin 40 pL’si 125 pL deiyonize su igerisine eklendi ve
tizerine 125 pL Folin-Ciocalteu reaktifi birakildi. 5 dakika sonra bu karigima 1 ml (%
2’lik) sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karigtirildi. Elde edilen karisim
30 dakika karanlikta bekletildikten sonra olusan rengin  absorbansi

spektrofotometrede 755 nm’de okundu.

3.2.4.2. Toplam flavanoid tayini

Ekstraktlarin toplam flavanoid igerigi kolorimetrik yontem kullanilarak
belirlendi. Bu analiz igin standart quercetin ¢ozeltisinin 0,01-1 mg/mL araligindaki 9
farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R2:0,9991). Sonuglar
elde edilen egrinin regresyon esitliginden yararlanilarak hesaplanmis ve mg quercetin
esdegeri olarak ifade edilmistir. Bu yontemde 625 pL deiyonize suyun iizerine 10
mg/mL 6rnegin 125 pL’si ilave edildi ve ardindan 37,5 pL %5’lik sodyum nitrit
cozeltisi eklendi. 5 dakika sonra bu karisima 75 pL %10’luk aliiminyum kloriir
cozeltisi ilave edildi. 6 dakika sonra 250 pL 1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi

eklenerek karisimin absorbansi spektrofotometrede 510 nm’de okundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Caco-2 Hiicrelerine ait MTT Testi Sonuclar:

Dort farkli kayisi ¢esidine ait ham, olgun ve kuru kayisi metanol ve aseton
ekstraktlarin bes farkli konsantrasyona sahip ¢ozeltisi (0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL)
Caco-2 hiicreleri ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmis ve spektrofotometrik
olarak absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Olgiilen absorbanslar ile Caco-2 hiicrelerine ait %
inhibisyon degerleri hesaplanmigtir. Hiicre proliferasyonunda meydana gelen

inhibisyon MTT testi ile belirlenmistir.

4.1.1. Ham Kkays1 cesitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen Caco-2

hiicrelerinin MTT testi sonuclar:

4.1.1.1. Hacihaliloglu ham kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuglar:

Hacihaliloglu ham kayist metanol ve aseton ekstraktlarinin farkh
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerine ait

% inhibisyon grafikleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’ de verilmistir.

Hacihaliloglu Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve
48 saat/ MTT
100
80
=
= 60 =05
2
z -
=40 u10
X
m25
20 m75
0
Zaman (S)

Sekil4.1. 0)5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip
Hacihaliloglu ham kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Hacihaliloglu Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100
80
§> 60 =05
= m5
=
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0

Zaman (s)

Sekil4.2. 05, 5; 10; 25 ve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip
Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.1. Hacihaliloglu ham kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
0,31 36,33 96,49 95,48 87,65
— = 24 saat
2 = +0,06 +5,54 +0,01 +0,48 +3,50
© B
T 7 1,63 63,09 92,24 95,55 87,53
= 3 48 saat
+0,19 +0,03 +0,01 +2,54 +5,56
14,74 22,38 95,81 95,04 92,38
= 24 saat
S = +0,03 +1,58 +0,01 +1,18 +2.33
+ )
2z 2237 4791 9406 9596 9158
= 48 saat

+0,08 +1,41 +0,01 +1,00 +1,21

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.1°de karsilastirmali olarak

verilmistir. Hacihaliloglu ham kayisi ekstraktlari arasinda Caco-2 hiicrelerinde 24
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saat sonunda %96,49 degeri ile en yiiksek hiicre biiylime inhibisyonu 10 mg/mL
konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 saat sonundaki en yiiksek
biiylime inhibisyonu ise %95,96’1lik bir inhibisyonla 25 mg/mL konsantrasyona sahip

olan aseton ekstraktina aittir.

4.1.1.2. Hasanbey ham kayis1 ekstraktlarimin MTT testi sonuglari

Hasanbey ham kayisi metanol ve aseton ekstraktlarimin  farkl
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin %

inhibisyon grafikleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verilmistir.

Hasanbey Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT

100

=
% =05
= =10
X
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.3. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
ham kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

40



Hasanbey Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100
80
g
> 60 m05
: "5
._": 40 =10
N
m25
20 m75

Zaman (s)

Sekil 4.4.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
ham kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.2. Hasanbey ham kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
15,14 16,95 93,89 93,86 87,65
- £ 24 saat
o +1,84 0,02 +0,02 +1,41 +1,19
© I
D E 23,60 42,25 88,16 96,58 92,54
= 3 48 saat
+7,93 +0,07 +0,01 +0,24 +0,20
13,95 15,94 89,77 95,31 89,59
= 24 saat
S = +0,03 +1,48 +0,02 +0,46 +4.79
+ ]
§ E 18,73 22,35 94,37 96,98 92,93
= 48 saat

+1,70 +0,72 +0,01 +0,09 +4,25

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.2°de karsilastirmali olarak

verilmistir. Hasanbey ham kayis1 ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerinde 24 ve 48
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saat sonundaki en yiiksek biiyiime inhibisyonu sirasiyla %95,31 ve %96,98’1ik bir

inhibisyonla 25 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir.

4.1.1.3. Kabaasi1 ham kayis1 ekstraktlarimin MTT testi sonuglari

Kabaasi ham kayist ¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerine ait

% inhibisyon grafikleri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Kabaas1 Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT

100
80
S
z» 60 =0,5
: 5
S 40 =10
°
m25
20 m75
0

Zaman (s)

Sekil 4.5.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi ham
kayist1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Kabaas1 Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48 saat/
MTT
100
80
=
= 60 =05
2
z -
= 40 u10
N
m25
20 m75
0
Zaman (s)

Sekil 4.6.  0.,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaagi ham
kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.3. Kabaasi ham kayisi meyvesinin uygulama gruplarma ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
8,78 29,45 94,23 94,74 91,49
- = 24 saat
o X +0,32 +3,47 +0,01 +0,69 +0,21
© B
3 E 6,28 43,96 97,08 96,55 94,24
= 3 48 saat
+1,65 +0,92 +0,01 +0,61 +0,51
20,47 29,33 94,98 93,05 82,83
= 24 saat
S X +2,72 +0,03 +0,01 +0,01 +5,00
+ )
§ E 15,67 51,01 96,14 95,17 86,04
= 48 saat

+1,61 +1,96 +0,01 +0,30 +2,53

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.3’de karsilastirmali olarak

verilmigtir. Kabaas1 ham kayisi ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerinde 24 saat
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sonundaki en yiiksek biiyiime inhibisyonu %94,981ik bir inhibisyonla 10 mg/mL
konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir. 48 saat sonunda ise 10 mg/mL

konsantrasyona sahip olan metanol ekstrakti Caco-2 hiicrelerinde %97,08’lik bir

inhibisyonla en yiiksek biiyiime inhibisyonuna sahiptir.

4.1.1.4. Soganci ham kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclar:

Soganct ham kayisi c¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerine ait

% inhibisyon grafikleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

Soganc1 Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT

100

=
% =05
= =10
X
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.7.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham
kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Soganc1 Ham Kayisi Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48 saat/
MTT
100
80
=
2. 60 =05
2
z -
= 40 u10
N
m25
20 m75
0
Zaman (s)

Sekil 4.8.  0.,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham
kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo4.4. Soganct ham kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
14,11 56,03 95,48 94,39 91,01
- £ 24 saat
2 = +0,03 19,38 +0,01 +0,46 +0,42
[ S
3 E 24,63 66,84 96,48 96,22 94,34
= 3 48 saat
+0,04 +8,48 +0,01 +0,24 +0,40
11,56 79,76 95,50 94,75 92,76
= 24 saat
S = +0,09 +0,01 +0,01 +0,55 +1,00
+ ]
§ E 15,32 95,21 96,72 95,84 92,79
= 48 saat

+1,78 +0,02 +0,01 +0,66 +3,96

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.4°’de karsilastirmali olarak

verilmistir. Soganci ham kayisi ekstraktlari arasinda 24 ve 48 saat sonunda sirasiyla

45



%95,50 ve %96,72’lik bir inhibisyonla en yiiksek hiicre biiyiime inhibisyon degeri 10
mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir.

4.1.2. Ham Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlarin Caco-2 hiicrelerindeki ICs
degerleri

Ham kayis1 ¢esitleri arasindan 24 ve 48 saat sonunda en diistik ICsq degerleri
sirasiyla 3,76 ve 2,90 mg/mL ile Soganci ham kayist aseton ekstraktina aittir (Tablo
4.5).

Tablo 4.5. Ham kayisi ¢esitlerinin Caco-2 hiicrelerindeki ICs degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti

(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
Caco-2 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu ham kayis1 5,72 5,95 5,82 4,75
Hasanbey ham kayisi 6,12 5,74 9,06 7,70
Kabaasi ham kayisi 8,13 5,26 5,39 4,66
Soganci ham kayisi 456 3,49 3,76 2,90

4.1.3. Olgun kayws1 cesitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin MTT testi sonug¢lar:
4.1.3.1. Hacihaliloglu olgun kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuglar:

Hacihaliloglu olgun kayisi ¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
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Hacihaliloglu Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve

48 saat/ MTT
100
80 -
=
S 60 - =0,5
=240 - =10
X
m25
20 - m75
0 -
Zaman (s)
Sekil 49. 0,5 5; 10; 25 ve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip

Hacihaliloglu olgun kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

Hacihaliloglu Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve
48 saat/ MTT
100 -
80 -
=
2 60 - =05
240 - 110
X
m25
20 - m75
0 -
Zaman (s)
Sekil 4.10. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip

Hacihaliloglu olgun kayisi aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.6. Hacihaliloglu olgun kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
1,61 27,22 38,62 84,50 96,19
—_ = 24 saat
2 < +0,06 +0,23 +0,09 +0,04 +0,01
] =
3 E 6,55 45,90 49,06 93,90 99,11
= 5 48 saat
+0,08 +0,11 +0,06 +0,02 +0,01
4,06 8,90 19,59 50,06 92,42
= 24 saat
S = +0,07 +0,04 +0,08 +0,07 +0,01
+ bt
2 E 8,25 11,89 31,33 62,37 98,28
= 48 saat

+0,04 +0,06 +0,06 +0,04 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.6’da karsilastirmali olarak
verilmigtir. Hacihaliloglu olgun kayis1 ekstraktlari arasinda Caco-2 hiicrelerindeki en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirasiyla %96,19 ve %99,11°lik

bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.1.3.2. Hasanbey olgun kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Hasanbey olgun kayisi ¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.
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Hasanbey Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100 -
=
= =05
o= =10
X
m25
m75
Zaman (s)
Sekil 4.11.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
olgun kayis1t metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-
2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
Hasanbey Olgun Kayisi Aseton Ekstrakt/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT
100 -
80 -
=
= 60 - =05
S 40 - =10
N
m25
20 - m75
0 -
Zaman (s)
Sekil 4.12. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey

olgun kayisi1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.7. Hasanbey olgun kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
14,67 18,82 28,77 35,41 80,04
— = 24 saat
2 < +0,02 +0,07 +0,08 +0,02 +0,02
C =
3 E 6,92 24,65 31,76 41,71 96,59
= 5 48 saat
+0,09 +0,02 +0,09 +0,04 +0,02
7,23 9,71 10,84 39,62 58,10
= 24 saat
S = +0,07 +0,07 +0,03 +0,09 +0,01
+ bt
§ E 9,45 19,34 28,49 44,40 94,67
= 48 saat

+0,13 +0,12 +0,08 +0,09 +0,03

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.7°de karsilastirmali olarak
verilmigtir. Hasanbey olgun kayisi ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerindeki en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %80,04 ve %96,59’luk

bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.1.3.3. Kabaasi olgun kayis1 ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Kabaas1 olgun kayisi ¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir.
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Kabaas1 Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT

% Inhibisyon

=05
m5

=10
m25
m75

Zaman (s)
Sekil 4.13.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi
olgun kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-
2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
Kabaas1 Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT
100 -
80 -
=
= 60 - =05
S 40 - =10
X
m25
20 - m75
0
Zaman (s)
Sekil 4.14. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaas1

olgun kayisi aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.8. Kabaasi olgun kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
9,74 24,13 40,25 72,05 96,61
—_ = 24 saat
2 < +0,07 +0,05 +0,04 +0,04 +0,01
] =
3 E -3,11 12,10 26,34 78,60 98,11
= 5 48 saat
+0,14 +0,18 +0,08 +0,01 +0,01
0,74 10,24 18,62 24,11 83,93
= 24 saat
S = +0,04 +0,13 +0,05 +0,03 +0,02
+ bt
2 E 5,30 17,33 28,47 41,28 97,37
= 48 saat

+0,06 +0,12 +0,03 +0,09 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.8’de karsilastirmali olarak
verilmistir. Kabaas1 olgun kayis1 ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerindeki en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirasiyla %96,61 ve %98,11’°lik

bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.1.3.4. Soganci olgun kayisi ekstraktlarmmn MTT testi sonuglar:

Soganci olgun kayisi ¢esidinin metanol ve aseton ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.
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Soganci Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100 -
80 -
=
S 60 - =05
=240 - =10
N
m25
20 m75
0 -
Zaman (s)
Sekil 4.15. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci
olgun kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-
2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
Soganci Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48
saat/ MTT
100 -
80 -
g 60 - m05
z
2 o m5
= =10
=
X 90 m 25
m75
0 -
-20 -
Zaman (s)
Sekil 4.16. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci

olgun kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.9. Soganci olgun kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
4,24 7,53 13,14 49,88 94,45
— = 24 saat
S +0,03 +0,05 +0,06 +0,03 +0,01
[ B
D E 4,25 10,04 21,01 77,63 98,04
= 5 48 saat
+0,02 +0,03 +0,09 +0,07 +0,01
-4,19 2,19 10,91 27,69 89,05
= 24 saat
S = +0,10 +0,05 +0,10 +0,03 +0,02
= -
2 E 511 20,09 23,35 45,00 98,29
= 48 saat

+0,12 +0,09 +0,05 +0,07 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.9’da karsilastirmali olarak
verilmistir. Soganci olgun kayisi ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerinde 24 saat
sonundaki en yiiksek biiylime inhibisyonu %94,45°lik bir inhibisyonla 75 mg/mL
konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir. 48 saat sonunda ise 75 mg/mL
konsantrasyona sahip olan aseton ekstrakti Caco-2 hiicrelerinde %98,29’luk bir

inhibisyonla en yiiksek biiyiime inhibisyonuna sahiptir.

4.1.4. Olgun kays1 cesitlerine ait ekstraktlarin Caco-2 hiicrelerindeki I1Csp

degerleri

Olgun kayzsi ¢esitleri arasindan en diisiik ICsp degerleri 24 ve 48 saat sonunda
sirastyla 23,44 ve 14,18 mg/mL ile Hacihaliloglu olgun kayis1t metanol ekstraktina
aittir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. Olgun kayist gesitlerinin Caco-2 hiicrelerindeki 1Cso degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti

(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
Caco-2 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu olgun 2344 1418 3579 2947
kayisi
Hasanbey olgun kayisi 39,99 31,90 58,48 32,90
Kabaasi olgun kayisi 24,45 29,03 44,16 33,43
Soganci olgun kayisi 36,14 29,28 43,20 32,90

4.15. Kuru kayis1 c¢esitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen Caco-2

hiicrelerinin MTT testi sonuclari

4.1.5.1. Hacihaliloglu kuru kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuclar:

Hacihaliloglu kuru kayist metanol ve aseton ekstraktlarina ait farkl
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.17 ve Sekil

4.18’de verilmistir.

Hacihaliloglu Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve

48 saat/ MTT
100 -
80 -
g 60 - m05
2
2 40 ">
=
= -10
o
X 20 - m25
m75
0 4
-20 -

Zaman (s)

Sekil 4.17. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip
Hacihaliloglu kuru kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Hacihaliloglu Kuru Kayisi Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve
48 saat/ MTT

100 -
80 -
=
S 60 - =05
2 =5
£ 40 =10
N m25
20 - =75

Zaman (s)

Sekil 4.18. 0)5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu kuru kayisi aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.11. Hacihaliloglu kuru kayis1 meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
-0,39 11,64 30,13 75,75 95,43
- = 24 saat
e = +0,04 +0,06 +0,03 +0,02 +0,01
© j.
I Z 2,45 11,84 41,52 86,13 98,25
= 3 48 saat
+0,02 +0,01 +0,04 +0,04 +0,01
27,96 56,87 94,37 93,29 86,00
= 24 saat
s = +0,03 +0,02 +0,02 +0,01 +0,01
= o
§ Z 19,48 61,37 97,71 97,38 91,89
= 48 saat

+0,02 +0,04 +0,02 +0,01 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.11°de karsilagtirmali olarak

verilmistir. 24 ve 48 saatlik metanol ekstraktt uygulamasinda; tiim uygulama
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gruplarinda konsantrasyon artisi ile birlikte hiicre biiylime inhibisyonunda bir artig
goriilmistiir. Hacihaliloglu kuru kayis1 ekstraktlar arasinda Caco-2 hiicrelerindeki en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirasiyla %95,43 ve %98,25’lik
bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir
(Tablo 4.11). Ayrica 25 mg/mL ve altindaki konsantrasyonlarla yapilan ekstrakt
uygulamalarina gore aseton ekstraktinin, metanol ekstraktindan daha etkili bir

ekstrakt oldugu goriilmiistiir.

4.1.5.2. Hasanbey kuru kayisi ekstraktlarimmin MTT testi sonuclar

Hasanbey kuru kayisi metanol ve aseton ekstraktlarina ait farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.19 ve Sekil

4.20°de verilmistir.

Hasanbey Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakt/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100 -
80 -
g
> 60 - ®0,5
: -
=240 =10
NS
m25
20 - m75
0 |

Zaman (s)

Sekil 4.19. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
kuru kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Hasanbey Kuru Kayis1 Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT
100 - _
80 -
g
= 60 - =05
= m5
=
= 40 =10
N
m25
20 - m75
0 |

Zaman (s)

Sekil 4.20. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
kuru kayis1 aseton ekstrakinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.12. Hasanbey kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
3,56 6,80 21,30 90,12 94,77
- = 24 saat
S = +0,03 +0,04 +0,08 +0,03 +0,01
[ S
o E 10,58 25,35 37,51 96,37 97,69
= 3 48 saat
+0,08 +0,04 +0,02 +0,05 +0,01
15,70 72,62 93,35 86,10 68,40
= 24 saat
S = +0,05 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01
+ )
§ E 11,10 85,34 96,64 91,39 81,67
= 48 saat

+0,04 +0,05 +0,01 +0,01 +0,02

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.12°de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Hasanbey kuru kayis1 meyvesinden elde edilen metanol ekstraktlarinin
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zamana ve konsantrasyon artisina bagli olarak Caco-2 hiicreleri iizerinde biiylime
inhibisyonunu artirma ydniinde etki ettigi gorilmiistiir (Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve
Tablo 4.12). Hasanbey kuru kayisi ekstraktlari arasinda Caco-2 hiicrelerindeki en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirasiyla %94,77 ve %97,69’luk
bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir
(Tablo 4.12). Hasanbey kuru kayisi aseton ekstraktinin 5 mg/mL gibi oldukga diisiik
konsantrasyona sahip ¢ozeltisinin hem 24 (%72,62) hem de 48 saat (%85,34)
boyunca hiicreler ile muamelesi sonunda hiicrelerin yarisindan fazlasini 6ldiirdiigi
goriilmiistiir. 0,5; 5 ve 10 mg/mL uygulama gruplarinin sonuglarina gére de aseton

ekstraktinin, metanol ekstraktindan daha etkili bir ekstrakt oldugu goriilmiistiir.

4.1.5.3. Kabaasi kuru kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuglari

Kabaas1 kuru kayisi metanol ve aseton ekstraktlarina ait farkh
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.21 ve Sekil

4.22°de verilmistir.

Kabaasi1 Kuru Kayis1t Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT

100 -

80 -
g
= 60 - =05
: -
._j 40 u 10
=X

m25
20 - m75

Zaman (S)

Sekil 4.21. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru
kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Kabaas1 Kuru Kayisi Aseton Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT

100 -

80 -
g
> 60 - m05
= u5
=
= 40 =10
=

m25
20 - m75

Zaman (s)

Sekil 4.22. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaas1 kuru
kayist aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.13. Kabaas1 kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
3,29 27,03 42,01 93,70 95,42
— = 24 saat
S = +0,03 +0,03 +0,02 +0,05 +0,01
© B
o E 18,72 29,48 48,66 98,29 95,83
= 3 48 saat
+0,02 +0,04 +0,04 +0,01 +0,01
35,35 49,23 95,90 93,93 63,75
= 24 saat
S = +0,03 +0,05 +0,01 +0,01 +0,07
= b}
§ E 43,57 63,79 96,99 95,68 82,77
= 48 saat

+0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.13’de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Kabaasi kuru kayis1 meyvesinin metanol ekstraktina ait tiim uygulama
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gruplarinda 48 saat Sonundaki hiicre Oliimlerinin, 24 saat sonundaki hiicre
Olimlerinden daha yiliksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.13). Aseton ekstraktina ait
uygulama gruplarinda 10 mg/mL ve altindaki konsantrasyonlarda hiicre 6liimlerinin
konsantrasyon artisina bagli olarak arttigi goriilmiistiir. Kabaasi kuru kayisi
ekstraktlar1 arasinda Caco-2 hiicrelerinde 24 saat sonundaki en yiiksek biiylime
inhibisyonu %95,90’lik bir inhibisyonla 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton
ekstraktina aittir. 48 saat sonunda ise 25 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol

ekstrakti Caco-2 hiicrelerinde %98,29’luk bir inhibisyonla en yiiksek biiylime

inhibisyonuna sahiptir.

4.1.5.4. Soganci kuru kayis1 ekstraktlarinin MTT testi sonuglari

Soganci kuru kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarina ait farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.23 ve Sekil

4.24’de verilmistir.

Soganci Kuru Kayis1t Metanol Ekstrakti/ Caco-2/ 24 ve 48

saat/ MTT

100 -

80 -
s
> 60 - =05
: =5
S 40 =10
X

m25
20 - m75

Zaman (S)

Sekil 4.23.  0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci kuru
kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

61



Soganci Kuru Kayisi Aseton Ekstrakt/ Caco-2/ 24 ve 48 saat/

MTT

100 +

80 -
g
= 60 - =05
2 5
=
= 40 =10
N

m25
20 + m75

Zaman (s)

Sekil 4.24. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci kuru
kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda Caco-2
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.14. Sogancit kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
9,24 21,87 31,24 94,67 95,26
— = 24 saat
S = +0,06 +0,02 +0,04 +0,04 +0,01
© S
D E 17,83 24,02 54,04 98,12 96,92
= 3 48 saat
+0,06 +0,01 +0,03 +0,01 +0,01
4,68 55,08 97,36 95,58 84,58
= 24 saat
s = +0,06 +0,07 +0,01 +0,01 +0,03
= L]
§ g 9,12 92,60 98,21 96,72 91,34
= 48 saat

+0,03 +0,01 +0,01 +0,01 +0,02

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca Caco-2 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.14’de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Metanol ekstraktina ait tiim uygulama gruplarmin % inhibisyon degerleri
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zamana bagli olarak artis gostermistir. 5 mg/mL aseton ekstraktt hem 24 saat
(%55,08) hem de 48 saat (%92,60) sonunda hiicrelerin yarisindan fazlasini 6ldiirerek
giiclii bir sitotoksik aktivite gostermistir. Soganci kuru kayisi ekstraktlar1 arasinda
Caco-2 hiicrelerindeki en yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda
sirastyla %97,36 ve %98,21’lik bir inhibisyonla 10 mg/mL konsantrasyona sahip

olan aseton ekstraktina aittir (Tablo 4.14).
4.1.6. Kuru kayis1 cesitlerine ait ekstraktlarin Caco-2 hiicrelerindeki ICs
degerleri

Kuru kayisi ¢esitlerinin 1Csy degerlerine bakildiginda Kabaasi kuru kayisi
aseton ekstrakti 24 saat sonunda 3,59 ve 48 saat sonunda 1,95 mg/mL degeriyle en

iyi I1Cs0 degerine sahip olmustur (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Kuru kayisi gesitlerinin Caco-2 hiicrelerindeki ICso degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti

(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
Caco-2 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu kuru kayis: 16,75 14,32 3,78 4,01
Hasanbey kuru kayisi 15,37 12,27 3,86 3,55
Kabaas1 kuru kayisi 12,50 10,49 3,59 1,95
Soganci kuru kayisi 13,16 10,57 4,92 3,36

4.2. Caco-2 Hiicrelerine ait Wound Healing Testi Sonuclar:

Calismamizda Wound Healing testi, MTT test sonuglarimizdan elde edilen
bir segilimle Dbelirlenen O6rnek ve konsantrasyonlarla gerceklestirilmistir.
Sonuglarimiza gore kayist olgunlagsma asamalarinin kayisi ¢esidine gore daha etkin
oldugunun tespiti ile ham, olgun ve kuru kayis1 meyveleri arasindan en diisiik 1Csg
degerlerine sahip ekstraktlar Wound Healing testinde kullanilmistir. Bu 6rneklerle 24
saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin, baslangigta agilan yariklarinin
durumu (kapanip, kapanmadigi) 0., 12. ve 24. saatlerde mikroskopla incelenip

goriintiileri alind1 ve LCmikro programi kullanilarak analizleri yapildi.
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Caco-2 hiicreleri ham kayis1 ¢esitlerinden Soganci ham kayisi aseton ekstrakti
(SHAE), olgun kayisi g¢esitlerinden Hacihaliloglu olgun kayisi metanol ekstrakti
(HHOME) ve kuru kayisi gesitlerinden Kabaasi kuru kayisi aseton ekstraktinin
(KKAE) sirasiyla 3,76; 23,44 ve 3,59 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri ile
muamele edilmis ve 0., 12. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait grafik Sekil

4.25’de verilmistir.

120 4 Caco-2 Hiicreleri/ Wound Healing Testi
100 -
E 80 | m T
= i : & Kontrol
T’; 60 j} il Bl
o 1 i 1 11
< \\' ! '|% i o SHAE (3,76
= NBE e ¥ mgimL)
. [ I 1
3 40 o % 1 ! OHHOME (23,44
o 1 T mg/mL)
20 1 ::: :: EE:I: O KKAE (3,59
i i i mg/mL)
I | 11
O ! ! = T ! T L 1
0 12 24
Zaman (s)

Sekil 4.25. Kontrol grubu ve SHAE, HHOME ve KKAE uygulanan Caco-
2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait
grafik
4.2.1. Ham kayisi cesidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki Wound Healing

testi sonuclari

Soganci ham kayisi meyvesinin aseton ekstraktinin 3,76 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde

alian goriintiileri Sekil 4.26°da verilmistir.
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Kontrol

o

SHE (3,76 mg/mL)

0. saat

12. saat

24, saat

Sekil 4.26. Kontrol grubu ve Soganci ham kayisi aseton ekstrakti ile

muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki
Wound Healing testi goriintiileri

3,76 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham kayis1 aseton ekstrakti ile

muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde Wound Healing
gorintiileri alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 81,05 um iken 24. saatte
yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 21,54 pm olarak Ol¢iildi. Ham
kayis1 ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta 60,44 um iken 24.
saat sonunda hem hiicre Oliimleri nedeniyle hem de hiicrelerin c¢ogalma hizi
diistiigiinden yarik araligi agilarak 67,84 um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik
araliginin 24. saatte %73,42 kapandigi, 3,76 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci
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ham kayis1 aseton ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerin yarik araliginin ise %12,24

acildigi tespit edildi.
4.2.2. Olgun kayis1 cesidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki Wound
Healing testi sonuclar

Hacihaliloglu olgun kayist meyvesinin metanol ekstraktinin 23,44 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde

alian goriintiileri Sekil 4.27°de verilmistir.

HHOME (23,44 mg/mL)

Kontrol

0. saat

12. saat

24. saat

Sekil 4.27. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstrakti
ile muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24.
saatlerdeki Wound Healing testi goriintiileri
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23,44 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol
ekstraktr ile 24 saat muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde
Wound Healing goriintiileri alindi. Olgun kayis1 ile muamele edilen hiicrelerde yarik
arali@1 baslangigta 53 um iken 24. saat sonunda hem hiicre 6liimleri nedeniyle hem
de hiicrelerin ¢ogalma hiz1 diistiiglinden yarik araligr agilarak 71,79 um’ye yiikseldi.
Kontrol grubunun yarik araliginin 24. saatte %73,42 kapandigi, 23,44 mg/mL
konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstrakti ile muamele

edilen hiicrelerin yarik araliginin ise %35,45 acildig tespit edildi.
4.2.3. Kuru kayisi cesidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki \Wound Healing
testi sonuclar

Kabaasi kuru kayis1 meyvesinin aseton ekstraktinin 3,59 mg/mL’si ile
muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde alinan goriintiileri Sekil

4.28’de verilmistir.
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Kontrol KKAE (3,59 mg/mL)

0. saat

12. saat

24. saat

Sekil 4.28. Kontrol grubu ve Kabaasi kuru kayisi aseton ekstrakti ile

muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki
Wound Healing testi goriintiileri

3,59 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi aseton ekstrakt: ile

muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde Wound Healing
gorlntiileri alindi. Kuru kayist ile muamele edilen hiicrelerde yarik araligi
baslangicta 67,38 um iken 24. saat sonunda hem hiicre 6liimleri nedeniyle hem de
hiicrelerin ¢ogalma hiz1 diistii§iinden yarik araligi agilarak 88,43 um’ye yiikseldi.
Kontrol grubunun yarik araliginin 24. saatte %73,42 kapandigi, 3,59 mg/mL

konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi aseton ekstrakti ile muamele edilen

hiicrelerin ise yarik araliginin %23,8 a¢ildig tespit edildi.
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4.3. Caco-2 Hiicrelerine ait AO/EB Boyama Testi Sonuglari

Ham, olgun ve kuru kayis1 meyveleri arasindan 1Csy degerlerine gore segilen
belirli konsantrasyona sahip ekstraktlar ile 24 saat muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin, akridin oranj ve etidyum bromiir boya karigimi ile boyanmasi sonucu

floresan mikroskopla morfolojik olarak incelenip goriintiileri alindu.

4.3.1. Ham kayisi ¢esidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki AO/EB boyama

testi sonuclar

Soganci ham kayisi meyvesinin aseton ekstraktinin 3,76 mg/mL
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin akridin
oranj ve etidyum bromiir boya karisimi ile boyanmasi sonucu alinan floresan
goriintiileri ile erken apoptotik (EA) ve gec apoptotik (GA) hiicreler Sekil 4.29°da

gosterilmistir.

Kontrol

SHAE (3,76 mg/mL)
. ,

Sekil 4.29. Kontrol grubu ve Soganci ham kayisi aseton ekstrakti ile 24
saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin floresan
boyama goriintiileri

4.3.2. Olgun kayis1 cesidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki AO/EB

boyama testi sonuglari

Hacihaliloglu olgun kayist meyvesinin metanol ekstraktinin 23,44 mg/mL
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin akridin
oranj ve etidyum bromiir boya karisimi ile boyanmasi sonucu alinan floresan

gortntiileri ile erken apoptotik ve gec apoptotik hiicreler Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Kontrol

Sekil 4.30. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstrakti
ile 24 saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin
floresan boyama goriintiileri

4.3.3. Kuru kayisi cesidine ait ekstraktin Caco-2 hiicrelerindeki AO/EB boyama

testi sonuclar

Kabaast kuru kayist meyvesinin aseton ekstraktinin = 3,59 mg/mL
konsantrasyona sahip ¢ozeltisi ile 24 saat boyunca muamele edilen Caco-2
hiicrelerinin akridin oranj ve etidyum bromiir boya karisimi ile boyanmasi sonucu
alman floresan gorintiileri ile erken apoptotik ve gec¢ apoptotik hiicreler Sekil

4.31°de verilmistir.
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KKAE (3,59 mg/mL)

Kontrol |

Sekil 4.31. Kontrol grubu ve Kabaasi kuru kayis1 aseton ekstrakti ile 24
saat boyunca muamele edilen Caco-2 hiicrelerinin floresan
boyama goriintiileri

4.4, MCF-7 Hiicrelerine ait MTT Testi Sonuclari

Daort farkli kayist ¢esidinin ham, olgun ve kuru hallerine ait metanol ve aseton
ekstraktlarinin bes farkli konsantrasyona sahip ¢ozeltisi (0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL)
MCF-7 hiicreleri ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmis ve spektrofotometrik
olarak absorbanslari &lgiilmiistiir. Olgiilen absorbanslar yardimiyla MCEF-7
hiicrelerine ait % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Hiicre proliferasyonunda

meydana gelen inhibisyon MTT testi ile belirlenmistir.

4.4.1. Ham kayis1 c¢esitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin MTT testi sonuglar:
4.4.1.1. Hacihaliloglu ham kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclar:

Hacihaliloglu ham kayis1 meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol
ve aseton ekstraktlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’de verilmistir.
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Hacihaliloglu Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve
48 sMTT

100
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m75

Zaman (s)

Sekil 4.32. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip

Hacihaliloglu ham kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

100

80

% Inhibisyon

Hacihaliloglu Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48

SMTT

m05
5

10
m25
75

Zaman (s)

Sekil4.33. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip

Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.16. Hacihaliloglu ham kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
17,93 24,69 95,09 96,94 94,63
—_ = 24 saat
2 =< +0,02 +0,03 +0,03 +0,01 +0,02
] =
@ E 44,05 56,48 99,15 97,96 97,54
= 3§ | 48saat
+0,10 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01
4,10 75,19 97,26 97,29 95,17
= 24 saat
S = +0,01 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01
+ ]
2 E 14,29 85,44 99,19 97,92 96,85
= 48 saat

+0,03 +0,04 +0,01 +0,01 +0,02

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.16’da karsilastirmali olarak
verilmistir. Hacihaliloglu ham kayis1 meyvesinin 10 mg/mL konsantrasyona sahip
hem metanol hem de aseton ekstrakti 24. ve 48. saatlerde neredeyse hiicrelerin
tamamini 6ldiirmistiir. 24 saat sonundaki en yiiksek biiylime inhibisyonu %97,29’luk
bir inhibisyonla 25 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir. 48
saat sonunda ise 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstrakti Caco-2

hiicrelerinde %99,19’1luk bir inhibisyonla en yiiksek biiylime inhibisyonuna sahiptir.

4.4.1.2. Hasanbey ham kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Hasanbey ham kayis1t meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.34 ve Sekil 4.35’de verilmistir.
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Hasanbey Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT

100

80

60

40

% Inhibisyon

20

=05
m5

=10
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.34. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey

ham kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

100

80

% Inhibisyon

Hasanbey Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s

MTT

m05
5

10
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.35. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey

ham kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.17. Hasanbey ham kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
10,23 18,65 44,35 97,31 92,74
—_ = 24 saat
2 =< +0,03 +0,09 +0,05 +0,01 +0,03
© S
e E 14,35 28,95 98,80 98,15 95,42
= 3§ | 48saat
+0,02 +0,07 +0,01 +0,01 +0,02
7,04 22,47 62,89 97,82 92,98
= 24 saat
S = +0,06 +0,01 +0,11 +0,01 +0,01
=
2 E 15,26 39,66 98,89 98,17 93,38
= 48 saat

+0,10 +0,05 +0,01 +0,01 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.17°de karsilastirmali olarak
verilmistir. Hasanbey ham kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat sonundaki
tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana baglh
olarak artis gostermistir (Tablo 4.17). 24 saat sonundaki en yiiksek biiyiime
inhibisyonu %97,82°1ik bir inhibisyonla 25 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton
ekstraktina aittir. En yiiksek sitotoksik aktivite %98,89’luk bir inhibisyonla 48 saatte
neredeyse hiicrelerin tamamini 6ldiiren 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton

ekstraktina aittir.

4.4.1.3. Kabaas1 ham kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuglar:

Kabaas1 ham kayis1 meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.36 ve Sekil 4.37°de verilmistir.
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Kabaas1 Ham Kayis1 Metanol Ekstrakty MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT

100

80

% Inhibisyon

=05
m5

=10
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.36. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaagi ham

kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

100

80

% Inhibisyon

Kabaas1 Ham Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s

MTT

m05
5

10
m25
75

Zaman (s)

Sekil 4.37. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi ham

kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.18. Kabaasi ham kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
14,64 39,39 82,82 97,52 92,76
—_ = 24 saat
2 = +0,12 +0,01 +0,06 +0,01 +0,01
© S
o E 25,58 47,58 99,00 97,99 95,04
= 3§ | 48saat
+0,04 +0,06 +0,01 +0,01 +0,01
21,50 25,00 98,02 95,31 86,65
= 24 saat
S = +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,04
=
2 E 49,77 73,75 98,87 97,09 92,88
= 48 saat

+0,18 +0,05 +0,01 +0,01 +0,05

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.18’de karsilastirmali olarak
verilmistir. Kabaas1 ham kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat sonundaki
tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana baglh
olarak artis gostermistir (Tablo 4.18). 24 saat sonundaki en yiiksek biiyiime
inhibisyonu %98,02°1ik bir inhibisyonla 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton
ekstraktina aittir. En yiiksek sitotoksik aktivite %99’luk bir inhibisyonla 48 saatte
neredeyse hiicrelerin tamaminm1 6ldiiren 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan

metanol ekstraktina aittir.

4.4.1.4. Soganci ham kayisi ekstraktlarmmin MTT testi sonuclari

Soganci ham kayist meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.38 ve Sekil 4.39°da verilmistir.
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Soganci Ham Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT

100

80

% Inhibisyon

=05
m5

=10
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.38. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham

kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

100

80

% Inhibisyon

Soganci Ham Kayisi Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s

MTT

m05
5

10
m25
75

Zaman (s)

Sekil 4.39. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham

kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.19. Soganci ham kayist meyvesinin uygulama gruplarma ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
25,72 34,00 98,22 97,19 95,51
—_ = 24 saat
2 = +0,06 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01
© S
e E 31,82 79,53 98,76 98,16 97,49
= 3§ | 48saat
+0,01 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01
9,89 37,46 98,12 97,44 96,67
= 24 saat
S = +0,06 +0,06 +0,01 +0,01 +0,01
=
2 E 19,91 88,47 98,90 98,37 97,34
= 48 saat

+0,03 +0,04 +0,01 +0,01 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.19’da karsilastirmali olarak
verilmigtir. 48. saatte Soganci ham kayis1 meyvesine ait ekstraktlarin her ikisi de 5
mg/mL ve tzeri tim konsantrasyonlarda oldukga yiiksek sitotoksik aktivite
gostermistir. Soganct ham kayist metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat sonundaki
tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana bagl
olarak artis gostermistir (Tablo 4.19). 24 saat sonundaki en yiiksek biiylime
inhibisyonu %98,22’lik bir inhibisyonla 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan
metanol ekstraktina aittir. En yiiksek sitotoksik aktivite %98,90°lik bir inhibisyonla
48 saatte neredeyse hiicrelerin tamamini 6ldiiren 10 mg/mL konsantrasyona sahip

olan aseton ekstraktina aittir.

4.4.2. Ham Kkayis1 cesitlerine ait ekstraktlarin MCF-7 hiicrelerindeki ICs
degerleri

Ham kayis1 gesitlerinin 1Cso degerlerine bakildiginda, 24 saat sonunda
Hacihaliloglu ham kayisi aseton ekstrakti 4,26 ve 48 saat sonunda ise Kabaasi ham
kayis1 aseton ekstrakti 0,50 mg/mL degeriyle en iyi ICsp degerine sahip olmustur

(Tablo 4.20).
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Tablo 4.20. Ham kayisi ¢esitlerinin MCF-7 hiicrelerindeki ICsp degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti
(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
MCF-7 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu ham kayis1 7,92 2,34 4,26 3,32
Hasanbey ham kayis1 12,13 5,46 10,78 5,02
Kabaas1 ham kayisi 7,46 4,22 5,39 0,50
Soganci ham kayisi 4,82 2,30 5,33 2,84

4.4.3. Olgun kayis1 c¢esitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7

hiicrelerinin MTT testi sonuclar:

4.4.3.1. Hacihaliloglu olgun kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuclari

Hacihaliloglu olgun kayis1 meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol
ve aseton ekstraktlar ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de verilmistir.

Hacihaliloglu Olgun Kayis1t Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve

48sMTT
100 -
80 -
5
= 60 - =05
2 m5
=
N
m25
20 - u75
0 -

Zaman ()

Sekil 4.40. 0)5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu olgun kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Hacihaliloglu Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve

48sMTT

100 -

80 -
g
= 60 - =05
: =5
~": 40 w10
X

m25
20 - =75

Zaman (s)

Sekil 4.41. 0)5; 5; 10; 25 wve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip
Hacihaliloglu olgun kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.21. Hacihaliloglu olgun kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar: (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
8,22 15,14 32,48 39,66 96,76
— =  24saat
2 == +0,06 +0,10 +0,09 +0,03 +0,01
© B
5] 2 14,51 23,35 43,12 85,21 98,92
= & | 48saat
+0,03 0,11 +0,03 +0,08 +0,01
16,07 22,67 37,72 43,63 98,30
= 24 saat
S = +0,08 +0,06 +0,15 +0,03 +0,01
+ b}
§ 2 19,95 33,88 41,18 86,95 98,77
= 48 saat

+0,01 +0,02 +0,03 +0,01 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.21°de karsilagtirmali olarak

verilmigtir. 24 saat sonundaki en yiiksek biiyliime inhibisyonu %98,30’luk bir
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inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir. 48. saatte

hiicrelerin %98,92’sini 6ldiiren 75 mg/mL konsantrasyona sahip metanol ekstrakti en

yiiksek inhibisyon degerine sahiptir.

4.4.3.2. Hasanbey olgun kayisi ekstraktlarimn MTT testi sonuclar:

Hasanbey olgun kayis1 meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.42 ve Sekil 4.43’de verilmistir.

Hasanbey Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48

SMTT

100 -

80 -
§ 60 - m05
£ w0 =5

=

.E -10
X 90 m 25
m75

0 4

220 -

Zaman (S)

Sekil 4.42. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
olgun kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-
7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Hasanbey Olgun Kayisi Aseton Ekstrakt/ MCF-7/ 24 ve 48 s

MTT
100 -
80 -
g 60 - m05
y 5
2 40
=
= u10
o—
X 9o m 25
m75
0 i
20 -

Zaman (S)

Sekil 4.43. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey
olgun kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.22. Hasanbey olgun kayis1 meyvesinin uygulama gruplarma ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
-0,54 3,84 29,17 31,04 94,43
- = 24 saat
S = +0,03 +0,03 +0,09 +0,04 +0,64
[ o
D 2 7,65 13,60 34,18 40,45 96,50
= 3 48 saat
+0,08 +0,07 +0,34 +0,09 +0,05
-2,90 3,99 4,87 34,76 58,85
= 24 saat
s = +0,02 +0,17 +0,04 +0,05 +0,03
+ ot
2 2 12,07 15,05 23,93 41,60 78,75
= 48 saat

+1,45 +0,24 +0,04 0,05 +0,06

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.22°de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Hasanbey olgun kayisi metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat
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sonundaki tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda
zamana bagli olarak artis gostermistir. Ayn1 zamanda her iki ekstraktin 24 ve 48 saat
sonunda hiicre biiylime inhibisyon degerleri konsantrasyona bagli olarak artis
gostermistir (Tablo 4.22). 24 ve 48 saat sonunda en yiiksek biiylime inhibisyonu
sirastyla %94,43 ve %96,50’lik bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir.

4.4.3.3. Kabaasi olgun kayisi ekstraktlarinin MTT testi sonuglari

Kabaas1 olgun kayisi meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.44 ve Sekil 4.45’de verilmistir.

Kabaasi Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT
100 -
80 -
=
> 60 - =05
= 40 =10
X
m25
20 - m75
0 -
Zaman (s)

Sekil 4.44. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi
olgun kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-
7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Kabaasi Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakty/ MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT
100 -
80 -
=
S 60 - =05
2
z -
= 40 =10
N
m25
20 - m75
0 -
Zaman (s)

Sekil 4.45. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi
olgun kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.23. Kabaas1 olgun kayist meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri
Uygulama gruplar1 (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
3,31 11,60 21,35 56,55 97,52
— £  24saat
S = +0,02 +0,07 +0,20 +0,09 +0,01
© B
T 7 5,36 28,48 46,96 90,57 99,04
= & | 48saat
+0,03 +1,45 +0,04 +0,06 +0,01
3,51 4,02 6,43 12,47 80,00
= 24 saat
S = +0,04 +0,03 +0,10 +0,06 +0,09
= St
2z 1032 1476 2366 2867 92,69
= 48 saat

+0,45 +0,21 +0,56 +0,05 +0,06

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.23’de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Kabaagi olgun kayisi metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat sonundaki
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tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana bagh
olarak artig gOstermistir. Ayn1 zamanda her iki ekstraktin 24 ve 48 saat sonunda
hiicre biiylime inhibisyon degerleri konsantrasyona bagli olarak artis gostermistir
(Tablo 4.23). 24 ve 48 saat sonunda en yiiksek biiylime inhibisyonu sirastyla %97,52
ve %99,04’lik bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol

ekstraktina aittir.

4.4.3.4. Soganci olgun kayisi ekstraktlarimn MTT testi sonuglar:

Soganct olgun kayis1 meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de verilmistir.

Soganci Olgun Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48 s
MTT
100 -
80 -
=
> 60 - =05
S 40 =10
X
m 25
20 - m75
0 -
Zaman (s)

Sekil 4.46. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganct
olgun kayis1 metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-
7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Soganci Olgun Kayis1 Aseton Ekstrakt/ MCF-7/ 24 ve 48 s

MTT
100 +
80
g
> 60 m05
2 5
=
= 40 =10
BN
m25
20 m75

Zaman (s)

Sekil 4.47. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci
olgun kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Tablo 4.24. Soganci olgun kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplar: (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
3,70 7,36 18,12 29,41 97,74
— =  24saat
S X +0,13 +0,05 +0,05 +0,04 +0,01
© B
@ E 8,70 10,79 29,32 33,87 99,05
= & | 48saat
+0,18 +0,09 +0,18 +0,11 +0,01
18,78 22,08 26,45 35,29 81,47
= 24 saat
S X +0,03 +0,04 +0,02 +0,05 +0,01
+ b}
§ g 22,85 30,81 33,82 36,18 88,42
= 48 saat

+0,03 +0,06 +0,06 +0,03 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.24’de karsilagtirmali olarak

verilmistir. Soganci olgun kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat sonundaki
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tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana bagh
olarak artig gOstermistir. Ayn1 zamanda her iki ekstraktin 24 ve 48 saat sonunda
hiicre biiylime inhibisyon degerleri konsantrasyona bagli olarak da artis gostermistir
(Tablo 4.24). 24 ve 48 saat sonunda en yiiksek biiyiime inhibisyonu sirasiyla %97,74
ve %99,05’lik bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol

ekstraktina aittir.
4.4.4. Olgun kayis1 cesitlerine ait ekstraktlarin MCF-7 hiicrelerindeki ICs
degerleri

Olgun kayisi ¢esitlerinin ICsy degerlerine bakildiginda Hacihaliloglu olgun
kayist aseton ekstrakti 24 saat sonunda 29,08 ve 48 saat sonunda 16,92 mg/mL
degeriyle en iyi ICso degerine sahip olmustur (Tablo 4.25).

Tablo 4.25. Olgun kayisi ¢esitlerinin MCF-7 hiicrelerine ait ICso degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti

(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
MCF-7 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu olgun 33,26 20,28 29,08 16,92
kayisi
Hasanbey olgun kayisi 38,20 33,23 59,67 40,72
Kabaas1 olgun kayisi 32,71 19,37 50,12 37,71
Soganci olgun kayisi 37,96 34,53 38,74 32,06

4.45. Kuru kays1 cesitlerine ait ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin MTT testi sonuglar:
4.4.5.1. Hacihaliloglu kuru kayisi ekstraktlarmmin MTT testi sonuclari

Hacihaliloglu kuru kayist meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol
ve aseton ekstraktlari ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.48 ve Sekil 4.49°da verilmistir.
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Hacihaliloglu Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve

48 saat/ MTT
100 -
80 -
g
Z 60 - =05
s "5
=
= 40 - =10
=
m25
20 - m75
0 |

Zaman (s)

Sekil 4.48. 0)5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu kuru kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik

Hacihaliloglu Kuru Kayisi Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve
48 saat/ MTT

=
% =05
= =10
X
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.49. 0)5; 5; 10; 25 wve 75 mg/mL Kkonsantrasyona sahip
Hacihaliloglu kuru kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat
sonunda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda meydana
getirdigi % inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.26. Hacihaliloglu kuru kayis1 meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
4,04 19,33 32,83 52,57 96,64
—_ = 24 saat
2 = +0,02 +0,07 +0,04 +0,04 +0,01
© S
o E 18,75 23,49 34,04 60,54 97,68
= 3§ | 48saat
+0,03 +0,04 +0,02 +0,04 +0,01
21,53 40,76 96,81 94,69 87,04
= 24 saat
S = +0,03 +0,03 +0,01 +0,01 +0,02
+ ]
2 E 26,37 54,63 97,75 96,96 93,77
= 48 saat

+0,02 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.26’da karsilastirmali olarak
verilmistir. Hacihaliloglu kuru kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saat
sonundaki tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda
zamana bagli olarak artis gostermistir (Tablo 4.26). Tablo 4.26’daki uygulama
gruplarina ait % inhibisyon degerlerine baktigimizda aseton ekstrakti metanol
ekstraktina gore tlim konsantrasyonlarda daha yiiksek sitotoksik aktivite gostermistir.
Hacihaliloglu kuru kayisi ekstraktlar: arasinda en yiiksek biiyiime inhibisyonu 24 ve
48 saat sonunda sirasiyla %96,81 ve %97,75°lik bir inhibisyonla 10 mg/mL

konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir.

4.4.5.2. Hasanbey kuru kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuclar

Hasanbey kuru kayisi meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.50 ve Sekil 4.51°de verilmistir.
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Hasanbey Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48

saat/ MTT
100 -
80 -
=
2 60 - =05
=240 - =10
X
m25
20 - m75
0 4
Zaman (s)
Sekil 4.50. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey

kuru kayist metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

100 -

Hasanbey Kuru Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48

saat/ MTT

=

s m05

= =10

X
m25
m75

Zaman (s)
Sekil 4.51. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Hasanbey

kuru kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.27. Hasanbey kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
4,19 9,74 16,13 66,93 97,03
—_ = 24 saat
2 = +0,11 +1,01 +0,06 +0,04 +0,01
© j
@ E 11,54 16,50 47,24 74,08 97,35
= 3§ | 48saat
+0,05 +0,05 +0,12 +0,04 +0,01
20,08 56,24 95,58 90,65 71,42
= 24 saat
S = +0,05 +0,02 +0,01 +0,02 +0,01
=
2 E 19,31 60,51 97,27 94,12 86,84
= 48 saat

+0,06 +0,05 +0,01 +0,01 +0,03

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.27°de karsilastirmali olarak
verilmistir. Hem 24 hem de 48. saatte aseton ekstraktina ait 5 mg/mL ve iizeri tim
konsantrasyonlar hiicrelerin yarisindan fazlasini dldiirerek oldukca yiiksek sitotoksik
aktivite gostermistir. Tablo 4.27°deki uygulama gruplarina ait % inhibisyon
degerlerine baktigimizda aseton ekstrakti metanol ekstraktina gore tiim
konsantrasyonlarda daha yiiksek sitotoksik aktivite gostermistir. Hasanbey kuru
kayis1 ekstraktlar1 arasinda en yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda
sirastyla %97,03 ve %97,35’lik bir inhibisyonla 75 mg/mL konsantrasyona sahip

olan metanol ekstraktina aittir.

4.4.5.3. Kabaasi kuru kayisi ekstraktlarnmn MTT testi sonuclar

Kabaag1 kuru kayisi meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlar1 ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.52 ve Sekil 4.53’de verilmistir.
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Kabaas1 Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48
saat/ MTT

% Inhibisyon

=05
m5

=10
m25
m75

Zaman (s)

Sekil 4.52.

0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaas1 kuru
kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda  meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Kabaas1 Kuru Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48
saat/ MTT
100 ~
80
=
= 60 =05
S 40 =10
X
m25
20 m75
0
Zaman (s)
Sekil 4.53. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaas1 kuru

kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik
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Tablo 4.28. Kabaas1 kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarma ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
13,92 26,84 39,77 94,83 96,07
—_ = 24 saat
2 = +0,04 +0,06 +0,05 +0,03 +0,01
© S
e E 34,09 43,43 51,46 97,74 97,21
= 5 | 48saat
+0,16 +0,07 +0,11 +0,01 +0,01
35,14 43,13 97,80 93,29 71,92
= 24 saat
S = +0,03 +0,04 +0,01 +0,01 +0,06
+ ]
2 E 44,15 57,60 97,81 94,76 78,01
= 48 saat

+0,16 +0,02 +0,01 +0,01 +0,11

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.28’de karsilastirmali olarak
verilmistir. Metanol ekstraktina ait 24 saatlik uygulama gruplarinin tiimiinde
konsantrasyona bagli olarak % inhibisyon degerlerinde artis goriilmiistiir. Aseton
ekstraktina ait 48 saatlik uygulama gruplarinin tiimiinde oldukga yiiksek sitotoksik
aktivite gortilmistiir. Kabaags1 kuru kayis1 metanol ve aseton ekstraktlarinin 24 saatlik
tiim uygulama gruplarina ait % inhibisyon degerleri 48 saat sonunda zamana baglh
olarak artis gostermistir (Tablo 4.28). Kabaasi kuru kayisi1 ekstraktlar1 arasinda en
yiiksek biiylime inhibisyonu 24 ve 48 saat sonunda sirastyla %97,80 ve %97,81’lik

bir inhibisyonla 10 mg/mL konsantrasyona sahip olan aseton ekstraktina aittir.

4.4.5.4. Soganci kuru kayisi ekstraktlarimin MTT testi sonuclar:

Soganci1 kuru kayist meyvesine ait farkli konsantrasyonlardaki metanol ve
aseton ekstraktlart ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin

proliferasyonlarina ait % inhibisyon grafikleri Sekil 4.54 ve Sekil 4.55’de verilmistir.
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Soganci Kuru Kayis1 Metanol Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48

saat/ MTT
100
80
=
2. 60 =05
240 =10
N
m25
20 m75
0
Zaman (s)

Sekil 4.54. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci kuru
kayisi metanol ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

Soganci Kuru Kayis1 Aseton Ekstrakti/ MCF-7/ 24 ve 48
saat/ MTT
100 -
=
s =05
= =10
$
m25
m75
Zaman (s)
Sekil 4.55. 0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci kuru

kayis1 aseton ekstraktinin 24 ve 48 saat sonunda MCF-7
hiicrelerinin ~ proliferasyonunda meydana  getirdigi %
inhibisyon degerlerine ait grafik

95



Tablo 4.29. Soganct kuru kayisi meyvesinin uygulama gruplarina ait %
inhibisyon =+ standart sapma degerleri

Uygulama gruplari (mg/mL) ve

% inhibisyon + standart sapma degerleri

0,5 5 10 25 75
18,82 19,37 33,68 91,72 99,80
— = 24 saat
2 = +0,04 +0,05 +0,04 +0,05 +0,01
] =
e E 26,32 34,00 50,99 98,00 97,55
= 3§ | 48saat
+0,15 +0,04 +0,11 +0,01 +0,01
13,57 67,62 96,98 95,11 83,51
= 24 saat
S = +0,03 +0,03 +0,01 +0,01 +0,04
= -
§ E 15,31 90,68 97,38 96,36 87,14
= 48 saat

+0,04 +0,03 +0,01 +0,01 +0,08

Ekstraktlarin 24 ve 48 saat siire boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda elde edilen inhibisyon degerleri Tablo 4.29°da karsilastirmali olarak
verilmistir. Metanol ekstraktina ait 24 saatlik uygulama gruplarinin tiimiinde
konsantrasyona bagli olarak % inhibisyon degerlerinde artis goriilmiistiir. 5 mg/mL
konsantrasyona sahip aseton ekstrakti 24. ve 48. saatlerde hiicrelerin yarisindan
fazlasini dldiirerek oldukga yiiksek bir sitotoksik aktivite gostermistir. Soganci kuru
kayist ekstraktlart arasinda MCF-7 hiicrelerinde 24 saat sonunda %99,80 degeri ile
en yiiksek hiicre bliylime inhibisyonu 75 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol
ekstraktina aittir. 48 saat sonundaki en yiiksek biiylime inhibisyonu ise %98’lik bir

inhibisyonla 25 mg/mL konsantrasyona sahip olan metanol ekstraktina aittir.

4.4.6. Kuru kayis1 cesitlerine ait ekstraktlarn MCF-7 hiicrelerindeki ICs

degerleri

Tablo 4.30’a gore kuru kayis1 aseton ekstraktinin 24. ve 48. saatlerdeki ICsg
degerleri metanol ekstraktina gore daha diisiik oldugundan aseton ekstraktinin daha
yiiksek antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Kabaas1 kuru kayisi
aseton ekstrakt1 24. saatte 3,9 ve 48. saatte 2,3 mg/mL degeriyle en iyi ICsp degerine
sahiptir (Tablo 4.30).
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Tablo 4.30. Kuru kayis1 ¢esitlerinin MCF-7 hiicrelerindeki 1Csq degerleri

Metanol ekstrakti Aseton ekstrakti

(1Cs0 mg/mL) (1Cs0 mg/mL)
MCF-7 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Hacihaliloglu kuru kayisi 30,9 26,1 4,8 3,9
Hasanbey kuru kayisi 31,97 23,7 42 41
Kabaasi kuru kayisi 11,97 7,6 3,9 2,3
Soganci kuru kayisi 20,7 94 4,1 3,1

4.5. MCF-7 Hiicrelerine ait Wound Healing Testi Sonuclar:

Ham, olgun ve kuru kayis1 meyveleri arasindan 1Csg degerlerine gore segilen
belirli konsantrasyona sahip ekstraktlar ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin,
baslangigta acilan yariklarinin durumu (kapanip, kapanmadigi) 0., 12. ve 24.
saatlerde mikroskopla incelenip goriintiileri alind1 ve LCmicro programi kullanilarak

analizleri yapildu.

MCF-7 hiicreleri ham kayist ¢esitlerinden Hacihaliloglu ham kayis1 aseton
ekstrakti (HHHAE), olgun kayisi gesitlerinden Hacihaliloglu olgun kayisi aseton
ekstrakti (HHOAE) ve kuru kayisi cesitlerinden Kabaasi kuru kayisi aseton
ekstraktinin (KKAE) sirasiyla 4,26; 29,08 ve 3,9 mg/mL konsantrasyona sahip
cozeltileri ile muamele edilmis ve 0., 12. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina ait

grafik Sekil 4.56’da verilmistir.
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80

MCF-7 Hiicreleri/ Wound Healing Testi

N

Kontrol

O HHHAE (4,26
mg/mL)

BHHOAE (29,08
mg/mL)

B KKAE (3,9
mg/mL)

Yarik Aralhig (um)
SN
o

i
i am

0 12
Zaman (S)

Sekil 4.56. Kontrol grubu ve HHHAE, HHOAE ve KKAE uygulanan
MCEF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki yarik araliklarina
ait grafik
4.5.1. Ham kayisi ¢esidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki Wound Healing

testi sonuclari

Hacihaliloglu ham kayist meyvesinin aseton ekstraktinin 4,26 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde

alinan goriintileri Sekil 4.57°de verilmistir.

MCEF-7 hiicreleri 4,26 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu ham kay1s1
aseton ekstraktt ile muamele edilip 0., 12. ve 24. saatlerde Wound Healing
gorlntiileri alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 65,52 um iken 24. saatte
yarik araligi hiicrelerin ¢ogalmasi ile kapanarak 12,91 um olarak o6l¢iildi. Ham
kayisi ile muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangigta 47,22 um iken 24.
saat sonunda hem hiicre Oliimleri nedeniyle hem de hiicrelerin ¢ogalma hizi
diistiigiinden yarik araligi acilarak 52,93 um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik
araliginin  24. saatte %480,30 kapandig, 4,26 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerin yarik

araliginin ise %12,09 agildig1 tespit edildi.
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Kontrol _ HHHAE (4,26 gm

0. saat

12. saat

24, saat

Sekil 4.57. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstrakti ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki
Wound Healing testi goriintiileri
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45.2. Olgun Kkayisi1 cesidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki Wound

Healing testi sonuclar

Hacihaliloglu olgun kayisi meyvesinin aseton ekstraktinin 29,08 mg/mL
konsantrasyonu ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde

alian gorintiileri Sekil 4.58’de verilmistir.

MCF-7 hiicreleri 29,08 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun
kayist aseton ekstrakti ile muamele edilip 0., 12. ve 24. saatlerde Wound Healing
goriintiileri alindi. Olgun kayisi ile muamele edilen hiicrelerde yarik aralig
baslangigta 44,58 um iken 24. saat sonunda hem hiicre 6liimleri nedeniyle hem de
hiicrelerin ¢ogalma hiz1 diistiiglinden yarik araligi 44,62 um’ye yiikseldi. Kontrol
grubunun yarik araliginin 24. saatte %80,30 kapandigi, 29,08 mg/mL konsantrasyona
sahip Hacthaliloglu olgun kayis1 aseton ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerin yarik

araliginin ise %0,09 agildig1 tespit edildi.
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Kontrol HHOAE (29,08 mg/mL)

0. saat

12. saat

24, saat

Sekil 4.58. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu olgun kayisi aseton ekstrakti
ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24.
saatlerdeki Wound Healing testi gériintiileri

4.5.3. Kuru kayisi ¢esidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki Wound Healing

testi sonuclari

Kabaast kuru kayis1 meyvesinin aseton ekstraktinin 3,9 mg/mL’si ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerde alinan goriintiileri Sekil

4.59’da verilmistir.
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Kontrol KKAE (3,9 mg/mL)

12. saat

24. saat

Sekil 4.59. Kontrol grubu ve Kabaasi kuru kayisi aseton ekstrakti ile
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin 0., 12. ve 24. saatlerdeki
Wound Healing testi goriintiileri

MCF-7 hiicreleri 3,9 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi aseton
ekstrakti ile muamele edilip 0., 12. ve 24. saatlerde Wound Healing goriintiileri
alindi. Kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 65,52 um iken 24. saatte yarik aralig
hiicrelerin ¢ogalmast ile kapanarak 12,91 pum olarak o6lciildi. Kuru kayisi ile
muamele edilen hiicrelerde ise yarik araligi baslangicta 46,36 pm iken 24. saat
sonunda hem hiicre 6liimleri nedeniyle hem de hiicrelerin ¢ogalma hiz1 diistiiglinden
yarik araligi 47,80 um’ye yiikseldi. Kontrol grubunun yarik araliginin 24. saatte
%80,30 kapandigi, 3,9 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi aseton
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ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerin yarik araliginin ise %3,11 acildig1 tespit
edildi.

4.6. MCF-7 Hiicrelerine ait AO/EB Boyama Testi Sonuglari

Ham, olgun ve kuru kayis1 meyveleri arasindan ICsy degerlerine gore secgilen
belirli konsantrasyona sahip ekstraktlar ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicrelerinin, akridin oranj ve etidyum bromiir boya karisimi ile boyanmasi sonucu

floresan mikroskopla morfolojik olarak incelenip goriintiileri alindi.

4.6.1. Ham kayisi cesidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki AO/EB boyama

testi sonuclar

Hacihaliloglu ham kayis1 meyvesinin aseton ekstraktinin 4,26 mg/mL
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin akridin
oranj ve etidyum bromiir boya karisgimi ile boyanmasi sonucu alinan floresan

goriintiileri ile erken apoptotik ve gec apoptotik hiicreler Sekil 4.60°da gosterilmistir.

Kontrol

HHHAE (4,26 mg/mL)

Sekil 4.60. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstrakti ile
24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin floresan
boyama goriintiileri
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4.6.2. Olgun kayis1 ¢esidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki AO/EB

boyama testi sonuglari

Hacihaliloglu olgun kayisi meyvesinin aseton ekstraktinin 29,08 mg/mL
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin akridin
oranj ve etidyum bromiir boya karigimi ile boyanmasi sonucu alinan floresan

goriintiileri ile erken apoptotik ve gec apoptotik hiicreler Sekil 4.61°de gosterilmistir.

Kontrol

HHOAE (29,08 mg/mL)

Sekil 4.61. Kontrol grubu ve Hacihaliloglu olgun kayisi aseton ekstrakti
ile 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
floresan boyama goriintiileri

4.6.3. Kuru kayisi ¢esidine ait ekstraktin MCF-7 hiicrelerindeki AO/EB boyama

testi sonuclari

Kabaas1 kuru kayis1i meyvesinin aseton ekstraktinin 3,9 mg/mL
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin akridin
oranj ve etidyum bromiir boya karisimi ile boyanmasi sonucu alman floresan

goriintiileri ile erken apoptotik ve gec apoptotik hiicreler Sekil 4.62°de gosterilmistir.
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Kontrol

KKAE (3,9 mg/mL)
B

Sekil 4.62. Kontrol grubu ve Kabaasi kuru kayis1 aseton ekstrakti ile 24
saat boyunca muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin floresan
boyama goriintiileri

4.7. Kayis1 Ekstraktlarindaki Fruktoz, Glukoz ve Sukroz Miktarlari

Kayis1 ekstraktlarinda HPLC ile belirlenen fruktoz, glukoz ve sukroz
diizeyleri Tablo 4.31°de verilmistir. Kayis1 ekstraktlarindaki total seker miktar1 ham
kayist orneklerinde 32,9-54,3, olgun kayist 6rneklerinde 72,7-84,9 ve giin kurusu
orneklerinde ise 63,6-76,3 g/100 g kuru madde araliginda 6l¢iilmiistiir. Ham kayist
ekstraktlar1 olgun ve kuru kayis1 ekstraktlarina gére daha diisiik seker miktarina
sahiptir.

Ham kayis1 ¢esitlerine ait ekstraktlar arasinda en diisiik total seker miktari
32,9 g/100 g kuru madde degeri ile Soganct ham kayis1 metanol ekstraktinda, en
yiiksek seker miktart ise 54,3 g/100 g kuru madde degeri ile Hasanbey ham kayis1
metanol ekstraktinda bulunmustur.

Olgun kayist cesitlerine ait ekstraktlar arasinda en diislik total seker miktar
72,7 g/100 g kuru madde degeri ile Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstraktinda,
en yiiksek seker miktar1 ise 84,9 g/100 g kuru madde degeri ile Hasanbey olgun
kayis1 metanol ekstraktinda bulunmustur.

Kuru kayist ¢esitlerine ait ekstraktlar arasinda en diisiik total seker miktari
63,6 9/100 g kuru madde degeri ile Soganci kuru kayisi aseton ekstraktinda, en
yiiksek seker miktar1 ise 76,3 g/100 g kuru madde degeri ile Hacihaliloglu kuru

kayis1 metanol ekstraktinda bulunmustur.
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Tablo 4.31. Ekstraktlarda bulunan fruktoz, glukoz ve sukroz diizeyleri (g/100
g kuru madde )

Fruktoz Glukoz Sukroz Total
seker
AomlellTam po i Fetule. G4 31,1 TE 375
ham kayis1
Aseton Ekstrakti 7,2 35,6 TE 42,8
Hasanbey Metanol Ekstrakti 7,8 431 3.4 543
ham kayis1
Aseton Ekstrakti 8,3 43,6 1,6 53,5
SREEGI T po o Fetel. B4 25,5 3.1 34
kayisi
Aseton Ekstrakti 6,7 31,6 2,6 40,9
Sofamcrham . ol Bkstraktn 4,8 24.9 3,2 329
kayisi
Aseton Ekstrakti 1,7 29,4 TE 37,1
AR el il 126 44 18,1 72.7
olgun kayisi
Aseton Ekstrakti 12,2 452 18,7 76,1
Hasanbey Metanol Ekstrakti 11,6 33,7 39,6 84.9
olgun kayisi
Aseton Ekstrakti 10,6 325 38,8 81,9
SOEEIOEND o el 124 GRS 24.6 76,3
kayisi
Aseton Ekstrakti 11,4 34,6 29,9 75,9
Sogancrolgun /.. o Ekstrakti 15,1 40,8 249 80.8
kayisi
Aseton Ekstrakti 15,4 38,5 25,3 79,2
Hacihaliloglu /0 prcraken 117 417 22.9 76,3
kuru kayisi
Aseton Ekstrakti 14,7 414 13,3 69,4
Hasanbey Metanol Ekstrakti 13,2 375 23.6 74,3
kuru kayisi
Aseton Ekstrakti 16,4 31,7 238 719
BEEEEA il il 12,2 39.9 216 73.7
kayisi
Aseton Ekstrakti 15,6 33,8 16,3 65,7
Sogancrkuru o po ol Ekstraktr 21,1 40,5 9,6 71,2
kayisi
Aseton Ekstrakti 20,6 26,4 16,6 63,6

4.8. Kayis1 Ekstraktlarinda Bulunan Biyoaktif Bilesiklerin Icerigi

4.8.1. Kayis1 ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerikleri

Calisma kapsaminda Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci kayisi

meyvelerinin ham, olgun ve kuru hallerinin farkli solventler kullanilarak yapilan
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ekstraksiyonlar1 sonucunda elde edilen ekstraktlarda gergeklestirilen toplam fenolik
madde icerikleri Sekil 4.63 ve Tablo 4.32’de verilmistir.

@@ Hacihalilodlu @@ Hasanbey @ Kabaasi @ Sodanci @ Metanol (Koyu Renk)

B Aseton (AgIk Renk)
4000+

30004
2000+

10004

HAM OLGUN KURU

mg GA esd fenolik madde/100 g kuru ekstrakt

Sekil 4.63. Kayisi cesitlerinden elde edilen farkli solvent ekstraktlarina ait
toplam fenolik madde igerigi (mg GA esdegeri fenolik
madde/100 g kuru ekstrakt)

Tablo 4.32. Kayisi gesitlerinden elde edilen farkli solvent ekstraktlarinin sahip
oldugu toplam fenolik madde igerigi (mg GA esdegeri fenolik
madde/100 g kuru ekstrakt)

Ham Olgun Kuru

Metanol Aseton Metanol Aseton Metanol Aseton
Hacihaliloglu 921,18 133294 562,35 582,94 980,00 1988,82
Hasanbey 730,00 897,65 544,71 512,35 1085,88 2421,18
Kabaasi 1000,59 1094,71 659,41 524,12 1009,41 2971,18

Soganci 1327,06 1000,59 662,35 600,59 977,06 211529

Kayis1 ekstraktlar1 arasinda en yliksek fenolik madde igerigi 2971,18 mg GA
esdegeri fenolik madde/100 g kuru ekstrakt degeri ile Kabaas1 kuru kayisi aseton
ekstraktina aittir. En diisiik fenolik madde igerigi ise 512,35 mg GA esdegeri fenolik
madde/100 g kuru ekstrakt degeri ile Hasanbey olgun kayis1 aseton ekstraktina aittir
(Tablo 4.32).
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4.8.2. Kayisi ekstraktlarimin toplam flavanoid icerikleri

Calisma kapsaminda Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaast ve Soganci kayisi

meyvelerinin ham, olgun ve kuru hallerinin farkli solventler kullanilarak yapilan

ekstraksiyonlari

sonucunda elde edilen ekstraktlarda gergeklestirilen toplam

flavanoid igerikleri Sekil 4.64 ve Tablo 4.33’de verilmistir.

w

L

Le4]

Z Bl Hacihaliloglu B Hasanbey W Kabaasi W Sodanci Bl Metanol (Koyu Renk)
2 @@ Aseton (Acik Renk)
D 40001

(==
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E 30004
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E

- 20004
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c

=]

E 10004
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c | | |

ﬁ HAM OLGUN KURU
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=1

o

f=]

E

Sekil 4.64. Kayisi cesitlerinden elde edilen farkli solvent ekstraktlarina ait
toplam flavanoid madde igerigi (mg quercetin esdegeri
flavanoid madde/100 g kuru ekstrakt)

Tablo 4.33. Kayisi ¢esitlerinden elde edilen farkli solvent ekstraktlarinin sahip
oldugu toplam flavanoid madde igerigi (mg quercetin esdegeri
flavanoid madde/100 g kuru ekstrakt)

Ham Olgun Kuru
Metanol Aseton Metanol Aseton Metanol Aseton
Hacihaliloglu 602,50 935,83 235,83 252,50 473,33 1448,33
Hasanbey 548,33 519,17 135,83 173,33 348,33 1715,00
Kabaas1 731,67 598,33 310,83 269,17 660,83 3152,50
Soganci 1231,67 790,00 302,50 377,50 565,00 1556,67

Kayis1 ekstraktlar1 arasinda en yiiksek flavanoid madde igerigi 3152,50 mg

GA esdegeri fenolik madde/100 g kuru ekstrakt degeri ile Kabaasi kuru kayis1 aseton
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ekstraktina aittir. En diisiik fenolik madde icerigi ise 135,83 mg GA esdegeri fenolik
madde/100 g kuru ekstrakt degeri ile Hasanbey olgun kayist metanol ekstraktina
aittir (Tablo 4.33). Tim bu sonuglardan da anlasildig1 tizere ekstraktlarin toplam

fenolik madde ve flavanoid igerikleri arasinda bir paralellik bulunmustur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kanser, ¢cagimizin siiphesiz en korkutucu ve 6liimciil hastaligidir. Kanser, bu
hastaligin baglamasinda veya ilerlemesinde dogrudan ve/veya dolayli olarak rol
oynayan cevresel, kimyasal, fiziksel, metabolik ve genetik faktorleri biinyesinde
toplayan ¢ok asamali bir siiregtir (Gomaa, 2013). Son gelismeler ile birlikte kanserin
ilerlemesi sirasinda yasanan biyolojik siireclerin daha iyi anlasilmis olmasina
ragmen, bu hastaligin kontrolii i¢in yeni ve etkin maddelere olan ihtiya¢ hala devam

etmektedir.

Oksidatif hasar, karsinogenez ve kanserin ilerlemesine katkida bulunan temel
faktor olarak kabul edilmektedir. Giglii ve tutarli epidemiyolojik kanitlar
antioksidanlarca zengin meyvelerin yiiksek oranda tiiketildigi bir beslenme seklinin
onemli Ol¢iide ¢ogu kanser riskini azalttigini belirtmekte olup bazi besinsel
antioksidanlarin kanser insidansi ve mortalitenin Onlenmesi i¢in etkili ajanlar

olabilecegi onerilmistir (Rios vd. 2009).

Malatya kayisisinin Caco-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda antiproliferatif
etkisinin arastirilmasi ilk defa bu tez kapsaminda calisilmistir. Yine ilk defa bu tez
kapsaminda kayis1 meyvesinin olgunlasmamis yani ham ve kuru hali de ¢aligmaya
dahil edilmistir. Literatiirde Malatya kayisisi ile ilgili kisitli sayida ¢alisma mevcut
olmakla beraber antikanser Ozelliginin arastirildigi bir calisma heniiz mevcut
degildir. Bu meyve ile yapilan c¢alismalar daha ¢ok kayisinin antioksidan 6zelligini

belirlemeye yonelik olmustur.

Literatiirde kayisinin antikanser 6zelliginin arastirildigi calismalar daha c¢ok
Japonlar tarafindan yapilmistir. Japon kayis1 ekstrakti ile yapilan bir ¢alismada,
0zofagus skuamoéz karsinoma hiicrelerindeki, triterpen (ursolik asit, betiilinik asit,
oleanolik asit ve triterpen igeren Japon kayisi ekstrakti) ve antikanser ilag (5-
florourasil, irinotekan ve cisplatin) kombinasyonlarinin antineoplastik etkisi WST-8
testi ile in vitro ve hayvan modeli ile in vivo olarak arastirilmistir. Triterpenler ve
Japon kayis1 ekstraktinin kombinasyonel olarak 5-florourasil ile kullanildiginda
0zofagus yasst karsinoma hiicrelerinde (YES-2 hiicreleri), sirasiyla, ilave ve
sinerjistik sitotoksik etki yaptigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada triterpenlerin 6zellikle
Japon kayisi ekstraktinin 6zofagus kanseri ilizerinde 5-florourasilin kemoterapotik

etkisini artirmak igin etkili bir takviye oldugu onerilmistir (Yamai vd. 2009). Okada
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ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada, Japon kayisisindan izole edilen
antineoplastik bir ekstrakt olan MK615’in insan pankreas kanser hiicrelerine karsi in
vitro olarak, antineoplastik etkisi arastirilmistir. 150, 300 ve 600 upg/mL
konsantrasyonlara sahip MK615’in PANC-1 hiicreleri iizerindeki biiyliime inhibisyon
oranlar1 sirastyla %2,3+0,9; %8,9+3,2 ve %67,1+£8,1; PK-1 hiicrelerinde %1,3+0,3;
%38,7t4,1 ve %45,7+7,6 ve PK45H hiicrelerinde ise %1,2+0,8; %9,1+£2,1 ve
%52,145,5 olarak bulunmustur ve bu bilesigin pankreas kanserine ait olan {i¢ hiicre
hattinin biiyliimesini inhibe ettigi bu ¢calismada gdsterilmistir (Okada vd. 2008). Japon
kayisist ile yapilan baska bir calismada, kayisidaki antikanser o6zellige sahip
maddelerin varligi arastirilmistir. Kayisinin antikanser etkisi, Kato-111 mide kanseri
ve HL-60 promiyetositik losemi kanser hiicresinde arastirllmistir. Dimetil
siilfoksitteki kayis1 ekstrakti kanser hiicre Kkiiltiirlerine 20-200 pg/mL test
konsantrasyonlart araliginda eklenmigtir. Kanser hiicreleri, kayis1 ekstrakti
eklenmeden biiyiitiilmiis ve koloniler olusturmustur. Kayis1 ekstraktlar1 eklendiginde
ise kanser hiicreleri doz-bagimli bir sekilde yok olmuslardir ve 100 pg/mL
konsantrasyonun altindaki konsantrasyonlarda hicbir kanser hiicresi yasamamuistir.
Bu calisma, halihazirda olusturulmus kanser hiicre kolonileri iizerinde o6ldiriicti
etkisi ve kanser hiicrelerinin biiyiimesi iizerindeki baskilayict etkisi ile kayisidaki
antikanser ajanlarin varligini tartismasiz bir bigimde gosteren ilk ¢alisma olmustur
(Adachi vd. 2007). Yine Japonlar tarafindan yapilan bir ¢alismada, Japon kayisisi
organik c¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraktlardan kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eden bir bilesik saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Bu g¢alismada kanser hiicre hatlar1 olarak, SW-156 (bdbrek), Hep-2
(girtlak), SK-OV-3 (yumurtalik) ve HEC-1-B (rahim) kullanilmistir. Hiicre biiylime
inhibisyonu MTT testi ile belirlenmistir ve saflastirilan bilesik, biitiin hiicrelerde 100
ng/mL konsantrasyon diizeyinde %81-96 araliginda inhibisyon gdstermistir (Jeong
vd. 2006).

Kayisinin antikanser 6zelligi ile ilgili yapilan ¢aligmalara baktigimizda ham,
olgun ve kuru kayis1 meyvelerinin Diinya’da ve 6zellikle de iilkemizdeki kadinlarin
en sik yakalandigt ve en basta gelen O6liim nedenlerinden biri olan meme
kanserindeki antikanser etkisi daha Once calisilmamistir. Yine iist siralarda 6liim
oranina sahip kolon kanserinde de antikanser etkisi hakkinda bir ¢aligma

yapilmamigtir.
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Bu calismada toplam 4 adet kayisi ¢esidinin (Hacihaliloglu, Hasanbey,
Kabaasi ve Soganci) ham, olgun ve kuru meyvelerinin metanol ve aseton
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlar1 (0,5; 5; 10; 25 ve 75 mg/mL) ile hem insan
kolon kanseri hiicre hatt1 olan Caco-2, hem de insan meme kanseri hiicre hatt1 olan
MCF-7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile arastirilmistir.
Ayrica, sitotoksik aktivite deneyleri sonuglarina gére %50 inhibisyon saglayan (ICsp)
ham, olgun ve kuru ekstrakt konsantrasyonu Wound Healing ve akridin

oranj/etidyum bromiir boyama testlerinde kullanilmustir.

Tim sitotoksisite testlerinde genelde 48 saatlik biiylime inhibisyonu 24
saatlik biiyiime inhibisyonundan daha etkili olmustur. Ayrica sonug¢lar ham, olgun ve
kuru kayis1 meyvelerine ait metanol ve aseton ekstraktlariin Caco-2 ve MCF-7
hiicrelerinin biiyiimesini hiicre hatlar1 arasindaki farkli duyarhlik ile birlikte yiiksek
bir sekilde inhibe ettigini gostermistir. Hem Caco-2 hem de MCF-7 hiicre hatt1 test

edilen tiim ekstraktlar i¢in olduk¢a duyarli olmustur.

Caco-2 hiicrelerinde MTT testine bagli olarak, ham kayis1 ekstraktlar1 10
mg/mL konsantrasyonda %88,16-97,08 araliginda inhibisyon gostermistir. Olgun
kayist ekstraktlart ayni hiicre hattinda ve aynmi konsantrasyonda %10,84-40,25
araliginda inhibisyona sebep olmustur. Kuru kayisi ekstraktlari ise, %21,30-98,21

araliginda inhibisyona yol agmuistir.

Caco-2 hiicrelerinde, %50 biiyiime inhibisyonu gdsteren ekstraktlarin ICsg
degerleri, MTT testi ile belirlenmistir. Caco-2 hiicreleri ig¢in, ham kayist gesitleri
arasinda en 1iyi ICsp degeri 24. ve 48. saatlerde sirasiyla 3,76 ve 2,90 mg/mL
konsantrasyonla Soganci ham kayis1 aseton ekstraktina aittir. Olgun kayisi gesitleri
arasinda en iyi ICsg degerlerinin 24. ve 48. saatlerde sirasiyla 23,44 ve 14,18 mg/mL
konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstraktina ait oldugu
goriilmiistiir. Kuru kayisi gesitlerinin 1Csp degerlerine bakildiginda Kabaasi kuru
kayis1 aseton ekstrakti 24 saat sonunda 3,59 ve 48 saat sonunda 1,95 mg/mL
degeriyle en iyi ICso degerine sahip olmustur. Sonuglar literatiirdeki meyve

ekstraktlarmin ICsy degerleri ile kiyaslanabilir diizeydedir (Wolfe vd. 2003).

Caco-2 hiicrelerinde  ekstraktlarin  hiicre go¢ yetenegine etkisini
gozlemleyebilmek icin, Wound Healing testi yapilmistir. Caco-2 hiicrelerinin

%350’sini 6ldiiren en diisiik konsantrasyona sahip olan ham kayisi ¢esitleri arasindan
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Soganci, olgun kayisi ¢esitleri arasindan Hacihaliloglu ve kuru kayisi gesitleri
arasindan Kabaagi ekstrakti Wound Healing testinde kullanilmistir. Bu test i¢in ICs
degerlerine gore se¢ilen ham, olgun ve kuru kayisi ekstraktinin sirasiyla 3,76; 23,44
ve 3,59 mg/mL konsantrasyona sahip ¢ozeltileri hiicrelere uygulanmistir. Ekstrakt
uygulanmayan kontrol grubunun yarik araligi 0. saatte 81,05 um, 12. saatte 41,42 um
ve 24. saatte 21,54 pm olarak Olclilmistiir. 3,76 mg/mL konsantrasyona sahip
Soganci ham kayis1 aseton ekstraktinin uygulandigi Caco-2 hiicresinde ise yarik
aralign 0. saatte 60,44 um, 12. saatte 70,51 pum ve 24. saatte 67,84 um olarak
Olciilmiistiir. Kontrol grubumuzun yarik araligi 24 saatte %73,42 kapanirken, ham
kayist ekstraktinin uygulanmasi sonucu %12,24 agilmistir. 23,44 mg/mL
konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayisi metanol ekstraktinin uygulandig
Caco-2 hiicresinde yarik araligi 0. saatte 53 pum, 12. saatte 55,95 um ve 24. saatte
71,79 pum olarak Olgiilmiistiir ve yarik araligt %21,62 acilmistir. 3,59 mg/mL
konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayis1 aseton ekstraktinin uygulandigi Caco-2
hiicresinde yarik araligi 0. saatte 67,38 um, 12. saatte 76,68 um ve 24. saatte 88,43

um olarak 6l¢iilmiistiir ve yarik araligi %23,8 agilmistir.

Caco-2 hiicre hatt1 ile yapilan Wound Healing testlerinden elde edilen
sonuglara gore, 12. ve 24. saatlerde kontrol gruplarinda hiicre go¢ii devam ederken,
ham, olgun ve kuru kayist ekstraktlarinin uygulanmasi sonucu hiicre goci
yeteneginin belirgin bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Kanser hiicrelerinde
anjiyogenez basamaklarindan biri de hiicrelerin aktivasyonu, proliferasyonu ve
goctidiir. Kayis1 ekstraktlarinin antiproliferatif etkisi MTT testiyle gosterilmistir.
Wound Healing testiyle de ekstraktlarin hiicre gogiinii biiylik bir dl¢lide engelledigi
goriilmektedir. Bu durum ekstraktlarin anjiyogenezi engellemesi ile beraber
anjiyogenezin neden oldugu metastazin da engellenmesi suretiyle antimetastatik

aktiviteye sahip olabilecegini géstermektedir.

Wound Healing testinde kullanilan ham, olgun ve kuru kayisi1 ekstraktlar
akridin oranj boyama testinde de kullanilmistir. Caco-2 hiicreleri ile yapilan floresan
boyama testleri ile kontrol grubundaki tiim hiicrelerin yesil ve canli oldugu
goriilmektedir. 3,76 mg/mL konsantrasyona sahip Soganci ham kayis1 aseton
ekstraktinin uygulandigi Caco-2 hiicreleri ise hiicre 6liimlerinin olmasi nedeniyle
neredeyse yari yariya kirmizi ve yesil renkte goriinmektedir. 23,44 mg/mL

konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayis1 metanol ekstraktinin uygulandigi
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Caco-2 hiicresinde de ham kayist ekstraktinda oldugu gibi hiicreler yar1 yariya
etidyum bromiir ile 6lii hiicreler kirmiziya, canli hiicreler ise akridin oranj ile yesile
boyanmistir. 3,59 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayist aseton
ekstraktinin uygulandig1r Caco-2 hiicresinde de ham ve olgun ekstraktlarda oldugu
gibi hiicrelerin neredeyse yaris1 6ldiigiinden hemen hemen yarist kirmizi ve geri
kalan canli hiicreler yesile boyandigi halde kontrol grubunun hiicreleri ise canli
oldugundan neredeyse tamami yesile boyanmistir. Ayn1 zamanda bu ydntemde
uygulanan konsantrasyon MTT testi ile belirlenen ve hiicrelerin yarisini 6ldiiren
konsantrasyon oldugundan AO/EB boyama testi sonu¢larinin MTT testi ile de tutarh

oldugu goriilmiistiir.

MCF-7 hiicrelerinde MTT testine bagli olarak, ham kayis1 ekstraktlar1 10
mg/mL konsantrasyonda %44,35-99,19 araliginda inhibisyon gostermistir. Olgun
kayist ekstraktlar1 ayni1 hiicre hattinda ve ayni konsantrasyonda %4,87-46,96
araliginda inhibisyona sebep olmustur. Kuru kayisi ekstraktlart ise, %16,13-97,81

araliginda inhibisyona yol agmustir.

MCF-7 hiicrelerinde, %50 biiyiime inhibisyonu gosteren ekstraktlarin 1Csg
degerleri, MTT testi ile belirlenmistir. MCF-7 hiicreleri i¢in, ham kayis1 gesitlerinin
ICso degerlerine bakildiginda Hacihaliloglu ham kayis1 aseton ekstrakti 24 saat
sonunda 4,26 ve Kabaagi ham kayisi aseton ekstrakti 48 saat sonunda 0,50 mg/mL
degeriyle en iyi ICsg degerine sahip olmustur. Olgun kayis1 ¢esitleri arasinda en iyi
ICs0 degerlerinin 24. ve 48. saatlerde sirasiyla 29,08 ve 16,92 mg/mL konsantrasyona
sahip Hacihaliloglu olgun kayisi aseton ekstraktina ait oldugu goriilmiistiir. Kuru
kayisi gesitleri arasinda Kabaags1 kuru kayis1 aseton ekstraktinin 24 saat sonunda 3,9
ve 48 saat sonunda 2,3 mg/mL degeriyle en iyi ICso degerine Sahip oldugu tespit

edilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde  ekstraktlarin  hiicre gd¢ yetenegine etkisini
gozlemleyebilmek icin, Wound Healing testi yapilmistir. MCF-7 hiicrelerinin
%50’sini oldiiren en diisiik konsantrasyona sahip olan ham ve olgun kayis1 ¢esitleri
arasindan Hacihaliloglu ve kuru kayisi ¢esitleri arasindan Kabaasi aseton ekstraktlar
Wound Healing testinde kullanilmistir. Bu test icin ICsg degerlerine gore secilen
ham, olgun ve kuru kayisi ekstraktinin sirasiyla 4,26; 29,08 ve 3,9 mg/mL
konsantrasyona sahip cozeltileri hiicrelere uygulanmistir. Ekstrakt uygulanmayan
kontrol grubunun yarik aralig1 0. saatte 65,52 um, 12. saatte 33,12 um ve 24. saatte
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12,91 pm olarak Olclilmiistiir. 4,26 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu ham
kayist aseton ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicresinde ise yarik aralii 0. saatte
47,22 um, 12. saatte 54,63 um ve 24. saatte 52,93 pum olarak ol¢iilmiistiir. Kontrol
grubumuzun yarik araligi 24 saatte %80,30 kapanirken, ham kayist ekstraktinin
uygulanmasi sonucu %12,09 acilmistir. 29,08 mg/mL konsantrasyona sahip
Hacihaliloglu olgun kayist aseton ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinde yarik
aralign 0. saatte 44,58 um, 12. saatte 51,63 um ve 24. saatte 44,62 um olarak
Olglilmiistiir ve yarik araligi %0,09 agilmistir. 3,9 mg/mL konsantrasyona sahip
Kabaas1 kuru kayisi aseton ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinde yarik
araligi 0. saatte 46,36 um, 12. saatte 48,32 um ve 24. saatte 47,80 um olarak

Olciilmiistiir ve yarik araligt %3,11 agilmustir.

MCF-7 hiicre hatt1 ile yapilan Wound Healing testlerinden elde edilen
sonuclara gore, 12. ve 24. saatlerde kontrol gruplarinda hiicre gocii devam ederken,
ham, olgun ve kuru kayist ekstraktlarinin uygulanmasi sonucu hiicre goci
yeteneginin belirgin bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Kanser hiicrelerinde
anjiyogenez basamaklarindan biri de hiicrelerin aktivasyonu, proliferasyonu ve
goctidiir. Kayis1 ekstraktlarinin antiproliferatif etkisi MTT testiyle gosterilmistir.
Wound Healing testiyle de ekstraktlarin hiicre gociinii biiyiik bir dl¢iide engelledigi
goriilmektedir. Bu durum ekstraktlarin anjiyogenezi engellemesi ile beraber
anjiyogenezin neden oldugu metastazin da engellenmesi suretiyle antimetastatik

aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Wound Healing testinde kullanilan ham, olgun ve kuru kayis1 ekstraktlari
akridin oranj boyama testinde de kullanilmigtir. MCF-7 hiicreleri ile yapilan floresan
boyama testleri ile kontrol grubundaki tiim hiicrelerin yesil ve canli oldugu
goriilmektedir. 4,26 mg/mL konsantrasyona sahip Hacihaliloglu ham kayis1 aseton
ekstraktinin uygulandigit MCF-7 hiicreleri ise hiicre dliimlerinin olmasi nedeniyle
neredeyse yart yariya kirmizi ve yesil renkte goriilmektedir. 29,08 mg/mL
konsantrasyona sahip Hacihaliloglu olgun kayisi aseton ekstraktinin uygulandigi
MCF-7 hiicrelerinde de ham kayis1 ekstraktinda oldugu gibi hiicreler yar1 yariya
etidyum bromiir ile 6lii hiicreler kirmiziya, canli hiicreler ise akridin oranj ile yesile
boyanmistir. 3,9 mg/mL konsantrasyona sahip Kabaasi kuru kayisi aseton
ekstraktinin uygulandigt MCF-7 hiicrelerinde de ham ve olgun ekstraktlarda oldugu

gibi hiicrelerin neredeyse yaris1 6ldiigiinden hemen hemen yarist kirmizi ve geri
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kalan canli hiicreler yesile boyandigi halde kontrol grubunun hiicreleri ise canli
oldugundan neredeyse tamami yesile boyanmistir. Ayn1 zamanda bu yontemde
uygulanan konsantrasyon MTT testi ile belirlenen ve hiicrelerin yarisini 6ldiiren
konsantrasyon oldugundan AO/EB boyama testi sonuglarinin MTT testi ile de tutarli

oldugu goriilmiistiir.

Ekstraktlarda bulunan seker miktar1 sonuglarimiza gore, 32,9 g/100 g kuru
ekstrakt degeriyle ham kayis1 ekstraktlar1 arasinda en diisiik seker miktarina sahip
Soganci metanol ekstraktinin Caco-2 ve MCF-7 hiicrelerindeki 1Csy degerleri
sirastyla 4,56 ve 4,82 mg/mL olarak bulunmustur. 54,3 ¢/100 g kuru ekstrakt
degeriyle en yliksek seker miktarina sahip Hasanbey ham kayisi metanol ekstraktinda
ise sirasiyla 6,12 ve 12,13 mg/mL’dir. Olgun kayisi ekstraktlari arasinda 72,7 g/100
g kuru ekstrakt degeriyle en diisiik seker miktarina sahip Hacihaliloglu metanol
ekstraktinin Caco-2 ve MCF-7 hiicrelerindeki ICsy degerleri sirasiyla 23,44 ve 33,26
mg/mL iken, 84,9 g/100 g kuru ekstrakt degeriyle en yiiksek seker miktarma sahip
Hasanbey metanol ekstraktinda ise sirasiyla 39,99 ve 38,20 mg/mL’dir. Kuru kayisi
ekstraktlar1 arasinda en diisiik seker miktarina sahip Soganci aseton ekstraktinin
(63,6 9/100 g kuru ekstrakt) Caco-2 ve MCF-7 hiicrelerindeki ICso degerleri sirasiyla
4,92 ve 4,1 mg/mL iken en yiiksek seker miktarina sahip Hacihaliloglu metanol
ekstraktinda (76,3 g/100 g kuru ekstrakt) ise sirayla 16,75 ve 30,9 mg/mL olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore ayni olgunlasma déneminde alinan kayisi gesitleri
arasinda seker miktarinin artisiyla ICsyp degerleri yiikselmistir. Bununla beraber
olgunlagma donemleri arasinda ise seker miktari ile ICso degerleri arasinda paralellik

tespit edilmemistir.

Ham kayis1 ekstraktlarinin sahip oldugu fenolik madde igerigi MCF-7
hiicrelerindeki 1Csy degerleriyle dogrudan iliskili ¢ikmustir. Ham kayist
ekstraktlarinda bulunan fenolik madde icerigi arttikca MCF-7 hiicrelerindeki 1Csg
degerleri azalmistir. Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci ham kayisi
metanol ve aseton ekstraktlarinin fenolik madde icerikleri 921,18-1332,94; 730,00-
897,65; 1000,59-1094,71 ve 1327,06-1000,59 mg gallik asit esdegeri fenolik
madde/100 g kuru ekstrakt ve 1Csy degerleri sirasiyla 7,52-4,26; 12,13-10,78; 7,46-
5,39; 4,82-5,33 mg/mL olarak belirlenmistir. Ham Kkayisi ekstraktlari arasinda en
diisiik fenolik madde igeren Hasanbey ham kayisi ekstraktlariin en yiiksek 1Csg

degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Her iki hiicre hattinda da en diisiik ICso degeri
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ile en yiiksek antikanser aktivite gosteren Kabaasi kuru kayisi aseton ekstraktinin
toplam fenolik madde igeriginin tiim ekstraktlar arasinda 2971,18 mg gallik asit
esdegeri fenolik madde/100 g kuru ekstrakt degeri ile en yiiksek degere sahip oldugu

bulunmustur.

Ham, olgun ve kuru kayisi ekstraktlarinin flavanoid igerikleri sirastyla
519,17-1231,67; 135,83-377,50 ve 348,33-3152,50 mg quercetin esdegeri flavanoid
madde/100 g kuru ekstrakt degerleri arasindadir. Flavanoid igeriklerine gore en
diisiik flavanoid iceren olgun kayisi ekstraktlart (135,83-377,50 mg Kkuersetin
esdegeri flavanoid madde/100 g kuru ekstrakt) ham ve kuru ekstraktlara gore hem
Caco-2 hem de MCF-7 hiicre hattinda en diisiik sitotoksik aktiviteye sahiptir. Tiim bu
sonuclar ekstraktlarin sahip oldugu antikanser 6zelligin icerdikleri toplam fenolik

madde ve flavanoid icerigi ile paralel oldugunu goéstermistir.

Sonug olarak Hacihaliloglu, Hasanbey, Kabaasi ve Soganci kayisi ¢esitlerine
ait ham, olgun ve kuru kayisi metanol ve aseton ekstraktlarinin MTT testine gore
Caco-2 ve MCF-7 hiicre hattinda antikanser aktivite gosterdikleri, Wound Healing
testine gore antimetastatik olduklar1 belirlenmistir. AO/EB boyama testi sonuglari ile
de apoptotik Ozellikleri ortaya konmustur. Ayrica tim bu sitotoksik/apoptotik
ozelliklerinin seker miktarindan bagimsiz, total fenolik ve flavanoid igerigi ile paralel
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle sagliga faydali 6zelliklere sahip bir fonksiyonel
gida olarak Malatya kayisilarinin diyetlerimizde yer almasinin 6énemi bu caligmayla

pekistirilmistir.
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