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Dogal maddeler son yillarda ila¢ etken maddesi kesfinde 6nemli bir
kaynak olarak goriilmektedir. Insanoglu dogal kaynaklardan ve aromatik
bitkilerden tedavi ve korunma amagli olarak asirlardir yararlanmistir.

Zeytin yapragi (Olea europaea), sagliga yararli biyoaktif fitokimyasallarca
zengin ve olduk¢a kolay ulasilabilen dogal bir materyaldir. Zeytin yapragi
ekstraktinda bulunan yliksek antioksidant Ozelligine sahip fitokimyasallarin,
bagisiklik sistemini giiclendirdigi ve antitlimoral etkiye sahip oldugu cesitli
arastirmalarla kanitlanmistir. Uziim (Vitis vinifera) cekirdegi proantosiyanidin
oziitleri (GSPE) pek c¢ok flavonid bileseninden olusan bir karisimdir ve etkili
antioksidant aktivite gosterdigi bilinmektedir. GSPE’lerin diisiik toksisiteye sahip
bilesikler oldugu ve antiproliferatif, antioksidatif ve antikarsinogenetik etkileri
oldugu agiklanmistir.

Son  zamanlarda yapilan deneysel c¢aligmalar  antianjiyojenik
mekanizmalarin gelecekte kanser tedavisinde onemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu tez kapsaminda son yillarda halk arasinda kullanimi gittikge
artan zeytin yapragi ve lziim c¢ekirdegi ekstraktlarinin ayri ayri ve birlikte
kullanimimnin sitotoksik, anjiyojenik ve antianjiyojenik aktiviteleri in vitro testler
kullanilarak arastirilmistir. Her iki ekstreye de altin kompleksleri baglanarak
olusan yeni ara uriiniiniin A549 ve HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkileri ve HUVEC hiicreleri iizendeki anjiyojenik ve antianjiyojenik etkileri in
vitro olarak degerlendirilmistir. Uziim ¢ekirdegi ekstresinin belirgin bir sitotoksik
etkisi bulunmamasma karsin zeytin yapragi ekstresinin sitotoksik etkileri
belirlenmis ve her iki ekstrenin ayri ayr1 ve bir arada anti-anjiyojenik oldugu
bulgulanmistir. Au bilesikleri ile elde edilen yeni bilesikler ise hiicre canliligina
etki etmezken anti-anjiyojenik etkiye sahiptir.

Anahtar kelimeler: Zeytin yapragi, Uziim ¢ekirdedi, Anjiyojenez, Sitotoksisite
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Natural products constitute an important resource for drug discovery in
recent years. For centuries, men benefited from aromatic plants and natural
resources for medical treatment and protection.

Olive leaf is an easily accessable natural material which is rich for healthy
bioactive phytochemicals. Many researches proved that phytochemicals, which
have antioxidant properties, strenghtence the immun system and have antitumoral
effects. Grape seed proanthocyanidin extract (GSPE) is a compund which occures
many flavanoids and has effective antioxidant activity. Proanthocyanidins are
used as antioxidant, in preventing atherosclerosis and cardiovascular diseases, and
for dislipidemy treatment. It is demonstrated that GSPE have antiproliferative,
antioxidative and anticarsinogenetic effects.

Research into experimental angiogenesis shows that this can be a strategy
with an important role in cancer therapy in near future. In this thesis, we
investigted of olive leaf and grape seed extracts, alone and combination and also
gold binded forms by using in vitro tests. Cytotoxic were invastigated against to
A549 and HUVEC cell lines and angiogenic- antiangiogenic effects were assessed
on HUVEC cells with in vitro techniques.Altough GSPE didn’t show any
significant cytotoxic effect , olive leaf extracts showed dose depended
cytotoxicity and both extracts together and severelly showed anti-angiogenic
effect. Also the combine form with Au complexies didn’t present cytotoxicity but
showed significant anti-angiogenic effect.

Keywords: Olive leaf, grape seed, Angiogenesis, Cytotoxicity
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1.GIRiS

Kanser, son yillarda kanser terapisinin gelistirilmesi i¢in yapilan sayisiz
caligmalara karsin hala bilinen biiytik bir saglik problemidir (Sarkar ve Li 2009).
2008 yilinda Avrupa’da yapilan istastistiki bir aragtirmada yilda 3,2 milyon
insaninin  kansere yakalandigi ve bu vakalarin 1,7 milyonunun O6liimle
sonuclandig1 rapor edilmistir. Arastirmalar mevcut vakalardan yalmzea % 5-10
kadarinin genetik bozukluklardan kaynaklandigim1 geriye kalan % 90-95’lik
kismin ise sigara kullanimi, diyet, alkol tiiketimi, yeterli fiziksel harekette
bulunmama, obezite ve giines 1sinlart gibi yasam sekliyle alakali faktdrlerden
kaynaklandigin1 gostermektedir (Gonzalez ve Riboli 2010).

Akciger kanseri, kansere iliskin 6liimlerin basinda yer alan biiyiik bir
saglik problemidir. Her yil diinya genelindeki kanser dliimlerinin 1,38 milyonu
akciger kanserinden kaynaklanmaktadir (Lee ve ark. 2011, Khan ve ark. 2010).
Akciger kanserine yakalanan hastalarin % 90’1 hayatim1 kaybetmektedir ve
hastaliga yakalandiktan sonra 5 yil hayatta kalabilen hasta orami ise % 10
civarindadir. Erkeklerde % 90 kadinlarda ise % 79 oranindaki akciger kanseri
vakalar1 sigara kullanimindan kaynaklanmaktadir, ancak sigara kullanan
bireylerde kanser vakasinin gelisimi metabolik aktivasyon ve detoksifikasyon
oranindaki dengeyle yakindan iliskilidir. Ozellikle beslenmeye dikkat edilerek ve
sebze, meyve tiiketimini yiiksek tutarak akciger kanserine yakalanma riskinin en
aza indirgenebilecegi ¢esitli aragtirmalarla kanitlanmistir (Khan ve ark. 2010).

Bitkiler, deniz organizmalar1 ve mikro-organizmalar gibi dogal
kaynaklardan tlirev alarak iiretilen molekiiller olan dogal iiriinler olast saglik
faydalarindan dolay1 pek ¢ok hastalik i¢in hedef aragtirma alanlaridir (Nesaretnam
2008, Cragg ve Newman 2004). Cesitli rahatsizliklardan koruma ve tedavi
edebilme yetenegine sahip olan bu firiinler sentetik ve daha toksik olan diger
tedavi irilinlerine gore daha fazla tercih goérmektedir (Nesaretnam 2008). Gida
destegi olarak kullanilan bazi iirlinlerin de kansere karsi korunma ve tedavi
maksatl kullanilmalar1 son yillarda aragtirmacilara gesitli kanser olusumlarini
kontrol edebilmek icin yeni bir bakis agis1 kazandirmistir (Velmurugan ve ark.

2010). Ozellikle polifenol igerigi yiiksek olan meyve, sebze, meyve suyu, cay,
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kahve, sarap, ¢ikolata ve zeytin yagi gibi gidalar antioksidan kapasitelerinin
ylksek olmasindan dolay1 antikarsinojenik aktiviteleri olabilecegi lizerine ¢esitli
kanser tiplerinde ¢alisiimaktadir (Hayes ve ark. 2011, Katiyar 2008).

Bu tez kapsaminda, antioksidan, antitiméral, antianjiyojenik ve
antiproliferatif etkiye sahip oldugu bilinen ve yurdumuz Akdeniz ve Ege
kiyilarinda rahatlikla yetistirilebilen zeytin (Olea europaea L.) ve lizim (Vitis
vinifera L.) bitkilerinin, yaprak ve g¢ekirdek oziitlerinden elde edilen ekstrelerin
ayr1 ayr1 ve bir aradaki etkilerine kanserli ve saglikli hiicre hatlarinda bakilmistir.
Piyasadan temin edilen maddeler A549 (insan akciger adenokarsinoma hiicresi)
ve HUVEC (insan gébek kordonu endotel hiicresi) hiicreleri iizerinde sitotoksite
ve damar olusumuna etkileri degerlendirilmistir. Ayrica iki maddenin de altin
kompleksleri ile baglanarak elde edilen yeni iiriin formiilasyonlarinin etkilerine
bakilmis ve sitotoksite ve antianjiojenik etkileri degerlendirilerek ilag
komplekslerine ek  madde  olarak  kullanilip  kullanilamayacaklari
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler saglik sektoriinde tedavi iiriinii pazarinda

bulunan giivenilir ve yerli {iriin a¢igina katkida bulunacak niteliktedir.

1.1. Kanser

Kanser dokudaki yapinin bozulmasiyla ilgili olduk¢a kompleks bir
hastaliktir. Bu sebeple doku ve dokuyu olusturan hiicreler diizeyinde yapilan
gozlemler karsinojenez caligsmalari i¢in olduk¢a uygundur (Bizzari ve ark. 2011).
Hornberg ve arkadaslar1 kanseri sistem biyolojisi hastalig1 olarak tanimlamastir.
Kanser tiimor tiirleri ve tiimorler arasinda farklilik gdsteren karmasik ve heterojen
bir hastaliktir (Prasasya ve ark. 2011).

Kanserli hiicreler ¢ok hiicreli organizmalar tarafindan insa edilen ve
devamlilig1 saglanan biyolojik yapinin en temel kurallarinin varligini reddeden
hiicrelerdir. Bu anormal davranig eninde sonunda ait olduklari organizmanin
olimii ile sonuclanmaktadir. Kanser i¢in iki belirleyici aile vardir. Birinci aile
kontrolsiiz ¢ogalmaya ihtiyag duyan dokudaki hiicrelerin durumunu agiklar.
Bunlar biiylime sinyallerindeki yeterlilik, anti-biiyiime sinyallerini reddetme,
apoptozdan kaginma ve immortalizasyondur. Bir hiicrenin malignant hale gegmesi

icin bu dort oOzellige birden sahip olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte
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organizmanin kesin Olim nedeni i¢in, tiimoriin iki farkli belirleyiciye daha
ihtiyact vardir ki bunlar da ikinci aile olarak adlandirilan anjiyogenez ve
metastazdir. Anjiyogenez tiimoriin biiylimesi i¢in gerekli olan kan damarlarinin
olustugu siirectir. Metastaz ise kanser hiicreleri tarafindan c¢esitli hiicrelerin
istilasi, hiicrelerin burada kolonizasyonu ve ikincil tiimoérlerin olusum siirecidir.
Tim bunlarin sonucunda konak organ hiicreleri besin saglayamaz ve yoksunluga
diiserek oliir (Kroll ve ark. 2010).

Kanserli dokuda meydana gelen tiimdriin biliylimek ve metastaz
yapabilmek icin yeni kan damalarmmin olugsmasina yani anjiyojenez
mekanizmasinin baslamasina ihtiyaci vardir. Bu sekilde tiimorli doku kendini
besleyerek metastaz yapabilir ve diger dokulara wulasarak buralar1 da
kanserlestirebilir (Bamias ve Dimopoulos, 2003). Bu sebeple anjiyogenezi hedef
alan tedaviler son yillarda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baglamistir.
Anjiyogenez devingen (dinamik), kompleks, pozitif ve negatif diizenleyicileri
olan pek ¢ok enzim tiirlinii iceren ¢ok basamakli bir enzimatik siirectir. Saglikli
bireylerde anjiyogenez genellikle down-regiilasyon gosterir, bu sebeple giivenilir
anti-anjiyogenik bilesiklerle anjiyogenezi hedef almak, damarlarin gelisme
siirecinde yan etkiye sebep olmadan hasarli dokuyu Ooldiirebilir. Pek c¢ok
anjiyogenik inhibitor fonksiyonel gidalardan izole edilir. Hiicre kiiltiirii ve hayvan
modelleriyle yapilan arastirmalar fonksiyonel gidalar ve bunlardan elde edilen
bilesiklerin giivenilir, etkili, toksik etkiye sahip olmayan, tersinir inhibitdrler
oldugunu gostermistir. Bu nedenle tedavi icin kullanilabilir ve diisiik biitge

gerektiren regeteler olabilirler (Losso 2003).
1.2. ANJIYOJENEZ

1.2.1 Anjiyojenez nedir?

Viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siire¢ olan anjiyojenezis mevcut kan
damarlarindan yeni kan damarlarinin olugmasi demektir (Gao ve ark. 2010).
Embriyonik gelisim siirecinde temel bir zorunluluk olarak meydana gelen
vaskiilojenez perfiizyon (kan yoluyla madde tasinmasi) ile viicut dokularinin

beslenmesini saglar. Embriyonik siiregte meydana gelen yahut kok hiicre ve
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prekiirsor  hiicreler tarafindan olusan damarlanmalar anjiyojenez degil

vaskiilojenezdir (Geva ve Jaffe 2004 Lamalice ve ark. 2007).

Vaskilojenez
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Sekil 1.1. Vaskiilojenez ve anjiyojenez siireci

Ilkin damar olusumu siirecinde mezodermal hiicreler hemanjiyoblastlara
farklilasir ve boylece kiiclik kan adaciklari olusur. Adacigin merkezindeki
hemanjiyoblastlar hematopetik kok hiicreleri uyararak olgun endotel hiicrelerin
onciileri olan anjiyoblastlara doniistiiriir. Anjiyojenik faktorlerle uyarilan endotel
hiicreleri hareket etmeye baglar ve kan adaciginin birleserek tiibiil bir form
olusturmasini saglar. Tibiiler yapinin sekillenmesiyle birlikte birincil damarsal ag
olusmus olur. Vaskiilojeneze karsilik anjiyojenezde yeni kan damarlar bir 6nceki
damarsal agdan koken alarak c¢ikar (Sekil 1.1.) (Lamalice 2007).

Anjiyojenez organizmanin biiyiime ve gelismesini saglamak i¢in gerekli
ve hayati bir siirectir. Ayn1 zamanda yara iyilestirme gibi hasarli organizmanin
tyilestirilmesini gerektiren sreglerde de gereklidir. Bununla birlikte solid tiimoriin
yapabilmesi icin de olmazsa olmaz bir bsamaktir (Piotrowska ve Forys 2011).

Yetigkin bireylerde yara iyilestirme, yorgun kasin adaptasyonu, biiylime,
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olgunlasma, kadinlarda menstural donem gibi fizyolojik siire¢lerde ve kanser,
diyabetik retinopati, yasa bagli makiiler dejenrasyon (gbéz hastaligi), romatoid
artrit, endometriyoz ve sedef hastaligi gibi patolojik durumlarda gergeklesen

damar olusumlari anjiyojenez olarak isimlendirilebilir. (Mouta ve ark. 2003).

1.2.2 Anjiyojenez mekanizmasi

Anjiyojenez mekanizmasi olduk¢a karmasik bir siirectir. Ekstraselliiler
matriks ile matriksi ¢evreleyen hiicreler tarafindan salinan biiylime faktorleri,
sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyojenezde temel rol oynar. Damar endotelini
olusturan endotel hiicreleri, anjiyojenez siireci esnasinda en Onemli role sahip
temel hiicrelerdir. Endotel hiicreleri perisitler ile birlikte kapiller hiicre damarim
meydana getirirler ve ana damarlari, bu damarlardan ¢ikan dallar1 ve kapiller ag1
olusturacak olan genetik bilgileri igerirler. Eriskin insanlardaki vaskiiler
endotelyal hiicreler diisiik yenilenme hizina sahip olmalarina ragmen, yasamlari
boyunca yeni kan damarlari olusturabilme yetenegindedirler. 70 kg’lik bir insanda
bir trilyondan fazla endotelyal hiicre, kan damarlarinin i¢ini ddser ve bu da
yaklagik 1000 m?’lik bir alana esittir. Endotelyal hiicrelerin yenilenme siiresi
(yasam siklusu) 1000 giinii gecer (Konukoglu ve Turhan 2005).

Anjiyojenezin diizenlenme evreleri pek c¢ok biiyiime faktoriiniin ve
diizenleyici proteinin kontrolii altindadir. Anjiyojenik siirecte birinci basamak
vazodilatasyon yani damar genislemesi ile baglar, bunu membran
gecirgenligindeki artis takip eder ki bu da damarlardaki por olusumunu,
vezikovakuoler organelleri platel endotel hiicre adhezyon molekiili(PECAM)-1
ile vaskiiler endotel (VE)-kadeherinin yeniden dagilimini tetikler. Kararsiz hale
gelen damar endotel hiicrelerinin hiicre i¢indeki kararliliklarin1 ve hiicre dist
endotel hiicre destegini kaybetmelerini saglar. Bunun yaninda bazal membrandaki
proteolitik  degisiklik ve indirgenme plazminojen aktivatér, matriks
metaloproteinazlar, kollojenler, kimaz ve heparinaz proteinazlari tarafindan yeni
olusan damarlarin etrafin1 kusatir. Ekstrasellular matriksin bozulmasi da fibroblast
biiylime faktorii (bFGF ya da FGF-2), asidik fibroblast biiyiime faktorii (aFGF ya
da FGF-1) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktéri (VEGF) gibi endotel hiicre

cogalmasini uyaran anjiyogenik biiylime faktorlerinin salinimi ve aktivasyonu ile
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sonuglanir. Bdylece c¢ogalan endotel hiicreleri birbirlerine tutunarak yeni
liimenlerin ya da kapillerlerin tomurcuklanmasini ve uzamasini saglar. Yeni
liimende endotel hiicreler degiserek goctiikleri dokuya uygun karakteristikte
hiicrelere  doniisiirler. Vaskiiler ag olusumunun tamamlanmasiyla siireg
tamamlanir ve damarlar olgunlastiktan sonra ortamdaki anjiyogenik faktorlerde
azalmaya baslar ve anti anjiyogenik faktorlerin salinimi ile anjiyogenez
tamamlanir, damarlar kan akigini saglayabilecek hale gelmis olurlar (Tassi ve

Wellstein 2007).
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Sekil 1.2.Anjiyojenez siireci

Ozet olarak anjiyojenez siireci asagidaki sekilde gergeklesir:

e Hastalanma veya yaralanmig doku anjiyojenik biiylime fakotrlerini {iretir
ve salgilar, bu faktorler de diflizyon yoluyla yakin dokulara ulasir.

e Salgilanan anjiyojenik biiylime faktorleri en yakinda bulunan kan
damarma ait endotel hiicreleri iizerinde bulunan spesifik CD34
reseptoriine baglanir.

e Biiylime faktorii bir kez endotel hiicresine baglandiginda endotel hiicresi

aktif hale gecer ve sinyal hiicre ylizeyinde niikleusa iletilir.
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e Aktive olan endotel hiicreleri hizla boliinmeye, ¢ogalmaya ve go¢ etmeye
baglar, bazal membran1 parcalayarak kii¢iik delikler acacak olan matriks
metalloproteinaz enzimlerini sentezler.

e GO¢ etmeye baslayan endotel hiicreleri sinyalin geldigi hasarli veya
hastalikli dokuya dogru yonelir ve bu hat iizerinde yeni kilcal damar
olusumunu saglar.

e Adhezyon molekiilleri olan integrinler sayesinde bir Onceki
kandamarindan disar1 filizlenmeye baslayan yeni damar hiicreleri bir
kanca ile baglanmigcasina birbirlerine tutunup uzamaya baslar.

¢ Filizlenen endotel hiicreleri tiip olusturucak sekilde toplanirlar.

e Filizlenen ve daha sonra tiip olusturan hiicreler geliserek liimenleri
olusturur.

e Olusan yeni kan damarinin sabitligi perisitler ve diiz kas hiicreleri

tarafindan saglanir (Anonim 2011).

1.2.3 Bazal membran, endotel hiicreleri ve VEGF iliskisi

Bazal membran ve endotel hiicreleri anjiyogenez siirecinin iki bagrol
oyuncusudur. Kapiller ve diger damarlar1 astarlayan endotel hiicreleri damar igine
yayllmigs ve yassilagmig forma sahip tek tabakali hiicrelerdir. Damar yiizeyi
kollojenler ve laminin ile kaphdir. Bu kisim bazal lamina olarak adlandirilir. Bu
katman devamlidir ve endotel hiicreleri iizerinde bir iskele (ekzoskeleton) gorevi
goriir. Endotel hiicreleri temel olarak bazal laminadan koken alir ve endotel
hiicreleri ile bazal lamina arasi ise fibroblast ve diiz kas hiicreleri tarafindan
astarlanmistir. Herhangi bir anjiyojenik sinyal karsisinda kapillere yakin olan
endotel hiicreleri koyu renk bir gériiniim alir ve bazal laminanin niteligini bozacak
proteolitik enzimler liretmeye baslar (Sleeman 2003).

Anjiyojenez  slireci proanjiyojenik ve antianjiyojenik  faktorlerin
diizenledigi ve mevcut damardaki vaskiiler endotel hiicrelerinin go¢ etmesini
gerektiren bir siiregtir. Endotel hiicre gocii pek ¢ok basamaktan olusur ve yeni bri
damarin olusmasi i¢in olmazsa olmazdir (Gao ve ark. 2010). Endotel hiicre gocii

tic farkli mekanizmada gergeklesir. Kimyasal ekenlere cevap olarak kemotaksis,
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mekanik etkenlere cevap olarak gerceklesen mekanotaksis ve ligandlara dogru
yonlendirilmis olarak haptotaksis yapan endotel hiicreleri anjiyojenez siireci
boyunca gb¢ ederek yeni damarin filizlenmesini ve uzamasini saglarlar. Endotel
hiicreleri vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF) ve anjiyoproteinler gibi kimyasal molekiillere yanit olarak
cogalmaya ve go¢ etmeye baslar. Bu faktorlere cevap olarak ¢ogalmaya baslayan
endotel hiicreleri ayn1 zamanda hiicredis1 matriksi paragalayacak ektra selliiler
enzimler Uretirler. Hiicre dis1 matriksi parcalayan matriks metalloproteinaz enzimi
matriks bilesenlerine baglanir ve matriksi pargalayarak endotel hiicre gociinii
arttirir. Artan endotel hiicre hareketi ile birlikte bu defa adhezyon molekiilleri olan
integrinler hiicre dis1 matrikse baglanarak onun tekrar sabitlenmesini ve liimen
olusumunu desteklemeye amaglar, buna cevap olarak da uzamay1 saglamak i¢in
endotel hiicre hareketi daha da artar ki buu da haptotaktik harekettir.
Mekanotaktik hareket ise sivi aksiyon stresine cevap olarak gerceklesir. Kan
damarlarinin i¢ yiizeylerindeki yerlesimine bagli olarak endotel hiicreleri siirekli
olarak sivi aksiyon stresine maruz kalirlar. Mekanotaktik hareket damarin one
dogru uzamasi, hiicre dis1 matriksle endotel hiicrelerinin adhezyonu ve biiylime
esnasindaki gerekli olan ahezyon molekiillerinin sentezi gibi basmaklar1 etkiler.
Kisacas1 endotel hiicre gocii mekanik olarak tamamlanan molekiiler bir siirectir

(Lamalice ve ark. 2007, Chen ve ark. 2010).

1.2.3.1 Vaskiiler endotel biiyiime faktori (VEGF)

Endotel hiicrelerine 6zgii olan vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF)
anjiyojenezi etkileyen anaktar faktordiir ve ilk olarak 1983 yilinda kesfedilmistir.
VEGF ailesi 6 farkli {iyeden olusur. Bunlar VEGF-A, plasental biiyiime faktorii
(PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve Trimeresurus flavoviridis yilan venomu
VEGF’ dir (Ma ve ark. 2011).

En bilinen VEGF molekiilii insan VEGF olarak da adlandirilan VEGF-A
‘dir ve endotel hiicreleri iizerinde bulunan VEGFR-1 (FIt-1) reseptoriine
baglanarak endotel hiicrelerini aktive etmekle gorevlidir. VEGF andotel hiicre
gbciinli ve ¢ogalamasini diizenler. Ayn1 zamanda proteolitik enzimler olan ve

hiicre dis1 matriksi pargalayan matrik metalloproteinaz (MMPs) ve iirozin kinaz



@) ANADOLU UNIVERSITESI

tipi plazminojen aktivatoriin (uPA) sentesini uyarir. VEGF’in en goze ¢arpan
ozelligi fizyolojik anjiyojenezi diizenlemesidir (Ma ve ark. 2011). Endotel
hiicrelerine 6zgii olan vaskiiler endotel biiylime faktoriiniin olduk¢a Onemli
etkileri vardir. Pek ¢ok fizyolojik olayin yani sira tiimdr bilylimesi ve yayilmasini
da igeren patolojik kosullarda da etkin goreve sahiptir (Lohela ve Alitalo 2003).
VEGF viicutta ovaryum folikiilleri, korpus luteum, akciger alveoler hiicreleri,
renal glomeriil visseral epitelyum hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri,
adrenal korteksin tiim hiicreleri, leyding hiicreleri, aktive makrofajlar, arteriolleri
cevreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitelyum hiicreleri,
hepatositler gibi pek ¢ok farkli hiicrede sentezlenir. VEGF yapimi trombosit
kaynakli biiylime faktorii-BB, keratinosit biiyiime faktorii, epidermal biiylime
faktort, tiimor nekrozis faktor-a, transforming biiytime faktorii-f1 ve interlokin-
B1 gibi ¢esitli faktorler tarafindan baslatilir. Ancak bunlarin icerisindeki en etkili
uyaran ve VEGF reseptorlerinin yapimini indiikleyen hipoksidir (Yazir ve ark.
2004). Hipoksi dokunun oksijen azligina magruz kalmasi durumudur ve tiimorler
1-2mm’ boyutuna ulastiklarinda ortamdan difiizyon yoluyla yeterli oksijen
saglayamadiklarindan strese girerek anjiyojenik sinyaller yollamaya baslarlar yani
VEGEF salinimi baslatirlar (Rajedran ve Krohn 2008).

VEGF’in anjiyojenik etkisi VEGF-2’nin izoformu olan bir cDNA
klonunun MCF-7 hiicreleri iizerinde transforme edilmesiyle Zhang HT ve
arkadasalar tarafindan (1995) agiklanmustir.

VEGF-A diger bir adiyla insan-VEGF geni, kromozom 6p21.3’teki
lokalizasyonda kodlanmistir ve bilinenddrt izoformu vardir. Bunlar VEGF121,
VEGF165, VEGF189 ve VEGF206 adlandirilmuslardir. Isimlerindeki sayilar
icerdikleri amino asit miktarin1 gdstermektedir. Bununla birlikte 2 farkli izoform
daha rapor edilmistir bunlar da VEGF145  ve VEGF183 diir. VEGF o6ziinde
heparine baglanan homodimerik bir glikoproteindir. VEGF121 ise yine asidiktir
ancak heparine baglanmaz ve difiize olur. Daha uzun bir form olan VEGF189 ve
VEGF206 olduk¢a basit proteinlerdir ve hiicre disi matriksin heparin igeren
proteoglikanlarina baglanirlar (Ma ve ark. 2011).

Yapilan caligmalar gostermistir ki VEGF’in mitojenik, anjiyojenik ve

damarsal gegirgenligi arttirmasindan VEGFR-2’ye baglanabilmesi sorumludur.
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VEGEF tek basina damar gegirgenligi ve anjiyojenezi basalatarak tliimoriin biliyiime
ve yailmasina katkida bulunabilir. Bu nedenle VEGF’in kontrolii ve gorevinin tam

olarak anlasilabilmesi anjiyojenez siirecini hedef alan tedaviler i¢in ¢ok dnemlidir

(Otrock ve ark. 2011).

1.3 Kanser ve Anjiyojenez Iliskisi

Anjiyojenez siireci kanserin gelisiminde ¢ok nemli role sahiptir (Chen ve
ark. 2011). Timor olusumunun birinci sathasinda tiimor hiicreleri ¢ok hiicreli
kiirecikler (MCS) ad1 verilen kiiciik kiiresel kiimelesmeler meydana getirirler.
MSC’ler ¢esitli besin ve oksijenleri disaridaki damarlardan difiizyon yolu ile
alirlar. Bu andan itibaren doygunluga ulasarak biiyiiyen hiicre kiitleleri 1-2mm3’e
ulagtiklarinda hiicre kitlesi gida ve oksijen gereksinimini difiizyon yoluyla
karsilayamaz hale gelir ve zayif sekilde beslenen kanser hiicreleri FGF, VEGF,
VEGFR, Ang-1 ve Ang-2 gibi endotel, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin
cogalmasini ve farklilagmasini saglayan ve yeni yeni damari sabitlemek ile gérevli
olan pek ¢ok anjiyojenik faktorii salgilarlar (Piotrowska ve Forys, 2011).
Anjiyojenez biiylimekte olan tiimoriin kendini beslemesi i¢in gerekli olan kan
akisin1 saglar. Kanser hiicrelerinin hayatta kalabilmelerini saglamak ve diger
dokulara metastaz yapabilmeleri i¢in damarsal bir ag olusturabilmeleri ¢ok
onemlidir. Anjiyojenez ayni zamanda akut lenfoblastik 16semi ve b-hiicresi non-
Hodgkin’s lenfomasi olan hastalarda kemik iligi ve lenf nodlarinda biiyiliyen yeni
kan damarlarinin olusmasindaki hematolojik malignanside de onemli bir siirectir
(Kerbel ve Folkman 2002). Fizyolojik anjiyojenezdeki sinyal sisteminin tam tersi
olarak tiimorden kaynaklanan sinyaller diisilk oksijen ve besin miktar1 ya da
onkojenik alterasyonlarin sonunda olusur ve anjiyojenezi kontrol eden faktorlerde
anormal gen ekspresyonlarina sebep verir (Rak ve ark. 2002). Bunun sonucunda
diizensiz ve karmasik anjiyojenik yanit gelisir. Tiimor kan damarlar1 genlesme,
tamamlanmamis veya eksik vaskiiler endotel astarlanmalar ve bazal memran,
sizintilar, diizensiz ve egri bligrii bir damarsal arteriyovendz kivrilmalar, kor
sonlar, kasilabilir duvar bilesenleri ve hiicresel reseptorlerin eksikligi gibi sayisiz

anormallikler gosterirler (Rajendran ve Krohn 2008).
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Timor hizhi biiylidiikkge sahip oldugu damarlarin olgunlasmasi azalir. Bu
oldukca Onemli bir noktadir. Ciinkii sahip olunan damar sayis1 kadar bu
damarlarin olgunlugu da etki, yarar ve kapasite acisindan onemlidir. Bu tiimor
mikrosirkiilasyonu sirasinda diizensiz hematokritlere, oksijen gerilimine ve ilag
konsantrasyonlarina sebep olur. Bunun sonucu olarak da hastaya uygulanan
kanser terapisinin etkisi azalir. Solid tiimorler biiyiiyebilmeleri i¢in kan
damarlarina ihtiyag¢ duyarlar ve bu yilizden pek ¢ok yeni kanser terapisi tiimor
damarsal agin1  hedef almistir.  Anti-anjiyogenik  terapilerin  timor
damarlanmalarini tahrip ederek tiimdriin oksijen ve besinden yoksun kalmasini
saglayacagi fikri aragtirmacilar tarafindan kabul gérmektedir (Harris ve Generalli

2008).

1. 4. Metastaz

Genel olarak kanser metastazt biiylime faktorleri, hiicre adhezyon
molekiilleri, matriksi bozan enzimler ve endotel hiicre gogiinii saglayan faktorleri
iceren birbiriyle iligkili bir seri olay1 barindirir (Chen ve ark. 2010). Metastazik
siire¢ kendi i¢inde de pek c¢ok dallara ayrilabilecek bir dizi basamagi igerir bunlar;
primer malignant tiimor, neovaskiilerizasyon, invazyon, embolism, uzaktaki
organin kapiler yatagin1 kesmek, adherans, extravazasyon, yeni tlimoriin olusmasi
(metastaz), metastazin metastaz olmasi seklinde siralanabilir (Fidler 2002). Bu
basamaklarin herhangi birinde meydana gelen olumsuzluk siirecin etkilenmesine
ve metastazin tamamlanamamasina sebep olur (Plumb ve Coomber 2006).

Malign tiimoér metastazlart ile ilgili olarak iki teori One siiriilmiistiir.
Bunlar;

1889°da Stephan Paget metastaz siirecinin sans eseri baglamadigini,
digerlerine gore daha kararli ve istiinliigli olan tiimor hiicrelerinin metastatik
aktivasyona sahip oldugunu sOylemis ve bu hiicreleri ‘“’tohum’ olarak
adlandirmigtir. Paget’e gore bu hiicreler 6zgiin organlar icerisinde biiylimelerini
tetikleyecek ortam bulabilme egilimindedir ki bu organa da “’toprak’ adim
vermistir. Bu teoriye gore metastaz ancak tohum ve toprak uyumlu oldugunda
gergeklesebilir. Diger bir degisle Paget metastazin tiimoriin mikrogevresine egilim

gostermesine bagli oldugunu dile getirmeye calismistir (Rebattive ve ark. 2006).

11
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Paget’in hipotezinin birincil olarak agikladigi sey bir kanser hiicresinin
neden belirli bir bolgeye metastaz ettigidir, bu metastazin oldukg¢a basite
indirgenmis bir yorumudur c¢iinkii metastaz siireci ilke ve asama olarak bundan
cok daha karmasiktir (Fidler, 2002). Tiimorler heterojendir; tiimdriin olugmasini
saglayan hiicreler ayr1 bir yerde de biiyiime ve hayatta kalabilme yetenegine
sahiptir. Buna ragmen metastaz metastatik siirecte bulunan basamaklardan birden
fazlasin1 yapabilme yetenegi olan hiicreleri seger. Sonu¢ olarak metastatik
lezyonun olusma siireci metastatik hiicreler ve homeostatik mekanizma arasindaki
coklu etkilesime bagladir (Plumb ve Coomber 2006).

James Ewings ise Paget’in tohum ve toprak teorisine karsin kendi
hipotezini ortaya koymus ve metastazik yayilmanin vaskiiler sistemdeki anatomik
yapinin sonucu olarak ortaya ¢ikan mekanik faktorlerle alakali oldugunu o6ne
sirmiistiir. Bu sebeple metastazin tamamen birincil tiimoriin  vaskiiler
baglantisiyla alakali oldugunu sdylemistir. Tiimorler vaskiiler baglantist en yakin
olan organin metastazik kiimelesmeden ilk olarak etkilenecegini sOylemistir
(Rebattive ve ark. 20006).

Hiicreler hiicre dongiilerine devam ederek pek cok dokuda damar disina
sizarlarken hiicrelerin yayilmaya basladigi doku kemokin ve ligandlarin
reseptorleriyle olan etkilesimleri (Moore 2001) veya selektinler ve onlarin
organlarda bagladiklar1 yerler (Kim ve ark. 1999) kontrol edilebilir. Kan akisina
karisabilecek kadar hayatta kalabilen hiicreler mikrosirkiilasyonda hapsolurlar ve
olusturduklar1 metastatik tiimor son derece kiiciik capta gelisir ( yaklasik % 0,01).
Kanser hiicrelerinin metastazdan sonra meydana getirdikleri bu biiylime
metastatik yetersizlik olarak adlandirilir. Metastaza ugrayan tek hiicreler yiiksek
oranda (% 70-80) bdliinemezler; bunun yerine hareketsiz kalirlar. Eger timor
biiylime yetenegine sahipse ve anjiyojenezi uyariyorsa tiimdr dormansisi tersine
doner ve hizli bir biiylime ortaya ¢ikar (Chambers ve ark. 2000, Holmgren ve ark.
1995). Boylece yeni dokuya ulasan hiicreler burada tekrar ¢ogalarak bulunduklari
yeni dokuy da kanserli hale getirirler (Voulgari ve Pintzas 2009).
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1.5 Kanser Tedavisi ve Dogal Uriinler

Gilinlimiizde kanserin yaygin tiplerinden kaynaklanan 6liim orani oldukca
yuksektir. Kanserlesme stlirecini tedavi edebilicek pek cok avantajin cesitli
arastirmalarla kesfedilmis olmasina karsin dogal {iriinlerin kanser tedavisinde yeni
kemoprotektif ajan olarak kullanilmaya baslanmasina kadar kanser 6liimlerindeki
istastistiki verilerde belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Dogal ya dayar1 dogal
bilesikler kanser gelisim siirecini ya da yayilmasini iyilestirmek ve onlemek
amactyla kullmilabilirler. M.O 480 yilinda Hipokrat suanda yasam sekli olarak
adlandirilan bir takim durumlar1 tanimlamis ve saglikli olmak insanin dogal ve
islenmis besinleri kendi biinyesinde uygun sekilde tliketilmesiyle miimkiin olur
demistir. Yapilan caligmalar da dogal {iriinlerin diinya genelinde yaygin olan pek
cok kanser tliriine karsi kanser Onleyici ajan olarak kullanilabilice§ini isaret
etmektedir. Bu iirtinlerin biiytlik bir boliimii giiclii antioksidanlardir. Diger kismini
fenolik bilesikler ve koruyucu 6zelliklere sahip reaktif gruplar igcerenler olusturur
(Reddy ve ark 20006).

Kanser tedavisinde bitkilerin kullanimi1 ¢ok eski tarihlerden beri yaygin
olarak tercih edilen bir yontemdir. Yapilan pek ¢ok arastirma 3000’den fazla bitki
tiriintin bu amagla kullanildigin1 rapor etmektedir. Kanser tanimi yapilmadan
once de tarihte sisme, apse, kemiklerin kaynamasini saglamak, nasir tedavisi,
polipler veya tiimorlerin iyi edilmesinde bitkisel kaynaklara basvurulmustur. Tiim
bu semptomlar genelde deride dokunularak anlasilabilir veya goézle goriilebilir
semptomlardir ve kanser olusumunun belirtileridir. % 60’1n tizerindeki anti-kanser
ajan bir sekilde deniz organizmalari, mikro organizmalar ve bitkileri igeren dogal
kaynaklardan tlirev alir. Bitkiler, deniz organizmalar1 ve mikro organizmalar gibi
dogal kaynaklardan tiirev alarak iiretilen molekiiller dogal iiriinler olarak
adlandirilir ve bu dogal {iriinler bir¢ok hastaligin konvansiyonel ila¢ tedavisinin
gelistirilmesinde baskin rol oynamistir ve oynayacaktir. Ulusal kanser enstitiisii
tarafindan destek alarak genis kapsamli kanser ilag arastirmasi yapan programlar
dogal bilesiklerden kanser dnleyici ilag yapilmasi ve gelistirilmesinde 6enmli rol
oynamaktadir. Dogal iiriin tabanli ilag gelistirilmesi yeni teknolojilerle birlikte

giderek artmaktadir (Cragg ve Newman 2004, Nobili ve ark 2009).

13



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Dogal iiriinlerin sahip oldugu kimyasal 6zgiinliik pek ¢ok diger kaynaktan
daha ytiksektir: yayilanmis olan % 40 civarindaki dogal iiriiniin kimyasal yapis1
(Dictionary of Natural Products, Chapman&Hall) diger herhangi bir sentetik
kimyasalda mevcut degildir (Harwey, 2000).

Dogal tirlinler ilag aragtirmalar1 amaciyla kullanilmalarinin yaninda tedavi
amaclt destek gida olarak da tiiketilebilmektedirler. Destek gidalar veya
tamamlayict gidalar tam olarak besin sayilmayan ancak belirli oranlarda
tiiketildiklerinde toksik etkiye sebep vermeyen birtakim kimyasallar igerirler.
Bununla beraber bazilar1 antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinden dolay1
yiyecegin kalitesinin korumasina yardimci olduklarindan bu bilesikler genellikle
zararsiz olarak bilinir. Yapilan pek ¢ok arastirma bu tarz kimyasallarin diyetle
birlikte alindiklarinda viicut hemeostazisi (dengesi) ve sagligin korunmasina
katkida bulundugunu gostermistir. Epidemiyolojik calismalar sebze ve meyve
tikketimiyle kroner kalp rahatsizliklar1 ve bazi kanser ¢esitleri arasinda bir baglanti
oldugunu gostermektedir. Bu sebeple besin olarak tiiketilebilen cesitli bitkilerin
ilag hammaddesi olarak da kullanilabilecegi fikri arastirmacilari bitki ekstrelerinin
etkilerini incelemeye tesvik etmistir. Pek c¢ok arastirmaci bu sebeple bitki
ekstreleriyle ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalar yaparak saglhiga karst olumlu ve
olumsuz etkilerini degerlendirmektedir. Ancak bu calismalarda g6z ardi
edilmemesi gereken bir diger husus da ayr1 ayri iken toksik etkiye sahip olmayan
ekstrelerin bir arada kullanildiklarinda igeriklerindeki kimyasallarin etkilesimi
sonucu farkli fayda ve zarara sebebiyet verebilecegi gercegidir (Chesson and
Collins 1997). Beslenme faktorlerinin diinya genelindeki kanser vakalarindan %
20-60’1 ile alakali oldugu bilinmektedir. Kalp rahatsizliklar1 ve kronik
hastaliklarla beslenme iligskisine dair yapilan caligmalara kiyasla kanser ve
beslenmeye iligkin daha az ¢alisma bulunmaktadir ( Mc Cullough ve Giovanni
2004).

Yurdumuz cografik konumu ve verimli toprak yapisi sayesinde pek c¢ok
bitki ¢esidinin yetismesine elverisli ortam saglamaktadir. Cesitli tibbi ve aromatik
bitkinin yetistigi tilkemizde 9000 kadar bitki tiirii bulunmasina ragmen bunlardan
yeterince yararlanilamamaktadir. Son yillarda yapilan caligmalarda aromatik

bitkilerin faydalar1 iizerine dikkat ¢ekilmeye baslanmistir (Yasar ve ark 2009).
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Bitkilerin ilag ham maddesi ve gida destegi olarak kullanilmalarinda iki handikap
vardir; birincisi genellikle pek cogunun olduk¢a kompleks karigimlara sahip
olmasi, ve bu bilesenlerin sinerjik ve faydali etkilerinin kompozisyonda meydana
gelebilecek en ufak bir degisiklikte ilacin aktivitesini degistirebilecegi gercegidir.
Diger bir handikap ise kullanilan bitkilerin tiirden tiire veya ayni tiir i¢erisinde bile
farkli etki gosterebilecegi, bitkinin yetistigi iklim sartlari, toprak yapisi gibi
faktorlerin bitkinin bilesenlerinde miktar1 etkilereyerek farkli etkilesimler
meydana getirebilecegi gercegidir. Bu nedenle bitkilerle yapilan ¢aligmalarda
kullanilan materyalin toplandigi yerler de ¢ok 6nemlidir (Chesson ve Collins

1997).

1.5.1 Uziim

Uziim (Vitis vinifera), Vitis cinsine ait, anavatam1 Akdeniz olan, Avrupa ve
Asya kokenli bir bitkidir. Yeryiiziinde kiiltiirli yapilan en eski meyve tiirlerinden
bir tanesidir. Uziimiin bilimsel siniflandirmasi asagidaki gibidir;
Alem : Plantae
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Vitales
Familya: Vitaceae
Cins: Vitis
Tiir: Vitis vinifera

Ozellikle Mayis ve Haziran aylarinda ¢icek agan, ¢ok yillik agags1 bir
bitkidir. Yumusgak bir meyvesi vardir ve yesil, kirmizi ya da mor renklere sahip
olabilir. Dallar1 35m’ye kadar uzar ve pullu bir govdeye sahiptir. Yapraklar1 5-
20cnm genisliginde, taban kisimlar1 kalp bi¢iminde ve saplidir. Yabani tiirlerinde

meyva ¢capt 6mm’ye kadar ¢ikmaktadir (Anonim 2008).
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Sekil 1.3. Uziim (Vitis Vinifera)

Vitis vinifera viicut igerisindeki temizleyici etkisinden dolay1 ‘’meyvelerin
kraligesi’>  diye  adlandimilir.  Uziim  (Vitis  vinifera)  ¢ekirdekleri
proantosiyanidinlerce zengindir (Katiyar 2008). Proantosiyanidinler sebze,
meyve, findik, ¢ekirdek, ¢igek ve kabuklarda dogal olarak bol miktarda bulunur.
Proantosiyanidinler ; (+) katekin, (-) epikatekin seklinde polihidroksi flavan-3-
ol’iin polimer ve oligomerlerinden elde edilen fenolik bilesiklerdir. Uziim
cekirdegi proantosiyanidin 6ziitleri (GSPE) pek ¢ok flavonid bileseninden olugan
bir karisimdir ve etkili antioksidant aktivite gosterdigi (Hung ve ark. 2000) ve
lizim ¢ekirdegi tiirevlerinden elde edilen iirlinlerin tiiketiminin kardiyovaskiiler
hastaliklarin azalmasinda etkili oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Das
ve Maulik 2006). Siyah tiziimler kabuk ve g¢ekirdeklerinde oldukga yiiksek
miktarda fenolik bilesik bulundururlar. Bu bilesikler (antosiyanidin,
proantosiyanidin, stiben ve fenolik asit) oksidatif stresin sebep oldugu hastaliklari
onlemeye yardimc1 olurlar. Aynmi zamanda antioksidan, antikanser anti-
inflamatuvar ve antibakteriyel Ozellikleri vardir. Hiicresel faaliyetlerin
ateroskleroz koroner kalp rahatsizliklarina sebep vermesini bloke ederler. Bu
sebepten Otiirii kardiyoprotektif ajan olarak goriliirler (Luis ve ark. 2011).
Uziimde bulunan polifenollerin % 75’1 kabuk ve cekirdektedir, fakat
konsantrasyon ve nitelikleri cografik faktdrlere gore degisir. Bundan dolay1 {iziim
kabugu ve cekirdeginden olabildigince yliksek konsantrasyonlu polifenol bilesigi
elde etmek Onemlidir, bdylece yiyecek ve igeceklere destek gida olarak

eklenebilirler. Bununla birlikte bazi caligmalar yiiksek konsantrasyondaki fenolik
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bilesiklerinin agir1 miktarda antioksidan liretmelerinden kaynakli olarak sitotoksik
olduklarmi ve saglik icin olumsuz etki yaratabileceklerini gostermektedir (
Ugartondo ve ark. 2006, Fan ve Lou 2004). Uriiniin polifenol igerigini maksimum
seviyeye getirmek ve organik ¢oziiciilerle ekstraksiyon siirecini minimize etmek
amaciyla bazi patentlerde iiziim polifenolleri {iziim suyu ve sarap gibi iirlinlerin
tiretiminde ham madde olarak kullanilmaktadir. Bu {iriinler yiiksek enerji ve
fruktoz alimina bagli olarak sirasiyla kilo alma ve insiilin direncine sebep
olabilirler (Gollucke 2010). Bu sekildeki gidasal kullanimlarindan dolayi, bu
ekstraktlarin biyoaktif ve giivenli oldugunu gdstermek onemlidir. Uziim ve
sarapta bulunan pek cok fenolik bilesik aktif transport sistemi veya pasif
difiizyonla kan dolasiminda daha iyi absorbe olabilen metabolitleri iiretebilmek
icin sindirim sistemi florasi tarafindan siddetli bir sekilde metabolize olur (Lluis
ve ark. 2011).

Uziim cekirdegi ekstresi (Vitis vinifera L.) antitiimoral etkiye sahip oldugu
bilinen ve yaygin olarak kullanilan gida destegidir (Wen ve ark. 2008, Kaur ve
ark. 2007). Birgok arastirmaci tarafindan 16semi, gégiis, prostat, deri ve bagirsak
kanseri hiicrelerine uygulanan iiziim ¢ekirdegi ekstresinin hiicre ¢ogalmasini,
tiimor olusumunu, hiicre gogiinii, angiojenezi (yeni damar olusumunu) engelledigi
ve apoptoza neden oldugu bildirilmistir (Gao ve ark. 2009, Wen ve ark. 2008,
Punathil ve Katiyar 2009, Hsu ve ark. 2009, Akhtar ve ark. 2009). Bu sebeplerle
proantosiyanidince zengin iiziim c¢ekirdegi Oziitleri 6zellikle Amerika Birlesik
Devletleri, Avusturalya, Japonya, Kore ve pek ¢ok iilkede gida destegi olarak
marketlerde yer almaktadir. Uziim g¢ekirdegi oziitleri aym zamanda Japonya’da
yaygin bir sekilde yiyeceklerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir
(Yamakoshi ve ark. 2002).

Reaktif oksijen tiirlerinin temizlemesine yardimci olan GSPE ler (Rice-
Evans 2004) iyi bir antioksidandir ve antioksidanlarin kanser riskini azalttig
bilinmektedir. Metabolizma {irlinleri ve sigara kullanimi gibi disg faktdrlerden
kaynaklanan DNA, protein ve lipid hasarlar1 viicutta cesitli oksidanlarin aciga
cikmasina sebep olur. Her ne kadar DNA onarict enzimler tarafindan bu hasarlar
onarilsa da tamamen yeterli olmaz. Antioksidan maddeler, DNA’ya zarar veren bu

reaktif oksijen bilesiklerini veya serbest radikalleri notralize ederek kanser riskini
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azaltir. Uziim cekirdeginde bol miktarda bulunan E vitamini insan viicudunda
membranda lokalize olan yagda ¢oziilebilen temel bir vitamindir. DNA hasarina
sebep olan serbest radikalleri indirgeyerek bagisiklik sistemi etkilemesini onledigi
icin E vitamini kanser onleyici bir vitamindir. Ancak gida seklinde direkt olarak
alman E vitamininin 6l¢limii alinan gidadaki yag cesidine baglidir ve zordur
(McCullough ve Giovannucci 2004).

Sicanlar tiizerinde yapilan akut ve subkronik toksisite testleri ve
genotoksisite testleri ile GSP’lerin, diisiik toksisiteye sahip bilesikler oldugu ve
antiproliferatif, antioksidatif ve antikarsinojenetik etkileri agiklanmistir (Katiyar
2008). CaCo2 hiicreleri iizerinde yapilan ¢aligmalar 10-100pg/ml oraninda GSPE
nin kolon kanserli hiicreleri 6ldiirdiiglinii ancak normal kolon hiicrelerine ait
NCM460 hiicre dizisine zarar vermedigini gostermistir (Engelbretch ve ark.
2007). Yapilan bir baska ¢alismada liziim ¢ekirdegi oziitlerinin ilerlemis prostat
kanserini durdurdugu apoptoza yol actig1 (Dhanalakshmi ve ark. 2003) ve pek ¢ok
calismayla timor baslangicimeydana gelmesi ve devamliligini kayda deger
bicimde engelledigi gosterilmistir (Durak ve ark. 2005). Ancak ham ¢ekirdek
ekstresinin tiim bu etkileri i¢in ayrica bir degerlendirme gereklidir, bu sebeple
tizim ¢ekirdegi ektrelerinden elde edilen ekstratin direkt olarak in vitro kiiltiirde
bakilmas1 bu maddelerin destek gida olarak oral yolla kullanildiklarinda insan

saglig1 i¢in etkilerinin neler oldugu konusuna 151k tutacaktir.

1.5.1.1 Resveratrol

Resveratrol (RV) pek ¢ok bitki tiiriinde 6zellikle de asmada bulunan ve iyi
bilinen bir polifenoldiir. Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene) ilk olarak
1940 yilinda beyaz bohca otugillerden Veratrum grandiflorum O. Loes
koklerinden izole edilmistir ve bu zamandan beri icinde iiziimiin de oldugu 70
farkli  bitki c¢esidinde bulundugu yapilan arastirmalarla  gdsterilmistir.
Resveratroliin Vitis vinifera® daki varligt 1976 yilinda bulgulanmig, 1992
senesinde ise sarap igeriginde de var oldugu ilk olarak rapor edilmistir. Bir ¢esit
stilbenoid olan resveratrol pek ¢ok bitki ¢esidini tarafindan bakteri ve mantar gibi

patojenlerin saldiris1 durumunda dogal olarak iiretilen bir ¢esit fenol ve fitoaleksin
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cesitidir. Fitoaleksin bitikinin herhangi bir patojenle kars1 karsiya kaldigr durumda
kendini savunmak amaciyla salgiladigi bir ¢esit toksindir. Hiicre duvarini
pargalama, hiicre biiylimesini engelleme ve hiicrenin metabolik aktivitesini bozma

gibi cesitli etkileri vardir (Glazebook ve ark. 1994, Saiko ve ark. 2008, Wang ve

ark. 2010, Yue ve ark. 2011).
‘ X ! OH
HO

Sekil 1.4. Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene; RV)

Asma ve sarap resveratrol kaynagi olarak olduk¢a onemli gidalardir.
Asmada (Vitis vinifera) mantar enfeksiyonu, UV 1s1gmma maruz kalma, ozon
tabakasinin etkileri, yaralanma gibi biyotik veya abiyotik kosullardan
kaynaklanan strese bagli olarak resveratrol sentezlenmeye bagslar. Saraplardaki
resveratrol igerigi sarap tipi, kullanilan iizlimiin ¢esidi, sarabin yapilma sekli gibi
faktorlere baglh olarak degisiklik gosterir. Resveratrol asma govdesi, yapragi,
lizim kabugu ve cekirdeginden elde edilir. Tiim bu organlardaki resveratrol
dagilimi farkliliklar gostermektedir (Wang ve ark. 2010).

Resveratrol giiclii bir antioksidan ve serbest radikal temizleyicidir. Bu
Ozellik yapisal temeli katt durumdaki molekiiler yapinin genis oranda hidrojen
bagi iceren bir aga sahip olmasi ile iligkilendirilmistir. Sahip oldugu antioksidan
aktivitesinden dolayr kimyasal sebeplerle baslayan kanser olusum siirecini
engelleyebilecegi disiiniilmektedir. Resveratrol kalp hastaliklari, kanser, viral
enfeksiyonlar, norolojik tabanli rahatsizliklar gibi pek c¢ok hastaliga karsi
koruyucu etkiye sahiptir. Tiim bunlara ek olarak yasam siiresini uzatir ve fiziksel
aktivite yetenegini arttirir, enerji verir (Colin ve ark. 2008).

Jang ve arkadaglar1 1997 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda resveratroliin
potansiyel bir kanserden koruyucu ajan oldugunu ve kanser olusumunda 6nemli 3

ana silire¢ olan timor olusumu, gelismesi ve yayilmasi gibi durumlar
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engelledigini goOstermistir. Resveratroliin kanserli hiicre hatlarinda biiylimeyi
engellemesi DNA polimeraz ve riboniikleotid rediiktaz enzimlerinin azalmasiyla
iligkilidir ki her iki enzim birden hiicre ¢ogalmasinda gorev almaktadir. Jang ve
arkadaslarinin 1997 senesinde tamamladiklar1 bu ¢alismanin ardindan resveratrol
ozellikle kansere karsi yeni kemoterdpatik ajan arastirmalarinda ¢ok siklikla
kullanilan bir bilesik haline gelmistir (Bass ve ark. 2007).

Hiicre dongiisiindeki olaylarin zamanlamasinin diizenlenmesinde bilinen
pek c¢ok protein bulunmaktadir. Organizmada bu diizenlemenin kaybi kanserin
endnemli sebeplerindendir. Hiicre dongiisiinii kontrol eden iki temel anahtar siklin
ve siklin bagimlh kinazlardir. Siklin D-1, siklin bagimli kinaz ve Cdk6’nin alt
tinite bilesigidir ve G1 fazinda hiicre dongiisiiniin kontroliinden sorumludur. Her
iki anahtar birden, hem siklin D1 hem de siklin bagimli kinazin gérevlerini yerine
getirememesi timor olusumuyla yakindan iligkilidir. Yapilan ¢aligmalarda
resveratroliin kanserli hiicredeki bu kontrolsiiz hiicre donglisiinii durdurdugu
bulgulanmistir. Apoptoz ise hiicre 6liimii ile hiicre yenilenmesi arasinda, hasarl
ve anormal hiicreleri §lime programlayarak dogal bir denge saglar. Bununla
birlikte kanserli hiicrelerde bu denge bozulur. Yapilan ¢aligmalar resveratroliin
Bcl-2, Bel-x gibi apoptozu durduran genleri baskiladigimi gostermistir. Yine bir
baska ¢alismada resveratroliin tiimor baskilayici olan ve transkripsiyonu yoneten
p53 proteininin  aktivasyonunu arttirarak  apoptoz olusumunu  sagladigi
gosterilmistir. Ayrica yine resveratroliin epidermal biiyiime faktorii, fibroblast
bliylime faktorii, timor nekroz faktor gibi pek ¢ok biiylime faktoriiniin salinimini
da engelledigi bulgulanmistir (Aggarwal ve Shishodia 2006).

Whitlock ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 caligmalarinda
resveratroliin insan bagirsak kanseri hiicreleri {izerinde tiimdr Onleyici ve
apoptozu engelleyici etkilerini gostermislerdir. Yapilan bir bagka c¢alismada
resveratroliin bilinen bir kanser Onleyici ajan olan paklitakselin hiicre hatlari
tizerindeki oldiirticli etkisini azaltip azaltmadigina bakilmis ve bu amagla insan
gbgiis kanseri hiicreleri tizerinden resveratrol ve paklitaksel birlikte denenmistir.
Enteresan bir sekilde bu kombinasyonun MDA-MB-435s, MDA-MB231 ve
SKBR-3 hiicre hatlarinda paklitaksele bagli hiicre Oliimiinii yliksek oranda

azaltigt  saptanirken MCF-7 hiicrelerinde bu durumun goézlenmedigi
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bulgulanmistir. Bu sonug¢ resveratroliin farkli kanser onleyici ajanlarla birlikte
kullanildiginda kanser tipine bagli olarak zarar verici ya da faydali etkisinin
degisebilecegi fikrini ortaya cikarmaktadir (Fukui 2010). Ko ve arkadaglarinin
2011 yilinda yaptig1 bir bagka calismada biiyiik hiicreli anplastik lenfoma hiicre
hatti (ALCL) iizerindeki etkileri degerlendirilmis ve hiicre biiylimesini
engelleyerek hiicrelerin farklilasmasini tetikledigi ve hiicreleri apoptoza tesvik
ettigi bulgulanmistir. Bir baska calismada fare lenfositik 16semi hiicrelerinde
(L1210) ve in vivo olarak farelerde resveratrol bilesiginin hiicre ¢ogalmasini
engelledigi, hiicreleri apoptoza tesvik ettigi ve hiicre dongiisiinii etkiledigi in vivo
ve in vitro olarak gosterilmistir (L1 ve ark. 2007). Wang ve arkadaglar1 2011
yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda resveratroliin anjiyojenezi engelledigini insan
gbobek kordonu hiicreleri iizerinde gostermislerdir. Azab ve arkadaslar ise yine
2011 yilinda yaptiklar1 c¢aligsmalarinda resveratroliin anti-anjiyojenik etkisini
mikro damar olusumundaki yilizdelere bakarak degerlendirmis ve diisiik
konsantrasyonlardaki resveratroliin VEGF salinimini ve anjiyojenezi tetikledigini
ancak yliksek dozlardaki resveratroliin bununu tam tersi bir etkiyle anjiyojenezi

durdurdugunu bulgulamislardir.

1.5.2 Zeytin

Zeytin (Olea europaea) Oleaceae familyasina mensup kiiglik bir agac
tiirlidiir ve anavatani bati Akdenizdir. Meyvesi ayni zamanda zeytin olarak
adlandirilir ve zeytin yagimin da ham maddesidir. Zeytin boylu bir ¢ali ve yer yer
8-15 m’ye kadar uzayabilen yapraklari her daim yesil olan uzun Omiirlii bir

agactir. Zeytinin bilimsel siniflandirmasi asagidaki gibidir (Anonim 2008);
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Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Lamiales
Familya: Olaceae
Cins: Olea

Tiir: Olea europaea

Sekil 1.5. Zeytin (Olea Europaea)

Zeytin (Olea europaea) agaglar1 Akdeniz’de binlerce yildan beri
yetistirilmektedir. Zeytin meyvesi yaginin saglik iizerine etkileri ve bu etkilerin
Akdeniz diyeti ile iligkisine dair pek c¢ok calisma bulunmaktadir. Zeytin yagi
Akdeniz diyetinin bilinen en 6nemli saglig1 destekleyen tiiketim {iriinlerinden bir
tanesidir. Kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklarda, inflamatuvar ve otoimmun
rahatsizliklarda, gogiis ve bagirsak kanserinden korunmada etkilidir (Shefler
2008).

Sadece zeytin yag1 degil ayn1 zamanda yapraklarindan da medikal amagl
faydalanilmaktadir. Zeytin yapraklar1 eski zamanlardan beri yiliksek kan basinci,
aterosiklerozis ve diyabet gibi hastaliklar1 tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Hiper
tansiyon ve kolesterol diistiriicii etkileri oldukga iyi bilinmektedir (Susalit ve ark.

2010). Zeytin yapragi ekstreleri ticari bitkisel ilag liretiminde ve marketlerde
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yaslanmay1 geciktirici iirlin olarak, bagisiklik sistemini giiclendirmek amaciyla ve
antibiyotik olarak yer almaktadir (Long ve ark. 2010).

Zeytin yapragt (Olea europaea L), saghga yararli biyoaktif
fitokimyasallarca zengin ve oldukga kolay ulasilabilen dogal bir materyaldir. Oleo
europaea L. (Oleacea) yapraklart Tunus gibi Akdeniz iilkelerinde orta kulak
iltihabi, dis eti iltithab1 ve Oksiiriik gibi bakteriyal enfeksiyonlar1 ve pek ¢ok iltihap
cesidini iyilestirmek amaciyla geleneksel tipda yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir
(Haloui ve ark. 2010). Yapilan ¢alismalar islenmemis zeytin yapragi ekstrelerinin
insan gdgiis kanseri hiicreleri (MCF-7) ve insan idrar kesesi kanserli hiicreleri (T-
24) tizerinde hiicre ¢ogalmasini engelledigini gostermektedir. Zeytin yapragi
ekstreleri icerigindeki en baskin bilesik oleuropeindir, ayn1 zamanda fenol ve
flavanoidler de bulunmaktadir. Tiim bu bilesikler yiiksek antioksidant yetenegi
olan ve entodel hiicreleri iizerinde diisiik konsantrasyonlarda hiicre ¢cogalmasini ve
kanseri engelleyen fitokimyasallardir (Vlassios ve ark. 2009). Zeytin yapragi
ekstresinin askorbik asit degerli antioksidan kapasitesi 68.93 mg/g olarak
hesaplanmistir. Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, ve Pseudomonas aeruginosa gibi
bakterilerle yapilan calismalarda zeytin yapragi ekstrelerinin oldukg¢a diisiik
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve mide, bagirsak ve akciger kanseri gibi
kanserli hiicre tipleri iizerinde %70-81 oraninda biiylimeyi engelledigi
bildirilmistir (Ko ve ark. 2010). Zeytin yapraginda (Olea europaea L) bulunan
oleuropein maddesinin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti inflamatuvar,
antitimoral ve antiproliferatif etkiye sahip oldugu (Ko ve ark. 2009, Micol ve
ark. 2005, Sudjana ve ark. 2009, Hamdi ve Castellon 2005), kanserli hiicrelerin
gelisimi ve farklilagsmasini engelledigi (Abaza ve ark. 2007, Han ve ark. 2009,
Rigacci ve ark. 2009) arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir. Bu sebeplerden
dolay1 pek cok iilkede gida destegi olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir
(Rigacci ve ark. 2009).
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1.5.2.1 Oleuropein

Oleuropein zeytin agaci ve yapraklarinda bulunan kimyasal bir bilesiktir.
IIk olarak 1908 senesinde Bourquelot ve Vintilesco tarafindan kesfedilmistir.
Meyvenin biiylimesi sirasinda meydana gelen kimyasal ve enzim aktivitelerini
sonucunda bitkide oleuropein sentezi artar ve ilerleyen siirecte oleuropeinin
indirgenmesiyle birlikte yapisindaki hdiroksitrizoller aciga c¢ikarak bitkideki
hidroksitrizol miktar1 artar. Oleuropein 3 farkli alt birim igeren bir molekiiler
yapiya sahiptir. 4-(2-hydroxyethyl) benzene-1,2-diol olarak adlandirilan ve
hidroksitrizol olarak bilinen bir polifenol, elonik asit ve glukoz molekiiliinden
olusur. Hidroksitrizol antioksidan yetenegi iyi bilinen bir fitokimyasaldir. Gallik
asitten sonra en etkili antioksidan olarak goriiliir (Chondrogianni ve ark. 2010,

Omar 2010).

Sekil 1.6. Oleuropeinin molekiiler yapisi

Bir polifenol ¢esidi olan oleuropein saglik icin pek ¢ok yarara sahiptir.
Ozellikle Akdeniz diyetinin &nemli bir pargast olan oleuropein bilesigi
antimikrobiyal, antitiimoral, antiinflamatuvar etkilere sahiptir. Reaktif oksijen
tiirlerini temizleme yeteneginden dolay1 dikkat ¢eker ve bobrek kanseri, gogiis
kanseri (Hamdi ve Calleston 2005, Menendez ve ark. 2007, Goulas ve ark. 2009,
Han ve ark. 2009, Sirianni ve ark. 2010), malin melanoma (Hamdi ve Calleston,

2005), mesane kanseri (Han ve ark. 2009) ve l16semi hiicreleri (Fabiani ve ark.,
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2006, 2008) gibi pek ¢ok timor hiicresi lizerinde yapilan caligmalarda hiicre
cogalmasii engelledigi gozlenmistir. Oleuropein ve tiirevlerinin antioksidan
aktivitesi sahip olduklar1 fonksiyonel gruplarina gore degisir (Babich ve Visioli
2002).

Yapilan arastirmalar oleuropeinin  ¢esitli faydalarin1 gozler Oniine
sermistir. Bulotta ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 bir calismada MCF-7 ve T-47D
hiicreleri ilizerinde hiicre biiylimesi, canlilifi ve anti-tiimoral aktivite ilizerine
etkilerini gostermistir. Oleuropeinin Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarda
belirleyici olan AP peptid olusumuna kovalent olmayan bir bag ile baglanarak
norokoruyucu etkiye sahip oldugu ve yine kalp hastaliklarim1i onlemede etki
oldugu bulgulanmistir (Omar 2010). MCF-7 hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
bulunan GO/G1 fazlarma etki ederek hiicre ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir
(Boullagui 2011). Damar diiz kas hiicreleri ile yapilan bir baska ¢alisma
oleuropeinin hiicre ¢ogalmasini engelledigini gdstermistir. ERK1/2 tarafindan
diizenlenen hiicre dongiisiinii bloke ederek hiicre cogalmasin1 engelleyen
oleuropein kalp rahatsizliklarina kars1 kisiyi koruma yetenegindedir (Abe ve ark.

2011).

1.6. Metallerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Metal ve metal komplekslerinin ilag olarak kullanimi ve uygulamalari
klinik ve ticari ag¢idan artan éneme sahiptir (Farrel 2004). Biitiin metaller reaktif
oksijen tiirleri tiretir ve bu 6zellik hepsinin hem karsinojenik hem de kanseri
tedavi edebilme yetenegini isaret eder. Siiperoksit dismutaz inhibisyonunun
kanser hiicreleri tizerinde secici 6liimciil etkiye sahip oldugu yapilan in vivo ve in
vitro g¢alismalarla gosterilmistir. Bu sebeple reaktif oksijen tiirleri bir yandan
kanser olusumuna sebep olurken diger yandan tiimorlerin tedavisi i¢in bir
¢oziimdiir. Ilag olarak kullaninu tartismasiz bilinen metal bilesikleri antimon
(anti-protozoal), bizmut (anti-iilser), altin (anti-artritic), demir (anti-malaryal),
glimiis (anti-mikrobiyal) ve platin (anti-kanser) seklinde siralanabilir. Anti
timoral aktivitelerini degerlendirmek amaciyla pek ¢ok metal kompleksi ve

tiirevleri aragtirllmaktadir (Desoize 2002).

25



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Pek c¢ok tiimor tlriiniin 6liimciil etkisi yiiksek aktif etkiye sahip metal
iceren ilaglarla azaltilabilir. Bu durum o6zellikler platin iceren ilaglarla yapilan
arastirmalarla kanitlanmistir. Malignansiye karst bilinen en etkin farmasoétik platin
ve platin kompleksleridir. Roberts 1960’larda Pt komplekslerinin hiicre boliinmesi
tizerindeki etkisini kanitlamig ve Rosenberg ile arkadaslari 1965 yilinda bu
durumun kanser tedavisindeki 6nemi gosteren calismalarini yayinlamislardir. Bu
tarihten itibaren platin iceren bilesikler antikanser ozelliklerinden dolayr aktif
calisilan bir alan haline gelmistir. Sisplatin, karboplatin gibi platin tiirevleri testis,
ovaryum, bas ve boyun, mesane ve akciger kanseri gibi kanser tiirlerinin
kemoterapi tedavisinde kullanilmaktadir. Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan,
bilinen ilk platin tabanl ilactir ve ayni sinifa sahip anti-timoral ajanlara model
olmustur (Michalke 2010).

Gliniimiizde altin kompleksleri platin ile olan benzerliklerinden dolay1
sisplatin tedavisine alternatif olarak goriilmektedir. Yapisal olarak altin (III)
kompleksleri sisplatin gibi platin (II) tiirevleri ile ayni geometriye sahiptir.
Bununla birlikte altin (IIT) komplekslerinin sisplatin ile benzer molekiiler hedefe
sahip olabilecekleri diistiniilmektedir (Milacic ve Dou 2009).

Altin ve altin tiirevleri pek ¢ok hastalig1 tedavi etmek amaciyla asirlardir
kullanilmaktadir. Altinin ilag olarak kullanimi ilk¢aglara kadar dayanir. Arap ve
Cin hekimleri altin soliisyonlarint pek c¢ok hastaligi iyi etmek amaciyla
kullanmuslardir. Ilerleyen yillarda Koch’un Au(CN)2-‘nin bakterositatik etkisini
kesfetmesiyle birlikte altin tiyollar1 rematoit artrit tedavisinde kullanilmaya
baslamistir. Daha sonra altin tiirevleri anti-tiimor ve anti- HIV etkilerine karsin
arastirilmiglardir  (Tiekink 2002). Ganolin ve arkadaglart 2010 yilinda
yayinladiklar1 ¢alismalarinda pek ¢ok tiimdr hiicresinde ilag direncini saglamak
amaciyla salgilanan TrxR proteinini altin kompleksleriyle inhibe etmislerdir. Altin
(IIT) komplekslerinin kanserli dokudaki tiimdr proteozomlarini hedef aldigi ve
protozom inhibisyonunu saglayarak apoptozu uyardigi gogiis kanseri hiicreleriyle
yapilan ¢alismada gosterilmistir (Milacic ve Dou 2009). Altin (III)
kompleksleriyle yapilan baska bir calismada altin kompleksleri nazofarinjel
karsinoma hiicreleri (SUNE-1, CNE-1, CNE-2, C666-1), promiyelositik 16semi
(HL-60), hepatoselliiller karsinoma (HepG2), servikal epiteliyal karsinoma
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(HeLa), oral epidermoid karsinoma (KB-3-1 ve KB-V1) hiicreleri iizerinde
denenerek sitotoksik ve antikanser etkileri gosterilmistir (Sun ve Che 2009). Altin
(I) komplekslerinden elde edilen sentezler MCF-7 (insan gogiis kanseri), MDA-
MB-231(insan gogiis kanseri), MMO96-L. (Melanoma), C180-13S (Sisplatine
direngli ovaryum kanseri) ve saglikli hiicre hatt1 olarak da NFF ( Neonatal gufle
fibroblast ) hiicreleri lizerinde denenmis ve kanserli hiicre hatlarinda normal hiicre
hatlarina gbre daha sitotoksik oldugu bulgulanmistir (Helay ve ark. 2010).

Yeni metal komplekslerinden antikanser ilaglarin tiretilmesi timit verici
ancak zor bir siiregtir. Clinkii metal iyonlar1 viicut icerisinde beklenmeyen etkiler
yaratabilir. Kemoterapinin genel amaci kanserli hiicreleri oldiirmektir ancak
metaller ayn1 zamanda saglikli hiicrelerin hiicre boliinmesini de etkiler ve serbest
radikal {retmelerinden kaynakli olarak saglikli hiicrelerde karsinojenik etki
gosterebilirler. Tim diinyada bilim adamlar1 dogal olarak elde edilen flavanoid
benzeri bilesiklerin faydalarina dikkat ¢ekmektedir. Bununla birlikte metal iyon
kompleksleriyle biaraya geldiklerinde daha etkili olabilecekleri fikri bilim
adamlarma yeni bir arastirma sahasi sunmaktadir. Flavanoidler etkin metal
selatorleridir ve serbest radikal olusumunu baslatma siirecinde anahtar rol
oynarlar. Metal selasyonu flavanoidlerin antioksidan aktivasyonunun farkli bir
mekanizmas1 olarak diisiiniilebilir. Flavanoidler metal iyonlarini kolayca selate
ederek daha kompleks bilesikler olustururlar. Yapilan arastirmalar flavanoid
eklenmis metal komplekslerinin tamamen inorganik molekiillerden olusan metal
komplekslerine gore saglikli hiicre hatlarinda daha az toksik etkiye sahip

oldugunu gostermistir (Grazul ve Budzisz 2009).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal

2.1.1 Kullamlan kimyasal malzemeler

Nutrient Mikture F—12 (HAMS, Sigma), RPMI-1640 medyum ( Sigma),
Penicilin-Streptomycin ~ (Biological  Industries), Tripsin-EDTA  solution
(Biological Industries), %0,5 lik Triton X-100 (Sigma), Sodyum bikarbonat
(Sigma), %3,7 Formaldehit (Merck), Dimethyl Sulfoxide (Sigma), Dimethyl
Sulfoxide (Carlo Erba), Formaldehit (Merck), CaCl (Merck), KCI (Sigma), NaCl
(Merck), KH,PO4 (Merck), Na,HPO4 (Merck), EDTA (Merck), MTT (Biological
Industries), DAPI (Sigma), Sivi Azot, Endotel Cell Basal medium-2(EMB-2)
(Cambrex Bio Sciences), matrijel ( BD Biosciences), Etanol (Sigma), heparin

(Sigma), Endotelyal Cell Growth Supplement (Sigma), Metanol (Sigma).

2.1.2 Kullanilan sarf malzemeler

25 cm?lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), cam meziirler, cam
pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml hacimlerinde), enjektorler 250, 500 ve 1000 ml’lik
Durham siseleri, 10 ml’lik tek kullanimlik pipetler. Steril polipropilen santrifiij
tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril 11t’lik ve tek kullanimlik filtreler (0,2

mikron ¢apinda), Thoma lama.

2.1.3 Kullanilan aletler

Sogutmal1 ve yliksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), Otoklav, Derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, manyetik karistirici, CO,
inkiibatorii (Heraus), Steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler,
kar-buz makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), Eliza Cihaz1 (ELx808-IU,
Bio-Tek), Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanalli mikropipet
(eppendorf), dagitict pipet (eppendorf).
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2.1.4 Kullanilan hiicreler

2.1.4.1 A549 hiicre kiiltiirii

A549 (insan akciger adenokarsinom epitel) hiicreleri inaktif hale
getirilmis  %10’luk Fetal Bovine Serum/Fetal Calf Serum, , Penicilin-
Streptomycin ve %7,5 NaHCO; iceren RPMI-1640 besiyerinin bulundugu 25
cm”lik flasklarda %95’lik hava ve %5 CO,’li gaz ortaminda, 37 °C’deki iceren

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

2.1.4.2 HUVEC hiicre kiiltiirii

HUVEC (insan gobek kordonu endotel hiicreleri) hiicreleri %20 Fetal
Bovine Serum, penisilin-streptomisin, sodyum bikarbonat, heparin, ECGS igeren
Nutrient Mixture Ham’s F-12 K medyumla 37°C’de % 5 CO; igeren igeren

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

2.1.4.3 Test maddelerinin ekstraksiyonu

Ogiitiilmiis zeytin yapragi ve iiziim cekirdegi materyallerinin herbiri,
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Ticari olarak satin alinan test maddeleri
metanol ekstraksiyonu ile hazirlandi. 25’er gr 6giitiilmiis iiziim ¢ekirdegi ve zeytin
yaprag: tartilarak 250mL %70’lik metanol ile birlikte ayr1 ayr1 oda sicakliginda
151k almayacak sekilde bir ay boyunca bekletilmis bu siirecin sonunda evaporator
yardimiyla metanol uzaklastirilmistir. Elde edilen 06ziit bir siire kurumaya
birakilmis ve daha sonra kullanilmistir. Ekstraksiyonlar oda sicakliginda 1sik
almayacak ve nem kapmayacak kuru bir ortamda saklanmustir.

Elde edilen iiriin uygun ¢oziicii ile diliie edilerek birlikte ¢oktiirme yontemi
uygulanmustir. Birlikte ¢oktlirme yonteminde, birden fazla bilesenin ayrilmasi
ihtimaline karst1 ¢okelme pH’s1 denetlenerek se¢imlilik  saglanmustir.
Calismalarimizda tasiyici amagla, sodyum tetrakloroaurat dihidrat kullanilmistir.
Tastyicinin adsorplayict 6zelliginden faydalanilarak eser metal iyonlarinin hem
ortam bilesenlerinden ayrilmasi hem de deristirilmesi saglanmistir. Coktiirme

isleminden sonra siizme islemi ile ¢okelek cozeltiden ayrilmis, elde edilen
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kompleks bilesikler kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir.  Kolon
kromatografisi yontemi uygulanmasinda, kolonlarda dolgu maddesi olarak
sefadex ve CH;OH:CHCIl; yiiriitiicii sistemi kullanilmistir. Reaksiyonlar ITK
yontemi ile izlenmistir. Ara {rilinlerin ve sonug iriinlerinin yapt aydinlatma
calismalarinda bilesiklerin IR, '"H NMR, Kiitle Spektroskopisi ve elementel analiz

sonuclar1 kullanilmustir.

Resveratrol Au(IIl) kompleksi:

Verim: %45; EN.: > 300 °C

IR (KBr) viax (cm™): 2943 (alifatik C-H asimetrik gerilim bandi), 1460 (C=C
gerilim bandi), 812, 745 (C-H diizlem dis1 egilme bandlari), 710 (M-O gerilim
band1), 644 (M-CI gerilim bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-ds) 8(ppm): 5.00-5.20 (2H, dd), 7.0-7.8 (7H, m),
7.8-8.0 (3H, bs).

MS(EI) (m/z): 228.25 (M").

Oleouropein Au(IIT) kompleksi:

Verim: %45; EXN.: > 300 °C

IR (KBr) Vmax (cm™): 2955 (alifatik C-H asimetrik gerilim band1), 1470 (C=C
gerilim bandi), 836, 779 (C-H diizlem dis1 egilme bandlar1), 694 (M-O gerilim
band1), 657 (M-CI gerilim bandi).

'H-NMR (400 MHz) (DMSO-dg) & (ppm): 1.8 (3H, d), 2.7-2.8 (4H, m), 3.1-3.7
(8, 10H, m), 4.4-4.5 (3H, m), 5.625 (33, 1H, q), 6.5-6.6 (4H, m), 7.825 (1H,bs)
MS(EI) (m/z): 540.514 (M.

2.1.4.4 Test maddelerinin dozlarimin hazirlanmasi

Firmadan hazir olarak alinan iiziim (Vitis vinifera) ¢ekirdegi ekstreleri
DMSO da ¢oziilerek 500pg/ml, 1000 pug/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml, 2500 pg/ml
ve 3000 pg/ml ‘lik dozlar hazirlanmistir. DMSO miktarinin final konsantrasyonu

%0,3’1i asmamustir. Test maddeleri, DMSO i¢inde ¢oziildiigii i¢in; negatif kontrol
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olarak ¢dziicii madde olan DMSO kullanilmistir. Oncelikli olarak 10ml’lik ana
sok hazirlanmis ve dozlar bu stoktan her deney i¢in diliie edilmistir. Ana stok
(+4) ° C de saklanmugtir.

Zeytin yapragindan elde edilen (Olea Europaea L.) ekstreleri etanolde
coziilerek 500ug/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml ve2000 pg/ml ‘lik dozlar
hazirlanmistir. Etanol oranmi final konsantrasyonun %2’ini agsmamistir. Test
maddeleri etanol i¢inde ¢6ziildiigli i¢in; negatif kontrol olarak da ¢dziicii madde
olan etanol kullamlmstir. Oncelikli olarak 10ml’lik ana sok hazirlanmis ve dozlar
bu stoktan her deney i¢in diliie edilmistir. Ana stok (+4)°C de saklanmustir.

Altin eklenmis formdaki liziim c¢ekirdegi ve zeytin yapragi ekstreleri
DMSO’da ¢oziilmiistiir. DMSO miktar1 final konsantrasyonunda 90,3’
asmamistir. Her iki madde iginde ayr1 ayr1 100uM, 200uM ve 300uM’lik dozlar

her deney i¢in taze olarak hazirlanmistir.

2.1.4.5 Kullanilan arac, gerecin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi
soliisyonlar aliiminyum folyolara sarili olarak otoklavda 120 °C, 1,5 atm/Hg
basingta 20 dakika, bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siire ile steril edilerek kullanilmustir.
Kullanilan bazi sivi kimyasallar 0,2 mm aralikli seliiloz nitrat filtreden gecirmek

suretiyle steril edilerek kullanilmistir.
2.2 Yontem

2.2.1 Hiicre kiiltiirii

A549 ve HUVEC hiicreleri uygun besiyerinde ve 25 cm?’lik flasklarda
yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki CO;

inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmislerdir.
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2.2.1.1 Hiicrelerin testler icin hazirlanmasi

Uygun kosullarda g¢ogalmaya birakilan hiicreler flask yilizeyini %70
oraninda kapladiklar1 zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmigtir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lami1 yardimiyla 3
kez sayilarak MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her
kuyucugunda belirlenen sayida (HUVEC i¢in 8000, A549 i¢in 5000) hiicre olacak
sekilde A549 hiicreleri i¢in% 10 FBS, HUVEC hiicreleri i¢in %20 FBS igeren
besiyerinde silispansiyon haline getirildikten sonra 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii
plakalarina 0,1 ml hiicre siispansiyonu aktarilmistir. Hiicrelerin yapigmasi ve yeni
ortama aligmasi i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon
siiresi sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyerleri uzaklagtirllmistir. Hiicrelerin
lizerine test maddelerinin sitotoksik etkilerini belirlemek iizere, test maddelerinin
istenen konsantrasyonlarini igeren taze besiyerleri ilave edilip 24 ve 48 saat

37°C’de CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

2.2.1.2 MTT ol¢iimii

Test maddeleri ile 24 ve 48 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon
siiresi sonunda besiyerleri uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/ml™ MTT soliisyonu
ile canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin
suda c¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilmistir. Canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi igin her bir
kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile
muamele edilmeyen kontrol hiicre canlilik oran1 % 100 olarak kabul edilerek,
deney hiicrelerinin canlilik oranlar yiizde olarak ifade edilmistir. Bu test 8 paralel

olarak 3 bagimsiz deneyde tekrar edilmistir (Mosmann, 1983).

2.2.1.3 Matrijel tiip ag1 olusum deneyi

Matrijel tiip olusum deneyi Quchi ve arkadaslarinin (2004) tanimladigi
sekilde yapilmistir. Bu deney i¢in HUVEC hiicreleri 6 saat boyunca %2 oraninda
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FBS iceren EBM-2 medyum igerisinde serum acglifina maruz birakilmis, daha
sonra hiicreler kaldilip 4x10* yogunlugunda matrijelin iizerine ekilerek test
maddelerinin belirlenen konsantrasyonlari uygulanmistir. 12 saatin sonunda
hiicreler inverted mikroskop yardimiyla (Olympus IX70) 10X’lik biiyiitmede

incelenerek DP70 kamera ile fotograflar1 ¢ekilmistir.

2.2.2 Istatiksel degerlendirme

MTT deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) programi kullanilmis ve elde edilen
verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Zeytin Yaprag Ekstresinin Kanserli ve Saghkh Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Etkisi

3.1.1 Zeytin yaprag ekstresinin A549 hiicreleri iizerindeki etkisi

Zeytin (Olea Europaea) yapragi ektraktinin uygulandigi A549 hiicreleri
tizerinde yapilan MTT testi sonucunda 24 saat ve 48 saat lik uygulamalarin
ardindan zeytin yaprag: ektraktinin hiicreler {izerinde doz ve zamana bagli sitoksik
etkisi oldugu gozlenmistir (Sekil 3.1). En diisik doz olan 500pg/ml’lik
konsantrasyonda 24 saat uygulamanin ardindan hiicre sayisinda % 4 oraninda bir
azalma gozlenirken 48 saatin ardindan ayni konsantrasyonun uygulandigi
hiicrelerin % 25 oraninda sayica azaldig1 gdzlenmistir. Ikinci konsantrasyon olan
750 pg/ml’lik konsantrasyonda ise 24 saatin ardindan hiicre canliligindaki azalma
% 7 oraninda azalma meydana gelir iken 48 saatin ardindan % 64 oraninda bir
azalma go6zlenmis bunu takip eden 1000 pg/ml ve 2000 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda da hiicre canliligindaki azalma artarak devam etmistir. 1000
ug/ml’lik konsantrasyon 24 saatin sonunda % 59, 48 saatin sonunda % 78
oraninda bir azalma olmustur. 2000 pg/ml’lik konsantrasyonda ise 24 saatin

sonunda % 67, 48 saatin sonunda % 78 oraninda bir azalma mevcuttur.
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Sekil 3.1 A549 hiicreleri lizerinde Zeytin (Olea europaea ) yapragi ektraktinin zamana ve

Hiicre Canlihgi (%Kontrol)

konsantrasyona bagli sitotoksik etkisi. (¥) isareti kontrol grubuna gore anlaml

farkliliklar1 gostermektedir.

3.1.2 Zeytin yaprag ekstresinin HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi

Zeytin (Olea europaea) yaprag: ektraktinin uygulandigi HUVEC hiicreleri
tizerinde yapilan MTT testi sonucunda 24saat ve 48 saat lik uygulamalarin
ardindan zeytin yapragi ektraktinin hiicreler lizerinde doz ve zamana bagl sitoksik
etkisi oldugu gozlenmistir (Sekil 3.2). En diisiik doz olan 500ug/ml’lik dozda 24
saat uygulamanin ardindan hiicre sayisinda % 7 civarinda azalmaya sebep olurken
48 saatlik uygulamanin ardindan bu azalma % 11°a ulasmistir. 1000pg/ml’lik doz
24 saatin sonunda hiicre sayisin1 % 2 civarinda arttirirken 48 saatin sonunda hiicre
sayisinda % 48 civarinda bir azalma meydana getirmistir. 2000 pg/ml’lik doz 24
saatin sonunda % 44 civarinda hiicre sayisin1 azaltirken 48 saatin sonunda % 79
civarinda hiicreleri 6ldiirmiistiir. Son doz olan 3000 pg/ml’lik doz ise 24 saatin
sonunda hiicre sayisin1 % 55 civarinda 48 saatin sonunda ise % 75 civarinda

azaltmistir.

35



@) ANADOLU UNIVERSITESI

140

130

120

110

100 + @ ETANOL 2ul/ml
90 +— ® 500pg/ml
80 -— | O 1000pg/ml

0 2000pg/ml

* = 3000pg/ml

70

60 —

50 1
40 +—

Hiicre canlih@)(%o konsantrasyon)
*

30 4 *

20 +
10 +
0 T

Giin(Zaman)

Sekil 3.2 HUVEC hiicreleri iizerinde Zeytin (Olea europa) yapragi ektraktinin zamana ve doza
bagh sitotoksik etkisi. (¥) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart

gostermektedir.

3.2 Uziim Cekirdegi Ekstresinin Kanserli ve Saghkh Hiicre Hatlar
Uzerindeki Etkisi

3.2.1 Uziim cekirdegi ekstresinin A549 hiicreleri iizerindeki etkisi

Uziim (Vitis vinifera sp) cekirdegi ekstraktinin uygulandigit  A549
hiicreleri tizerinde yapilan MTT testi sonucunda 24 ve 48 saatlik uygulamamanin
ardindan iiziim cekirdegi ekstrelerinin A549 hiicrelerine belirgin bir sitotoksik
etkisi olmadigr gozlenmistir (Sekil 3.3). En diisiikkonsantrasyon olan 500
ng/ml’lik konsantrasyonun 24 saatlik uygulamasinin ardindan hiicre canliliginda
% 30 oraninda artma goriilmiis bu oran 48 saatlik ugulamanin ardindan da yine
kontrol grubuna gore % 10 oraninda hiicre sayisit artmistir.. 1000 pg/ml’lik
konsantrasyon 24 saatin ardindan % 7 oraninda bir azalma gozlenirken 48 saatin

ardindan hiicre canliliginda kontrole gore bir artis meydana gelmemistir.
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Sekil 3.3 Uziim (Vitis vinifera) ¢ekirdek ekstresinin A549 hiicreleri iizerinde doza ve zaman bagh

sitotoksik etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gdstermektedir.

1500 pg/ml’lik konsantrasyon 24 saatlik uygulamada % 30 oraninda hiicre
canliligin1 azaltmis 48 saatin sonunda bu oran ancak %41’e ulasabilmistir. 2000
ug/ml ve 2500 pg/ml’lik konsantrasyonlarin etkileri 24 saatin sonunda
birbirlerinin aymiyken (% 20), 48 saatlik uygulamadan sonra 2000 pg/ml’lik
konsantrasyon % 33 oranina ulasan hiicre canlilifindaki azalma 2500 pg/ml’lik
konsantrasyonda % 22 oranindadir. 3000 pg/ml’lik konsantrasyonda ise 24 saat
sonra hiicre sayisinda kontrole gore % 4 oraninda bir azalma varken 48 saatin

sonunda kontrole gore azalma % 20 oranina ulasabilmistir.

3.2.2 Uziim cekirdegi ekstresinin HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi

Uziim (Vitis vinifera) gekirdegi ekstraktimn uygulandigi ~ HUVEC
hiicreleri iizerinde yapilan MTT testi sonucunda 24 ve 48 saatlik uygulamamanin
ardindan tiziim ¢ekirdegi ekstrelerinin HUVEC hiicrelerine belirgin bir sitotoksik
etkisi olmadig1 gozlenmistir (Sekil 3.4). En diisiik doz olan 500ug/ml’lik
konsantrasyonda 24 saat uygulamanin ardindan hiicre sayisinda % 3 civarinda bir
artmaya sebep olurken 48 saatlik uygulamanin ardindan hiicre canliligt % 10
civarinda artmistir. Bunu takip eden 1000ug/ml’lik konsantrasyonun 24 saat
uygulamasi hiicre canliligmi % 35 civarinda arttirmis bu oran 48 saat

uygulamasinda degismemis sabit kalmistir. Son konsantrasyon olan

37



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2000pg/ml’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasin sonucunda hiicre canlilig1 %
28 civarinda artmis, ayni konsantrasyonun 48 saat uygulamasinin sonucunda

hiicre canlilig1 % 18 civarinda azalmigtir.
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Sekil 3.4 Uziim (Vitis vinifera) cekirdek ekstresinin HUVEC hiicreleri {izerinde doza ve zaman
bagh sitotoksik etkisi. (¥) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart

gostermektedir

3.3 Zeytin Yaprag ve Uziim Cekirdegi Ekstrelerinin Kombine

Kullanimlarinin Kanserli ve Saghkh Hiicre Hatlarindaki Etkileri

3.3.1 Zeytin yapragi ve iiziim ¢ekirdegi ekstrelerinin kombine olarak

kullamildiklarinda A549 hiicreleri iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

Zeytin ve iizimden elde edilen metanol ekstraksiyonlarinin birlikte
uygulandiginda A549 hiicreleri iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla her
iki maddeden belirli dozlar segilerek kombinasyon uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar hazirlanan kombinasyonlarda iiziimiin artan dozlarinda hiicre canliliginin
da arttigt ancak iizlimiin diisiik oldugu dozlarda hiicre canliliginda azalma
oldugunu bu azalmanin zeytin yapragi ekstresinin sitotoksik etkisinden
kaynaklandigin1 gostermistir (Sekil 3.5).

Her iki ekstraksiyondan da 500 pg/ml’lik konsantrasyonlar bir arada
uygulandiginda 24 saatin sonunda % 58 civarinda hiicre canlili1 azalir iken 48
saatin sonunda kontrol grubuna goére % 62 civarinda bir azalma meydana

gelmigtir. 500 pg/ml’lik konsantrasyon zeytin yapragi ekstrakti i¢in sabit tutularak
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lizimiin dozu arttirildiginda hiicre canliliginda 1000 pg/ml’lik iiztim c¢ekirdegiyle
yapilan kombinasyonda 24 saatin sonunda % 55, 48 saatin sonunda % 47 , 1500
ug/ml’lik iziim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan kombinasyonda 24 saatin sonunda %
31, 48 saatin sonunda % 38, 2000 pg/ml’lik tiziim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan
kombinasyonda 24 saatin sonunda % 32, 48 saatin sonunda % 32 civarinda, 2500
ng/ml’lik iziim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan kombinasyonda 24 saatin sonunda %
26, 48 saatin sonunda % 19 civarinda bir azalma meydana gelmistir.

750 pg/ml zeytin yapragi ekstresi ile {liziim ¢ekirdegi ekstresinin ayni
konsantrasyonlart kombine edildiginde 500 pg/ml’lik iiziim ¢ekirdegi ekstresiyle
yapilan kombinasyonda 24 saatin sonunda % 57 civarinda, 48 saatlik
uygulamanin sonunda % 64 civarinda hiicre canliliginda azalma goézlenmistir.
1000 pg/ml’ lik tiziim cekirdegi ekstresiyle yapilan 24 saatlik uygulamanin
sonrasinda hiicre canliliginda % 26 civarinda 48 saatlk uygulamadan sonra %58
civarinda azalma gozlenmistir. 1500 pg/ml’ lik tiziim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan
24 saatlik uygulamanin sonrasinda hiicre canliifinda % 47, 48 saatlik
uygulamanin ardindan hiicre canliliginda % 58 civarinda azalma goézlenmistir.
2000 pg/ml’ lik iiziim cekirdegi ekstresiyle yapilan 24 saatlik uygulamanin
sonrasinda hiicre canliliginda % 36 civarinda , 48 saatilik uygulamanin ardindan
% 54 civarinda azalma gozlenmistir. 2500 pg/ml’ lik tiziim cekirdegi ekstresiyle
yapilan 24 saatlik uygulamanin sonrasinda hiicre canliliginda %33 civarinda, 48

saatlik uygulamanin ardindan % 49 civarinda azalma gozlenmistir.
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Sekil 3.5 Zeytin (Olea Europa) yaprag1 ve Uziim (Vitis vinifera) cekirdegi ekstrelerinin bir arada
uygulandiklrinda A549 hiicreleri tlizerindeki etkileri. (*) isareti kontrol grubuna gore

anlaml farkliliklar1 gostermektedir.

1000 pg/ml zeytin yapragi ekstresi ile iiziim cekirdegi ekstresinin ayni
dozlar1 kombine edildiginde 500 pg/ml’lik iiztim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan
kombinasyonda 24 saatin sonunda % 29 civarinda, 48 saatlik uygulamanin
ardinda % 39 civarinda hiicre canliliginda azalma gozlenmistir. 750 pg/ml’ lik
tizim c¢ekirdegi ekstresiyle yapilan 24 saatlik uygulamanin ardindan hiicre
canliliginda % 52 oraninda azalma gozlenirken ayni dozun 48 saatlik
uygulamasinin ardindan hiicre canliligi kontrol grubuna goére % 57 oraninda
azalmistir. 1000 pg/ml’ lik tzim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan 24 saatlik
uygulamanin sonrasinda hiicre canliliginda % 41, 48 saatlik uygulamanin
ardindan %47 civarinda azalma gozlenmistir. 1500 pg/ml’ lik iiziim cekirdegi
ekstresiyle yapilan 24 saatlik uygulamanin sonrasinda hiicre canliliginda % 37
civarinda, 48 saatlik uygulamanin ardindan %42 civarinda azalma gozlenmistir.
2000 pg/ml’ lik iiziim cekirdegi ekstresiyle yapilan 24 saatlik uygulamanin
sonrasinda hiicre canliliginda % 25 civarinda, 48 saatlik uygulamadan sonra % 33
civarinda azalma gozlenmistir. 2500 pg/ml’ lik tiziim ¢ekirdegi ekstresiyle yapilan
24 saatlik uygulamanin sonrasinda hiicre canliliginda % 6, 48 saatlik
uygulamadan sonra % 26 civarinda azalma gozlenmistir. Deneyler 3 kere tekrar

edilmistir ve sonuglar birbirini destekler niteliktedir. Deney sonuglari en etkin
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dozun 500 pg/ml zeytin yapragi ekstresi ile 500 pg/ml liziim ¢ekirdegi ekstresinin
kombine edildigi konsantrasyon oldugunu goéstermistir. 750 pg/ml zeytin yapragi
ekstresi ile 500 pg/ml’lik tziim c¢ekirdegi ekstresinin bir arada uyguandigi

konsantrasyon da hiicre sayisana oldukca etkilidir.

3.3.2 Zeytin yaprag ve iiziim ¢ekirdegi ekstrelerinin kombine olarak

kullanildiklarinda HUVEC hiicreleri iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

Zeytin ve iiziimden elde edilen metanol ekstraksiyonlarinin A549 hiicreleri
izerinde bir aradaki etkilerini degerlendirmek amaciyla her iki maddeden belirli
konsantrasyonlar secilerek kombinasyon uygulanmistir. Elde edilen sonuglar
hazirlanan  kombinasyonlarda iiziimiin artan konsantrasyonlarinda hiicre
canliligmmin da arttig1 ancak {iziimiin diisiik oldugu konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda azalma oldugunu bu azalmanin zeytin yapragi ekstresinin sitotoksik
etkisinden kaynaklandigini1 gostermistir (Sekil 3.6).

Her iki ekstraksiyondan da 500 pg/ml ‘lik dozlar bir arada uygulandiginda
hiicre canliliginda 24 saatin sonunda kontrol grubuna gore % 25 civarinda azaldigi
48 saatlik uygulamanin ardindan hiicre canliliginin kontrole gore % 67 oraninda
azaldig1 gozlenmistir. 500 pg/ml ‘lik konsantrasyon sabit tutularak ziimiin artan
konsantrasyonlari sirsiyla denenmistir. 1000 pg/ml ‘lik konsantrasyonla yapilan
kombinasyonun 24 saat uygulamasinin ardinda hiicre canlilifi kontrol grubuna
gore % 48 civarinda azalirken 48 saatlik uygulamanin ardinda hiicre canliliginda
% 53 civarinda azalma gozlenmistir. 2000 pg/ml ‘lik dozla yapilan
kombinasyonun 24 saatlik uygulamasinin ardindan hiicre canliiginda % 27
civarinda azalma go6zlenirken 48 saatin sonunda hiicre canliligindaki azalma yine
% 27 civarinda sabit kalmistir. 3000 pg/ml ‘lik konsantrasyonla yapilan
kombinasyonun 24 saatlik uygulamasi hiicre canlilig1 iizerinde % 10 civarinda
azalmaya sebep olurken 48 saatlik uygulamanin hiicre canliligina etkisi % 8

civarindadir.
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Sekil 3.6 Zeytin (Olea Europa) yaprag ve Uziim (Vitis vinifera sp.) cekirdegi ekstrelerinin bir
arada uygulandiklarimda HUVEC hiicreleri {izerindeki etkileri. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

1000 pg/ml ‘lik zeytin yaprag ekstresi ile 500pug/ml’lik iiziim cekirdegi
ekstresi kombine edilmis ve 24 saatlik uygulamanin ardinda hiicre canliliginda %
51 civarinda azalma, 48 saatlik uygulamanin ardinda ise % 57 civarinda azalma
gbzlenmistir. Zeytin yapragi ekstraksiyonunun konsantrasyonu 1000 pg/ml’ de
sabit tutulurak tliziim g¢ekirdegi ekstresinin konsantrasyonu arttirilmistir. 1000
pug/ml’lik iztim ¢ekirdegi ekstresi ile yapilan kombinasyonun 24 saatlik
uygulamasi hiicre canliligin1 % 44 civarinda azaltirken ayni kombinasyonun 48
saatlik uygulamas1 hiicre canliligin1 % 55 civarinda diistirmiistiir. 2000 pg/ml’lik
tizim c¢ekirdegi ekstresi ile yapilan kombinasyon hiicrelere 24 saat
uygulandiginda hiicre canlilig1 % 28 civarinda azalirken aynit kombinasyonun 48
saatlik uygulamas1 hiicre canliligimi % 34 civarinda azaltmistir. 3000 pg/ml’lik
lizim cekirdegi ekstresi ile yapilan kombinasyonun 24 saatlik uygulamasi hiicre
canliligin1 % 7 civarinda azaltirken ayni kombinasyonun 48 saatlik uygulamasi
hiicre canliligini % 23 civarinda azaltmustir.

2000 pg/ml ‘lik zeytin yapragi ekstresi ile yapilan kombinasyonlar ve
bunu takip eden daha yiiksek konsantrasyonlardaki kombinasyonlarda ise hiicre
canliliginda azalma degil artis meydana gelmeye baslamistir. En diisiik
konsatrasyon olan 500pg/ml’lik {iziim c¢ekirdegi ekstresi ile yapilan

kombinasyonun 24 saatlik uygulamanin ardinda hiicre canliliginda % 21 oraninda
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artis gozlenirken ayni konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinda hiicre canlilig
% 30 oraninda artmustir. 1000 pg/ml ‘lik liziim cekirdegi konsantrasyonu ile
yapilan kombinasyonda hiicre canlilig1 24 saatin sonunda % 40 oraninda artarken
ayni konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin ardindan hiicre canliigi % 71
oraninda artmistir. 2000 pg/ml’lik tiziim ¢ekirdegi ekstresi ile yapilan uygulamada
hiicre canlilig1 24 saatin sonunda % 70, 48 saatlik uygulama sonrasinda % 85
oraninda artmistir. 3000 pg/ml’lik {iziim ¢ekirdegi ekstresi ile yapilan
uygulamanin ardindan hiicre canlilig1 24 saatin sonunda % 24 artmis, 48 saatlik
uygulamanin ardindan % 1 oraninda azalmgtir.

3000 pg/ml’lik zeytin yapragi ekstresi ile yapilan kombinasyonlarin
sonuclar1 ise sOyledir; 500 pg/ml’lik liziim ¢ekirdegi ile yapilan kombinasyonun
24 saatlik uygulamasinin ardindan hiicre canliligt % 11 oraninda artmis, 48 saatlik
uygulamanin ardindan % 31 oraninda artis gozlenmistir. 1000 pg/ml’lik {iziim
cekirdegi ile yapilan uygulamanin ardindan hiicre canlilifi 24 saatin sonunda %
15, 48 saatin sonunda % 64 oraninda artmistir. Son olarak 2000 pg/ml ve 3000
ug/ml’lik liziim cekirdegi ekstresi ile yapilan kombinasyonlar birbirinin aym
sonuglar1 vermis her iki kombinasyonun da 24 saatlik yugulamasinin ardindan
hiicre canliligt % 27, 48 saatlik uygulamasinin ardindan ise % 72 oraninda

artmistir.

3.4 Sodyum tetrakloroaurat (NaAuCl4) Kullanilarak, Au(IIl) Kompleksi
Halinde Zeytin Yaprag Ekstresinden Coktiiriilen Oleouropein ve Uziim
Cekirdegi Ekstresinden Coktiiriilen Resveratrol Bilesiklerinin Kanserli ve

Saghkh Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkileri

3.4.1 Zeytin yapragi ekstresinden Au(IIl) kompleksi halinde c¢oktiiriilen

oleuropein bilesiginin A549 hiicreleri iizerindeki etkileri

Zeytin yapragindan elde edilen ekstraktlara Au kompleksleri eklenmis ve
A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri zaman ve konsantrasyona bagl
olarak degerlendirilmistir. MTT testi sonucunda yeni olusturulan bilesigin belirgin
bir sitotoksik etkisi olmadigi gozlenmistir (Sekil 3.7). En diisiik konsantrasyon

olan 20uM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinda hiicre canliligi % 5

43



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

oraninda artarken aymi konsantrasyonun 48 saat uygulamasinin ardindan hiicre
canliligt kontrol grubuna gore degismemistir. 40 uM ve 80uM’lik
konsantrasyonlarda da 24 saat ve 48 saat uygulamalarinda benzer bir etki
gostermislerdir. 100 uM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan
hiicre canliligt % 5 oraninda azalirken ayni konsantrasyonun 48 saat
uygulamasinda hiicre canliligi % 13 civarinda azalma gostermistir. 200 uM’lik
konsantrasyonun 24 saat uygulamasi ise hiicre canliligi %12, 48 saat
uygulamas1 % 17 azaltmistir. Son doz olan 300 uM’lik konsantrasyonda 24 saatin
sonunda hiicrelerin % 12’si canliligin1 yitirirken 48 saat sonra bu oran % 18’

ulagmustir.
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Sekil 3.7 Zeytin yapragi ( Olea europaea) ekstresinden Au (III) kompleksi halinde ¢oktiiriilen
oleuropein bilesiginin AS549 hiicreleri iizerinde konsantrasyona va zamana bagl etkisi.

(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.2 Zeytin yaprag ekstresinden Au(I1l) kompleksi halinde ¢oktiiriilen

oleuropein bilesiginin HUVEC hiicreleri iizerindeki etkileri

Zeytin yapragindan elde edilen ekstraktlara Au kompleksleri eklenmis ve
HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri zamana ve konsantrasyona bagl
olarak degerlendirilmistir. MTT testi sonucunda yeni olusturulan bilesigin belirgin

bir sitotoksik etkisi olmadig1 gozlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Zeytin yapragi ( Olea europaea) ekstresinden Au (III) kompleksi halinde ¢oktiiriilen
oleuropein bilesiginin HUVEC hiicreleri iizerinde konsantrasyona ve zamana bagl

etkisi. (¥) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir.

En disiik konsantrasyon olan 80uM’lik konsantrasyonun 24 saat
uygulamasinin sonucunda hiicre canliligt % 30 artarken ayni konsantrasyonun 48
saatlik uygulamasinin ardindan hiicre canliligt % 6 azalmistir. 100 pM’lik
konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan hiicre canliligr % 42 artarken
ayn1 konsantrasyonun 48 saat uygulamasinin ardindan hiicre canliligt % 14
azalmistir. 200 pM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan hiicre
canliligt % 41 artarken ayni konsantrasyonun 48 saat uygulamasimin ardindan
hiicre canliligi % 15 azalmistir. Son olarak 300 uM’lik’lik konsantrasyonun 24
saat uygulamasinin ardindan hiicre canlilif1 % 38 artarken ayni1 konsantrasyonun

48 saat uygulamasinin ardindan hiicre canlilig1 % 34 azalmustir.

3.4.3 Uziim ¢ekirdegi ekstresinden Au(IIT) kompleksi halinde ¢oktiiriilen

resveratrol bilesiginin A549 hiicreleri iizerindeki etkileri

Uziim cekirdeginde elde edilen ekstraksiyonlara Au kompleksi eklenerek
elde edilen yeni bilesik A549 hiicreleri lizerine denemis ve yapilan MTT testleri
sonucunda belirgin bir sitotoksik etki saptanmamistir (Sekil 3.9). En diisiik

konsantrasyon olan 20uM’lik dozun 24 saat uygulamasinda hiicre canliligr % 8§
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oraninda artarken ayni dozun 48 saat uygulamasinin ardindan hiicre canlilig
kontrol grubuna gore % 10 artis gostermistir. 40 pM’lik konsantrasyonun 24 saat
uygulamasinin ardindan hiicre canlilifi % 12, 48 saat uygulamasinin ardindan ise
% 18 oraninda artmigtir. 80 uM’lik konsantrasyonda ise 24 saat uygulamasinin
ardindan hiicre canliligi % 18 ve 48 saat uygulamasinda ise % 13 oraninda artis
gozlermigdir. 100 uM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan hiicre
canlilifi % 12 oraninda artarken ayni konsantrasyonun 48 saat uygulamasinda
hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore ayni oran1 korumustur. 200 pM’lik dozun 24
saat uygulamasi ise hiicre canliligint %6, 48 saat uygulamast % 6 artmistir.. Son
konsantrasyon olan 300 uM’lik konsantrasyonda 24 saatin sonunda hiicrelerin %

4’1 canliligin yitirirken 48 saat hiicre canlilig1 % 8 oraninda artmugtir.

120 2 —— = ® DMSO 2 w/ml
020uM vts+Au
100
g 0 40uM vis+ Au
s
¥ 80
< B 80uM vts+Au
B
S
£ 604 @ 100uM vistAu
]
4
2 B 200uM vistAu
Z 40
0300pM vistAu

Sekil 3.9 Uziim (Vitis vinifera) ¢ekirdegi ekstresinden ~ Au(Ill) kopmleksi halinde ¢oktiiriilen
resveratrol bilesiginin A549 hiicreleri tizerinde konsantrasyona ve zamana bagl etkisi.

(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

3.4.4 Uziim ¢ekirdegi ekstresinden Au(IIT) kompleksi halinde ¢oktiiriilen

resveratrol bilesiginin HUVEC hiicreleri iizerindeki etkileri

Uziim ¢ekirdeginde elde edilen ekstraksiyonlara Au kompleksi eklenerek
elde edilen yeni bilesik HUVEC hiicreleri iizerine denemis ve yapilan MTT

testleri sonucunda belirgin bir sitotoksik etki saptanmamistir (Sekil 3.10). En
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diisiik konsantrasyon olan 80uM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin
sonucunda hiicre canliligt % 26 artarken ayni konsantrasyonun 48 saatlik
uygulamasinin ardindan hiicre canliigt % 5 azalmistir. 100 puM’hik
konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan hiicre canliligt % 35 artarken
aynt konsantrasyonun 48 saat uygulamasmin ardindan hiicre canliligt % 12
azalmistir. 200 uM’lik konsantrasyonun 24 saat uygulamasinin ardindan hiicre
canlilign % 33 artarken ayni konsantrasyonun 48 saat uygulamasinin ardindan
hiicre canlilig1 % 19 azalmistir. Son olarak 300 pM’lik’lik konsantrasyonun 24
saat uygulamasinin ardindan hiicre canliligi % 27 artarken ayni konsantrasyonun 48

saat uygulamasinin ardindan hiicre canliligi % 19 azalmistir.
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Sekil 3.10 Uziim (Vitis vinifera) cekirdegi ekstresinden Au(Il) kopmleksi halinde ¢oktiiriilen
resveratrol bilesiginin HUVEC hiicreleri {izerinde konsantrasyona va zamana bagh

etkisi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir.

3.5 Test Maddelerinin Anjiyojenez Uzerine Etkileri

Test maddelerinin anti-anjiyojenik etkilerini belirlemek amaciyla HUVEC

hiicreleri lizerinde in vitro matrijel tiip formasyon deneyi uygulanmustir.
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3.5.1 Zeytin yaprag ekstresinin anjiyojenez iizerindeki etkisi

Sekil 3.11 HUVEC hiicreleri tizerinde Zeytin (Olea europaea) yapragi ektraktinin anjiyojenik
etkisi.A) Kontrol, B) Etanol, C)5S00pg/ml, D) 750pug/ml, E) 1000pg/ml (10X )

MTT deneylerinden elde edilen verilere gore secilen konsantrasyonlar matrijel
iizerine hiicrelerle birlikte uygulanmistir. 12 saatin sonunda en diisiik konsantrasyon olan
500 pg/ml ‘lik konsantrasyon ve onu takip eden 750 pg/ml’lik konsantrasyonda tiip
olusumunun bozulmadigi, 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda ise tiip olusumunun tamamen

bozuldugu goriilmiistiir.
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3.5.2 Uziim cekirdegi ekstresinin anjiyojenez iizerindeki etkisi

Sekil 3.12 HUVEC hiicreleri iizerinde Uziim (Vitis vinifera) gekirdegi ekstresinin anjiyojenik
etkisi. A)Kontrol, B)DMSO, C) 500 pg/ml, D)1000 pg/ml, E) 3000 pg/ml (10X)

MTT deneylerinden elde edilen verilere gore secilen konsantrasyon matrijel
iizerine hiicrelerle birlikte uygulanmigtir. 12 saatin sonunda 500 ug/ml ‘lik konsantrasyon
tip ag1 olusumunu engellemezken 1000 pg/ml ‘lik konsantrasyon ile 3000 pg/ml’lik

konsantrasyonda higbir tiip olusumu gézlenmemistir.
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3.5.3 Zeytin yaprag ekstresi ve iiziim ¢ekirdegi ekstresinin kombine

uygulamasinin anjiyojenez iizerindeki etkisi

Sekil 3.13 HUVEC hiicreleri iizerinde Uziim (Vitis Vinifera) ¢ekirdegi ekstresi ile Zeytin (Olea
Europa) yaprag ektraktinin bir arada uygulanmalarinin anjiyogenez {lizerine etkisi. A)
Kontrol, B)500 pg/ml Zeytin yapragi+1000 pg/ml Uziim ¢ekirdegi, C) 1000 pg/ml
Zeytin yapragi+500 pg/ml Uziim ¢ekirdegi (10X)

MTT deneylerinden elde edilen verilere gore secilen dozlar matrijel iizerine
hiicrelerle birlikte uygulanmistir. 12 saatin sonunda 500 pg/ml Zeytin yapragi+1000
pg/ml Uziim gekirdegi kombinasyonu ve 1000 pug/ml Zeytin yapragi+500 pg/ml Uziim

cekirdegi kombinasyonlarinda tiip ag1 olusumu gézlenmemistir.
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3.5.4 Sodyum tetrakloroaurat (NaAuCl4) kullanilarak, Au(IIT) kompleksi
halinde zeytin yapragi ekstresinden ¢oktiiriilen oleouropein ve iiziim
cekirdegi ekstresinden ¢oktiiriilen resveratrol bilesiklerinin anjiyogenez

uizerine etkileri

MTT deneylerinden elde edilen verilere gore secilen konsantrasyonlar matrijel
iizerine hiicrelerle birlikte uygulanmistir. 12 saatin sonunda 300uM Zeytin (Olea Europa)
yaprag ekstresi+Au ve 300uM Uziim (Vitis vinifer) gekirdegi ekstresi+Au dozlarinda tiip

ag1 olusumunun bozuldugu gézlenmistir.

Sekil 3.14 Zeytin (Olea europaea) yaprag ve Uziim (Vitis vinifera )cekirdegi ekstrelerinden
Au(Ill) kompleksi halinde ¢oktiiriilen oleuropein ve retverastrol bilesiklerinin
anjiyojenez iizerine etkisi. A) Kontrol, B) DMSO, C) 300uM Oleuropein bilesigi, D)
300uM Resveratrol bilesigi (10X)
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4.TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Dogal maddeler son yillarda cesitli hastaliklarin tedavisine yonelik ilag
tiretiminde kullanilmak amaciyla 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir.
Yurdumuz cografik konumu ve verimli toprak yapisi sayesinde pek cok bitki
¢esidinin yetismesine elverigli ortam saglamaktadir. Gliniimiizde kanserin tibbi
olarak tedavi edilmesinde dogal kaynaklar ve tiirevlerinden elde edilen veya katki
saglanan irilinlerin kesfi ve gelistirilmesi klinik anlamda da tercih edilen bir

yontemdir (Nobili ve ark. 2009).

Zeytin  yapragt (Olea europaea L), saghiga yararli biyoaktif
fitokimyasallarca zengin ve oldukca kolay ulasilabilen dogal bir materyaldir.
Zeytin yapragi ekstrakt icerigindeki en baskin bilesik oleuropeindir, ayni1 zamanda
fenol ve flavanoidler de bulunmaktadir. Zeytin yapragi ekstraktinda bulunan
yiiksek antioksidant Ozelligine sahip fitokimyasallarin, bagisiklik sistemini
giiclendirdigi ve antitimoral etkiye sahip oldugu cesitli arastirmalarla
kanitlanmistir. Zeytin yapraginda bulunan oleuropein maddesinin antioksidan,
antianjiyojenik, antimikrobiyal, antiviral, antiinflamatuvar, antitiimoral ve
antiproliferatif etkiye sahip oldugu, kanserli hiicrelerin gelisimi ve farklilagmasini
engelledigi yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir (Hamdi ve Castellon 2005, Micol
ve ark. 2005, Ko ve ark. 2009, Sudjana ve ark. 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda iiziimden elde edilen ekstraktlarin insan
sagligi lizerinde oldukga faydali etkileri oldugu gosterilmistir. Pek ¢ok in vivo ve
in vitro ¢aligma iiziim ekstrelerinin gogiis kanseri ve akciger kanseri gibi kanser
cesitlerinde sitotoksik etki gosterdigi ve farelerle yapilan caligmalarda prostat
tiimoriinii inhibe ettigini gostermistir. Uziim cekirdekleri proantosiyanidinlerce
zengindir. Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidin oziitleri (GSPE) pek ¢ok flavonid
bileseninden olusan bir karisimdir ve etkili antioksidant aktivite gosterdigi
bilinmektedir (Hung ve ark. 2000). Uziim c¢ekirdeginde bulunan
proantosiyanidinler damar tikanikligim1 onleme, kalp damar rahatsizliklar1 ve
dislipidemi tedavisinde yaygin bicimde kullanilmaktadir (Das ve Maulik 2006).
Uziim ve {iziim ¢ekirdeginden elde edilen iiriinler aym zamanda geleneksel tipta

eklem romatizmasi, bagisiklik sistemi hastaliklar1 ve iltihap tedavilerinde
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kullanilmaktadir. Yine yapilan ¢alismalar gostermistir ki oksidatif stres ve kanser
olusumu karsisinda iyi bir kemopreventif ajandir. GSPE’lerin diisiik toksisiteye
sahip bilesikler oldugu ve antiproliferatif, antioksidatif, antikarsinogenetik ve
antianjiyojenik etkileri oldugu agiklanmistir (Wen ve ark. 2008, Gao ve ark. 2009,
Punatil ve Katiyar 2009, Akhtar ve ark. 2009, Hsu ve ark. 2009).

Hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu ve hiicresel metabolizma gibi
toksisiteyi belirleyen gosterge parametrelerin Olclilmesi in vitro sitotoksite
testlerine dayanir ( Gad 2000 ). Sitotoksisite testleri in vitro ¢alismalarda sikca
kullanimaktadir. Kiiltiire edilen hiicreler kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalari
materyallerin toksisitesinin belirlenmesinde 6énemli rol oynar ( Monteiro-Riviere
ve ark. 2009). In vitro hiicre kiiltiiriine dayali sitotoksisite belirleme testleri,
toksisiteyi belirlemekte kullanilan hayvan sayisini azaltir ve modern toksikoloji
test stratejilerinin ana dayanagi haline gelmistir. Yiiksek veri saglayan hiicre
bagimli testler biyolojik goriintiileme yaklasimlarinin baslangic basamagidir
(Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Kiiltiire edilen hiicrelerde sitotoksisite ve/veya
hiicre canliliginin belirlenmesinde birka¢ smif in vitro toksisite testi
kullanilmaktadir. Bunlar membran igerigini degerlendirerek hiicre canliliginin
belirlenmesini saglayan kolorimetrik veya floresans ozellikteki NR, MTT vb.
testlerdir (Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Tek tabakali kiiltiirlerde sitotoksisite
Ol¢timleri veya toksik madde varliginda hiicre canliliginin belirlenmesinde en sik
kullanilan testlerden biri MTT sitotoksisite testidir ( Fotakis ve Timbrell 2005,
Kroll ve ark. 2010 ).

Bu tez ¢alismasinda Zeytin (Olea Europa) yapragi ve tiziim (Vitis vinifera
sp.) cekirdegi eksrelerinin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla MTT testi
kullanilmigtir. MTT deneyi, 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5 difenil tetrozolyum
bromid, oksidatif enzimlerden birinin aktivitesini Olgerek hiicre enerji
metabolizmasini belirlemede kullanilmaktadir. Bu boya, mitokondride suksinik
dehidrogenazla ¢6ziinmeyen mor renkli bir formazan {iriiniine indirgenir (Fotakis
ve Timbrell 2005, Kroll ve ark. 2009, Monteiro-Riviere ve ark. 2009).
Tetrozolyum tuzunun mavi bir formazan {iriinii olan bromide doniisiimiine dayali
olan bu deneyler hiicre canliligin1 ve proliferasyonunu 6lgmekte yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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MTT deneyinin sonuglarina gore; arastirmamizda kullandigimiz test
maddelerinin zamana ve doza bagl olarak hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi
farklilik gostermektedir. Elde edilen verilere gbre zeytin yapragi ektresi ile
hazirlanan dozlar hem A549 hem de HUVEC hiicreleri iizerinde belirli dozlarda
sitotoksik etkiye sahiptir. A549 hiicreleri lizerinde uygulanan dozlarin 24 saatlik
muameleleri sonucunda 750ug/ml’lik doz diisiik miktarda sitotoksik etkiye
sahipken ayn1 dozun 48 saatlik uygulamasi hiicre canliligini1 % 50’den daha fazla
azaltmistir. 1000 pg/ml’lik dozda ise 24 saatten itibaren hiicre canliligi belirgin
bigimde azalmaya baslamistir. Literatiirde MCF-7 (Insan gogiis kanseri) hiicreleri
ile yapilan bir ¢calismada zeytin yapragi ekstrelerinin doza bagh sitotoksik etkisi
gosterilmistir (Bouallagi ve ark. 2011). Uziim gekirdegi ekstreleri ise her iki grup
icin belirgin bir sitotoksik etkiye sahip degildir. Aksine belirli dozlarda hiicre
sayisini ¢ogaltan bir etki mevcuttur. Literatiirde farkli bolgelerde yetistirilmis
liziimlere ait cekirdek ekstreleri MCF-7 (Insan gogiis kanseri), MKN45 (Gastrit
adenokarsinoma), HCT116 (Kolorektal karsinoma), NCI-H460 (akciger kanseri)
hiicreleri ilizerinde uygulanmis ve degisik hiicre gruplarinda farkli sitotoksik
etkiler gozlendigi rapor edilmistir, baz1 ekstreler sitotoksik etkiye sahipken
bazilariin belirgin bir sitotoksik etkisi olmadigi bildirilmistir. Bu durumun
toplanan liziimlerin yetistirildigi bolgedeki iklim kosullari, toprak verimliligi ve
cografik konumla iliskili oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir

(Sung ve Lee 2010, Sybilska ve Asztemborska 2002).

Zeytin ve liziim ekstraksiyonun bir arada uygulandigina dair literatiirde
yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Elde ettigimiz bulgularimiz iki
ektraksiyonun kombine uygulamalarmmin A549 ve HUVEC hiicreleri iizerinde
lizim konsantrasyonun ¢okluguna bagli olarak degisim gosterdigini
vurgulamaktadir. Uziim konsantrasyonunun yiiksek oldugu dozlarda sitotoksik
etki azalirken diisiik oldugu dozlarda sitotoksik etki zeytin yapragi

ekstraksiyonunun etkisine bagli olarak artmaktadir.

Ekstraksiyonlarin ayr1 ayr1 ve bir aradaki formlar in vitro olarak HUVEC
hiicreleri lizerine uygulanarak matrijel tiip formasyon deneyi gerceklestrilmistir.
Tiip ag1 olusturma yetenegine bakilarak ekstrelerin anjiyojenik ve anti-anjiyojenik

etkileri degerlendirilmistir. Tiimoriin beslenmesi ve yayilmasinda gerekli olan kan
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damarlarinin olugmasi siirecini kapsayan anjiyogenezisin inhibe edilmesi kanseri
tedavi edebilme siirecinde en onemli basamak olarak degerlendirebilir (Teicher,
2011). Zeytin yapragindan elde edilen ekstraksiyondan hazirlanan dozlarin
1000pg/ml’lik dozda tiip agin1 tam olarak bozmaya bagladigi gozlenmistir.
Herhangi bir sitotoksik etkisi goriilmeyen iiziimiin ise {i¢ farkli dozu se¢ilmis ve
1000pug/ml ve 3000ug/ml’lik dozlarin 12 saatlik uygulamanin ardindan tiip ag1
olusumunu tamamen engelledigi gozlenmistir. Kombinasyonlar i¢in de en toksik
dozlar uygulanmis ve bu dozlarin tiip ag1 olusumunu da tamamen durdurdugu
gozlenmigtir. Literatiirde antioksidan aktivitesi yiiksek flavanol bilesigi iceren
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin sitotoksik olmayan dozlar1 matrijel tiip agi
olusum deneyinde degerlendirilmis ve toksik olmayan dozlarda anjiyogenezin
inhibe edildigi gézlenmistir (Kim ve ark., 2006). Kanseri hedef alan ila¢ ve tedavi
yontemlerindeki en biiyiikk problem tiimoér metatstazint Snlemeye ¢aligirken
mevcut saglikli hiicreleri de 6ldiirmektir. Bu sebeple sitotoksik olmayan dozlarin

anjiyojenezi engellemis olmasi ¢ok dnemlidir (Granados ve ark. 2010).

Yeni terapotik ajanlarin kesfinde kullanilan en yaygin yontemlerden bir
tanesi de bilinen ajanlardan elde edilen yeni tiirevlerin farkli kombinasyonlarini
uygulayarak hem daha etkin hem de daha az yan etkiye sahip yeni kanser
ajanlarinin kesfidir. Bu amacla pek ¢ok farkli ¢alisma ve yaklasim uygulanmustir.
Kramer ve ark. 1994 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda klorombosil, peptid ilaglart
ve HMG-CoA rediiktaz inhibitorlerini 3 durumundaki kolik asit ve tilirevleri ile
eslestirmislerdir. Parshke ve arkadaslar1 ise 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda
sisplatin analoglarini tasiyict molekiiller araciligiyle hedef ilag¢ liretmek amaciyla
baglamiglardir. Diger bir strateji de direkt olarak tiimorii hedef alan ilaglar
kesfedebilmektir. Criado ve arkadaslart 2003 yilinda yaptiklari ¢aligmalarinda
altin ve platin kompleksleri ile safra kesesi asitlerini baglayarak biyolojik asitten

tasiyici olarak yararlanmaya calismislardir.

Yiiksek miktarda polifenol igeren bitki ekstreleri endotel fonksiyonu
fazlalastirmak suretiyle antioksidan etkiyi arttirirlar (Lluis ve ark. 2011). Ayn
zamanda bitkilerde bulunan bu polifenollerin antioksidan kapasitesi redox

potansiyelleri ve metal selasyonuna karsi da etkilidir. Metallerin viicut icerisinde
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olusturduklar1 serbest radikallere baglanarak viicutla olumsuz etkilesime

girmelerini Onlerler (Perumalla ve Heittiarachchy 2011).

Sebze ve meyveler vitamin, lif ve mineral kaynag:1 olmalarmin yani sira
polifenol, terpen, alkaloid ve fenolikler gibi ¢esitli bilesikler icermektedir. Yapilan
arastirmalar meyve ve sebzelerde bulunan bu mikroniitrientlerin kanseri
Onleyebilecegini gostermistir. Resveratrol kansere etkisi iyi bilinen bir
fitokimyasaldir (Aggarwal ve Shishodia 2006). Farelerle yapilan farkl
caligmalarda oral yolla giinlik olarak tiiketilen 2,5 ile 10 mg oranindaki
resveratroliin  timdr biiylimesini, metastazi ve timor anjiyojenezini engelledigi
bulgulanmistir (Reddy ve ark. 2003). Bitkilerden elde edilen bu polifenoliin anti-
anjiyojenik etkilerine dikkat ¢ekilmistir (Cao ve ark. 2002). Yine ¢esitli bitkilerde
ozellikle zeytin yapraginda bulunun bir bagka polifenol olan oleuropeinin ise
antiproliferatif ve antioksidan etkileri MCF-7 ve T-47-D go6giis kanserli hiicre

hatlar1 lizerinde yapilan bir ¢alisma ile gdsterilmistir (Bulatto ve ark. 2011).

Altin ve tiirevleri pek ¢ok rahatsizligi tedavi etmek amaciyla asirlardir
kullanilmaktadir. Tedavi edici etkisinin yaninda altin ve tiirevlerinin pek c¢ok
toksik etkisi de bulunmaktadir. Tarihte bu toksik etkiden kurtulmak amaciyla
igilebilir altin iksirleri yapilmistir. Bu iksirler degisik bitkilerle karistirilip icilerek
altinin  toksik etkileri bertaraf edilmeye calisilmistir. Tam olarak kimyasal
ozellikleri bilinmemekle birlikte gesitli bitkiler hala altinin toksik etkisinden
kurtulmak amaciyla kullanilmaktadir (Milacic ve Dou, 2009). Bu tez kapsaminda
sitotoksik ve anjiyojenik etkilerine bakilan iki bitki ekstresinin potansiyel bir
kanser ilac1 olan Au tuzlar ile ¢oktiiriilerek elde edilen yeni bilesikler ayri ayri
degerlendirilmistir. MTT sonuglarimiz hem zeytin yapragi hem de {iziim ¢ekirdegi
ile ayr1 ayr1 ¢oktiiriilen Au tuzlarinin 24 ve 48 saat uygulamalarinda A549 ve
HUVEC hiicreleri iizerinde belirgin bir sitotoksik etkiye sahip olmadigini
gosterilmistir. Ancak in vitro tliip ag1 olusturma deneylerinde MTT testlerinde
uygulanan ve sitotoksik etkiye sahip olmayan dozlarin tiip agr olusumunu
engelledigi gozlenmistir. Tiip ag1 olsum deneylerinde pozitif kontrol olarak yine
laboratuarimizda yapilan bir baska arastirmanin sonuglar1 referans alinmistir
(Demirci ve ark. 2010). Kanser oOnleyici ilaglarin en 6nemli problemi diisiik

secicilige sahip olduklarindan saglikli hiicreleri de toksik olarak etkilemeleridir
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(Rashid ve ark. 2011). Bu baglamda altin tuzlar1 ile ¢oktiiriilerek elde edilen
oleuropein ve resveratrol bilesiklerinin yeni formlarinin hiicrelere sitotoksik etki
gostermeksizin anjiyojenezi engellemis olmasi iyi bir kanser onleyici olabilecegi

acisindan umut vericidir. Literatiirde benzer bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Literatiirde antioksidanlarla yapilmis cok sayida makale bulunmasina
karsin antioksidan etkisi bilinen bitkilerin total ekstraksiyonunun uygulandiginda
sitotoksik ve anjiyojenik etkilerinin degerlendirdigi calisma sayisi ¢ok azdir.
Ayrica farkli antioksidan etkisi bulunan bu ekstrelerin kombine uygulamalarina da
rastlanmamigtir. Ayni zamanda bu ekstraksiyonlarin potansiyel bir kanser ilact

olan Au komplekslerine baglanmas1 6zgiin bir degerlendirmedir.

Elde edilen veriler kanser tedavisi i¢in ilag¢ iiretimi ve yine gida destegi
amaciyla kullanilacak materyallerin {iretimi i¢in 151k olacak niteliktedir. Ayrica
sonuclarimiz gostermistir ki mevcut pazarda bitki ve gida destegi amaciyla
kullanilan materyalin kapsamli incelemesine ihtiya¢ vardir. Aymi sekilde
antioksidan igerigi yliksek bitki ile baglanan potansiyel ila¢ yaklasimimiz

gelistirilmeli ve daha kapsamli degerlendirilmelidir.

57



@) ANADOLU UNIVERSITESI

KAYNAKLAR

Abaza, L., Talorete, T.P., Yamada, P., Kurita, Y., Zarrouk M. ve Isoda, H. (2007),
“Induction of growth inhibition and differentiation of human leukemia
HL-60 cells by a Tunisian gerboui olive leaf extract,” Biosci. Biotechnol.
Biochem., 71, 1306—-1312.

Abe, R., Beckett, J., Abe, R., Nixon, A., Rochier, A., Yamashita, N. ve Sumpio,
B. (2011), “Olive Oil Polyphenol Oleuropein Inhibits Smooth Muscle
Cell Proliferation,” Eur J Vasc Edovasc Surg, 41, 820-814.

Aggarwal, B.B. ve Shishodia, S. (2006), “Molecular targets of dietary agents for
prevention and therapy of cancer,” biochemical pharmacology, 711,

397-1421.
Anonim (2008), Plant taxonomy, http://www.bokkilden.no/SamboWeb/
Anonim (2011), The angiogenesis foundation,

http://www.angio.org/understanding/procces.php

Akhtar, S., Meeran, S.M., Katiyar, N. ve Katiyar. S.K. (2009), “Grape seed
proanthocyanidins inhibit the growth of human non-small cell lung
cancer xenografts by targeting insulin-like growth factor binding protein-
3, tumor cell proliferation, and angiogenic factors,” Clinical cancer
research, 15, 821-31.

Babich, H., Visioli, F. (2003), “In vitro cytotoxicity to human cells in culture of
some phenolics from,” Il Farmaco, 58, 403-407.

Bamias, A. ve Dimopoulos, M.A., (2003), “Angiogenesis in human cancer:
implications in cancer therapy,” European Journal of Internal Medicine,
14, 459-469.

Bezivin, C., Delcros, J.G., Fortin, H., Amoros M. ve Boustie, J. (2003), “Toxicity
and antitumor activity of a crude extract from Lepista inversa (Scop.:Fr.)
Pat. (Agaricomycetideae): a preliminary study,” International Journal of
Medicinal Mushroom, 5, 25-30.

Bizzarri, M., Giuliani, A., Cucina, A., D’Anselmic, F., Sotod, A.M. ve
Sonnenscheind, C. (2011), “Fractal analysis in a systems biology
approach to cancer,” Seminars in Cancer Biology, 21, 175-182.

Bouallagui, Z., Han, J., Isoda, H. ve Sayadi, S. (2011), “Hydroxytyrosol rich
extract from olive leaves modulates cell cycle progression in MCF-7
human breast cancer cells,” Food and Chemical Toxicology, 49, 179-184.

Bulotta, S., Corradino, R., Celano, M., D’ Agostino, M., Maiuolo, J., Oliverio, M.,
Procopio, A., lannone, M., Rotiroti, D. ve Russo, D. (2011),
“Antiproliferative and antioxidant effects on breast cancer cells of
oleuropein and its semisynthetic peracetylated derivatives,” Food
Chemistry, 127, 1614-1609.

Cao, Y., Cao, R., Brakenhielm, E. (2002), “Antiangiogenic mechanisms of diet-
derived polyphenols,” Journal of Nutritional Biochemistry, 13, 380-390.

Chambers, A.E, MacDonald, I.C., Schmidt, E.E., Morris, V.L. ve Groom, A.C.
(2000), “Clinical targets for anti-metastasis therapy,” Adv. Cancer Res.
79, 91-121.

58



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Chen, J.J., Chen, J.J.J, Chiang, C.S., Hong, J.H. ve Yeh, CK. (2011),
“Assessment of tumor vasculature for diagnostic and therapeutic
applications in a mouse model in vivo using 25-MHz power Doppler
imaging,” Ultrasonics, 51, 925-931.

Chen, Y., Wei, X., Guo, C., Jin, H., Han, Z., Han, Y., Qiao, T., Wu, K. Ve Fan, D.
(2011), “Runx3 suppresses gastric cancer metastasis through inactivation
of MMP9 by upregulation of TIMP-1,” International Journal of Cancer,
129, 1586—1598.

Chesson, A. ve Collins, A. (1997), “Assessment of the role of diet in cancer
prevention,” Cancer Letters, 114, 237-245.

Chondrogianni, N., Chinou, I. ve Gonos, E.S. (2010), “Anti-aging Properties of the
Olive Constituent Oleuropein in Human Cells,” Olives and Olive Oil in Health
and Disease Prevention, 149, 1342-1335.

Colin, D., Lancon, A., Delmas, D., Lizard, G., Abrossinow, J., Kahn, E., Jannin,
B. ve Latruffe, N. (2008), “Antiproliferative activities of resveratrol and
related compounds in human hepatocyte derived HepG2 cells are
associated with biochemical cell disturbance revealed by fluorescence
analyses,” Biochimie, 90, 1684-1674.

Cragg, G.M. ve Newman., D.J. (2005), “Plants as a source of Anti- cancer
agents,” Journal of Ethnopharmacology, 100, 72-79.

Criado, J.J., Manzano, J.L. ve Rodrigues-Fernandez, E. (2003), “New
organotropic compounds Synthesis, characterization and reactivity of
Pt(I) and Au(Ill) complexes with bile acids: DNA interactions and ‘in
vitro’ anticancer activity,” Journal of Inorganic Biochemistry, 96, 311—
320.

Das, D.K. ve Maulik, N., (2006), “Resveratrol in cardioprotection: A therapeutic
promise of alternative medicine,” Mol. Interv., 6, 36-47.

Demirci, B., Demirci, F., Koparal, A.T. (2010),Ucucu Yag Tastyan Bazi Bitkilerin
Anjiyojenik ve Antianjiyojenik Aktiitelerinin in vivo ve in Vvitro
Yontemlerle Arastiriimast, TUBITAK arastirma projesi, Saghik Bilimleri
Aragtirma Grubu.

Desoize, B. (2004), “Metals and mteal compounds in cancer treatment,”
International Journal of Cancer research and treatment, 24, 1529-1544 .

Durak, 1., Cetin, R., Devrim, E. ve Ergiider, B.I. (2005), “Effects of black grape
extract on activities of DNA turn-over enzymes in cancerous and non-
canceorus human colon tissues,” Life Sciences, 26, 2995-3000.

Engelbrecht A.-M., Mattheyse, M., Ellis, B., Loos, B., Thomas, M., Smith, R. ve
Myburgh, K. (2007), “Proanthocynadin from grape seeds inactivates the
PI3- kinase/PKB pathway and induces apoptosis in a colon cancer cell
line,” Cancer Lett , 258, 144-153.

Farrel, N. (2004), “Metal complexes as drugs and chemotherapeutic agents,”
Comprehensive Coordination Chemistry 11,9, 809-840.

Fidler, 1.J. (2002), “Critical determinants of metastasis,” Cancer Biol.12, 89-96.

Fukui, M., Yamabe, N. ve Zhu, B.T. (2010), “Resveratrol attenuates the
anticancer efficacy of paclitaxel in human breast cancer cells in vitro and
in vivo,” European Journal of Cancer, 46, 1891-1882.

59



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Fotakis, G., Timbrell, J.A. (2006), “Cytotoxicity assays: comparision of LDH,
Neural Red, MTT and Protein Assay in hepatoma cell lines following
exposure to cadmium choloride,” Toxicology Letters, 160, 171-177.

Gad, S.C. (2000), “’In Vitro Toxicology,”” Taylor and Francis, Newyork.

Gao, N., Budhraja, A., Cheng, S., Yao, H., Zhang, Z., Shi, X., (2009), “Induction
of Apoptosis in Human Leukemia Cells by Grape Seed Extract Occurs
via Activation of c-Jun NH2-Terminal Kinase,” Clinical cancer
research, 15, 9-140.

Gao, J., Sun, L., Huo, L., LI, D. ve Zhou, J. (2010), “CYLD regulates
angiogenesis by mediating vascular endothelial cell migration,” Blood,
115, 4130-4137.

Garcia- Perez, J.V., Garia-Alvadora, M.A., Carcel, J.A. ve Mulet, A. (2010),
“Extraction kinetics modeling of antioxidants from grape stalk (Vitis
vinifera var. Bobal): Influence of drying conditions,” Jornal of Food
Engineering, 101, 49-48.

Geva, E. ve Jaffe, R.B., (2004), The Ovary, University of California, San
Francisco, California, 305-317.

Glazebrook, J. ve Ausubel, F.M. (1994), “Isolation of phytoalexin-deficient
mutants of Arabidopsis thaliana and characterization of their interactions
with bacterial pathogens,” Plant Biology, 91, 8959-8955.

Gonzalez, C.A. ve Riboli, E. (2010), “Diet and cancer prevention: Contributions
from the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
(EPIC) study,” European Journal Of Cancer 46, 2555 —2562.

Goulas, V., Exarchou, V., Troganis, A. N., Psomiadou, E., Fotsis, T., Briasoulis,
E. ve Gerothanassis, I.P. (2009), “Phytochemicals in olive-leaf extracts
and their antiproliferative activity against cancer and endothelial cells,”
Moleculer Nutrition & Food Research, 53, 600-608.

Granados-Principal, S., Quiles, J.L., Ramirez, Tortosa, C.L., Sanchez-Roviora, P.
ve Ramirez-Tortosa, MC. (2010), “New advances in molecular
mechanisms and the prevention of adriamycin toxicity by antioxidant
nutrients,” Food and Chemical Toxicology, 48, 1425-1438.

Grazul, M. ve Budzisz, E. (2009), “Biological activity of metal ions complexes of
chromones, coumarins and flavones,” Coordination Chemistry Reviews,
253, 2588-2598.

Gollucke, A.P. (2010), “Recent applications of grape polyphenols in foods,
beverages and supplements,” Recent Pat. Food Nutr. Agric., 2, 9-105.

Guo, Z., Sadler, P.J. (2000), “Medicinal inorganic chemistry,” Adv Inorg Chem,
49, 183-306.

Hamdi H.K. ve Castellon, R. (2005), “Oleuropein, a non-toxic olive iridoid, is an
anti-tumor agent and cytoskeleton disruptor,” Biochem Biophys Res
Commun, 334, 769-778.

Han, J., Talorete, T.P.N., Yamada P. ve H. Isoda, H. (2009), “Anti-proliferative
and apoptotic effects of oleuropein and hydroxytyrosol on human breast
cancer MCF-7 cells,” Cytotechnology, 59, 45-53.

Harris, A.L. ve A. Generalli, D.G. (2008), “Inhibitors of tumor angiogenesis,”
Cancer Drug Design and Discovery,(Ed: Neidle, S.), Academic Press,
University of London, UK, 357-381.

60



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Harvey, A. (2000), “Strategies for discovering drugs from previously unexplored
natural products,” DDT, 5, 294-300.

Hayes, J.E., Allen, P., Brunton, N., O’Grady, M.N. ve Kerry, J.P. (2011),
“Phenolic composition and in vitro antioxidant capacity of four
commercial phytochemical products: Olive leaf extract (Olea europaea
L.), lutein, sesamol and ellagic acid,” Food Chemistry, 126, 948-955.

Healy, P.C., Loughrey, B.T., Williams, M.L. ve Parsons, P.G. (2010), “Synthesis,
structure and cytotoxicity studies of four-coordinate bis (cis—
bis(diphenylphosphino)ethene) gold(I) complexes, [Au(dppey).]X,”
Journal of Inorganic Biochemistry,104 625—-631.

Holmgren, L., O'Reily, M.S. ve Folkman, J. (1995), “Dormancy of
micrometastases: balanced proliferation and apoptosis in the presence of
angiogenesis suppression,” Nat. Med., 1, 149-153.

Holst C.M. ve Oredsson, S.M. (2005), “Comparison of three cytotoxicity tests in
the evaluation of the cytotoxicity of a spermine analogue on human
breast cancer cell lines,” Toxicology in vitro, 19, 379-387.

Hornberg, J.J, Bruggeman, F.J, Westerhoff, H.V ve Lankelma, J. (2006), “Cancer:
a systems biology disease,” Biosystems, 83, 81-90.

Hsu, C.P., Lin, Y. H., Chou, C.C., Zhou, S.P., Hsu, Y.C., Liu, C.L., Ku, F.M. ve
Chung, Y.C. (2009), “Mechanisms of grape seed procyanidin-induced
apoptosis in colorectal carcinoma cells,” Anticancer research, 29, 9-283.

Katiyar, K. S. (2008), “Grape seed proanthocyanidines and skin cancer
prevention: Inhibition of oxidative stres and protaction of immune
system,” Mol. Nutr. Food Res., 52, 71-76.

Kaur, M., Mandair, R., Agarwal, R. ve Agarwal, C. (2008), “Grape Seed Extract
Induces Cell Cycle Arrest and Apoptosis in Human Colon Carcinoma
Cells,” Nutr Cancer., 60,2-11.

Kerbel, R. ve Folkman, J. (2002), “Clinical translation of angiogenesis
Inhibitors,” Nat. Rev. Cance, 2, 727-739.

Khan, N., Afaq, F.ve Mukhtar, H. (2010), “Lifestyle as risk factor for cancer:
Evidence from human studies,” Cancer Letters, 293, 133-143.

Kim, H.R., Lin, H.M., Biliran, H. ve Raz, A. (1999), “Cell cycle arrest and
inhibition of anoikis by galectin-3 in human breast epithelial cells.,”
Cancer Res. 59, 4148-4154.

Kim, J.D., Liu, L., Guo, W. ve Meydani, M. (2006), “Chemical structure of
flavonols in relation to modulation of angiogenesis and immune-
endothelial cell adhesion,” The Journal of Nutritional Biochemistry, 17,
165-176.

Ko, K.W., Kang, H.J. ve Lee, B.Y., (2009), “Antioxidant, antimicrobial and
antiproliferative activities of olive (Olea europea L.) leaf extracts,” Food
Science and Biotechnology, 18, 818-821.

Ko, Y.-C., Chang, C.-L., Chien, H.-F., Wu, C.-H. ve Lin, L.-L., (2011),
“Resveratrol enhances the expression of death receptor Fas/CD95 and
induces differentiation and apoptosis in anaplastic large-celllymphoma
cells,” Cancer Letters, 309, 53-46.

61



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Kolachi, N.F., Kazi, T.G., Afridi, H.I., Khan, S., Wadhwa, S.K., Shah, A.Q.,
Shah, F. ve Baig, J.A. (2010), “Determination of selenium content in
aqueous extract of medicinal plants used as herbal supplement for cancer
patients” Food and Chemical Toxicology, 48, 3327-3332.

Konukoglu, D. ve Turhan, M., (2005), “Anjiyojenezin temel molekiiler
mekanizmalar1 ve tiimdr anjiyojenezi,” Cerrahpasa Tip Dergisi, 36, 42-
48.

Korkmaz, S. (2002), Paklitaksel, kesretin, ve berberinin A549, Hela, Ht-29,
Nih3t3  hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi,
Doktora Tezi, Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Eskisehir.

Kosaraju, S.L., Labbett, D.L., Emin, M., Konczak, I.LK. ve Lundin, L. (2008),
“Delivering polyphenols for healthy ageing,” Nutrition & Dietetics, 65,
48-52.

Kreja, L. ve Seidel, H-J., (2002), “On the cytotoxicity of some microbial volatile
organic compaunds as studied in the human lung cell line A549.”
Chemosphere, 49, 105-110.

Kramer, W., Wess, A., Enhsen, K., Bock, K., Falk, E., Hoffmann, A., Neckerman,
G., Gantz, D., Schulz, S., Nickau, L., Petzinger, E., Turley, S., Dietschy,
JM. (1994), “Bile acid derived HMG-CoA reductase inhibitors,”
Biochim. Biophys. Acta, 1227, 137.

Kroll, K.M., Ferrantinia, A. ve Domany, E. (2010), “Introduction to biology and
chromosomal instabilities in cancer,” Physica A., 389, 4374-4388.

Micol, V., Caturla, N., Pérez-Fons, L., Més, V., Pérez, L., and Estepa, A. 2005),
“The olive leaf extract exhibits antiviral activity against viral
haemorrhagic septicaemia rhabdovirus (VHSV),” Antiviral Research, 66,
129-136.

Lamalice, L., Boeuf, F.L. ve Huot, J. (2007), “Endothelial Cell Migration During
Angiogenesis,” Circulation Research, 100, 782-794.

Lee, O.H. ve Lee, B.Y. (2010), “Antioxidant and antimicrobial activities of
individual and combined phenolics in Olea europaea leaf extract,”
Biosource Technology, 101, 3751-3754.

Lee, Y.J., Kim, J., Kim S.K.,, Had, S., Moke, T.S., Mitsudomif, T. ve Cho,
B.C. (2011), “Lung cancer in never smokers: Change of a mindset in the
molecular era,” Lung Cancer ,72, 9—15.

Li, Y. ve Cozzi, P.J. (2010), “Angiogenesis as a StrategicTarget for Prostate
CancerTherapy,” Medicinal Research Reviews, 30, 23--66,

Li, T., Fan, G.-X., Wang, W., Li, T. ve Yuan, Y.-K. (2007), “Resveratrol induces
apoptosis, influences IL-6 and exerts immunomodulatory effect on
mouse lymphocytic leukemia both in vitro and in vivo,” International
Immunopharmacology, 7, 1231-1221.

Lohela, M.K. ve Alitalo, K. (2003), “Vascular Endothelial Growth Factors and
their ~ Receptors in Vasculogenesis,”  Angiogenesis, and
Lymphangiogenesis, 263, 231-243.

62



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Long, H.S., Tilney, P.M. ve Van Wyk, B.-E. (2010), “The ethnobotany and
pharmacognosy of Olea europaea subsp. africana (Oleaceae),” South
African Journal of Botany, 76 324-331.

Losso, J.N. (2003), “Targetting excessive angiogenesis with functional foods and
nutraceuticals,” Trends in Food Science&Technology, 14, 455-468.

Luis, L., Rosa Nogués, M., Sanchez-Martos, V., Romeu, M., Giralt, M., Valls, J.
ve Sola, R. (2011), “Toxicology evaluation of a procyanidin-rich extract
from grape skins and seeds,” Chemical Toxicology, 49, 4-1450.

Ma, Y., Qu, Y. ve Fei, Z. (2011), “Vascular Endothelial Growth Factor in
Cerebral Ischemia,” Journal of Neuroscience Research, 89, 969-978.

Mc Cullough, M.L. ve Giovannucci, E.L. (2004), “Diet and Cancer prevantation,”
Oncogene, 23, 6349-6364.

McDonald, D.M. ve Baluk, P., (2002), “Significance of blood vessel leakiness in
cancer,” Cancer Res, 62, 5381-5385.

Michalke, B. (2010), “Platinum speciation used for elucidating activation or
inhibition of Pt-containing anti-cancer drugs,” Journal of Trace
Elements in Medicine and Biology, 24, 69-77.

Micol, V., Caturla, N., Pérez-Fons, L., Mas, V., Pérez, L. ve Estepa, A. (2005),
“The olive leaf extract exhibits antiviral activity against viral
haemorrhagic septicaemia rhabdovirus (VHSV),” Antiviral Research, 66,
129-136.

Milacic, V. ve Dou, P.Q. (2009), “The tumor proteasome as a novel target for
gold(IlT) complexes: Implications for breast cancer therapy,”
Bioinorganic and Biomedical Chemistry of Gold, 253, 1649-1660.

Miljkovié, D., Dekanski, D., Miljkovi¢, Z. ve Momg¢ilovié¢, M. (2009), “Dry olive
leaf extract ameliorates experimental autoimmune encephalomyelitis,”
Clinical Nutriton, 28, 346-350.

Mona, E.A., Hailemichael, H., Yasser, M. ve El-Awady, E.S. (2011), “Anti-
angiogenic effect of resveratrol or curcumin in Ehrlich ascites carcinoma-
bearing mice,” European Journal of Pharmacology, 652, 14-7.

Moore, M.A. (2001), “The role of chemoattraction in cancer metastases,”
Bioessays, 23, 674-676.

Monteiro-Riviere, N.A., “Inman, A.O., Zhang, Z.W. (2009), Limitations and
relative utility of screening assays to to assess engineered nanoparticle
toxicity in a human cell line,” Toxicology and Applied Pharmacology,
234, 222-235.

Mosman, T. (1983), “Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays,” Journal of
Immunological Methods, 65, 55-63.

Mouta, C., Liaw, L. ve Maciag, T. (2003), “Angiogenesis: Cellular and Molecular
Aspects of Postnatal Vessel Formation,” Handbook of Cell Signaling, (3-
5).

Munn, L.L. (2003), “Aberrant vascular architecture in tumors and its importance
in drug-based therapies,” Drug Discov. Today, 8, 396-403.

Nesaretman, K. (2008), “Multitarget therapy of cancer by tocotrenols,” Cancer
Letters, 269, 388-395.

63



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Nobili, S., Lippib, D., Ewa, W., Donninic, M., Bausi, L., Minia, E. ve Capaccioli,
S. (2009), “Natural compounds for cancer treatment and prevention,”
Pharmacological Research, 59, 365-378.

Omar, S. H. (2010), “Cardioprotective and neuroprotective roles of oleuropein in
olive,” Saudi Pharmaceutical Journal 18, 121-111.

Otock, Z.K., Hatoum, H.A., Musallam, K.M., Awada, A.H. ve Shamseddine, A.L
(2011), “Is VEGF a predictive biomarker to anti-angiogenic therapy?,”
Critical Reviews in Oncology/Hematology,79, 103—111.

Park, J.W., Choi, Y.J., Jang, M.A., Lee, Y.S., Jun, D.Y., Suh, S.I., Back, W.K,,
Suh, M.H., Jin, LN. ve Kwon, T.K. (2001), “Chemopreventive agent
resveratrol, a natural product derived from grapes, reversibly inhibits
progression through S and G2 phases of the cell cycle in U937 cells,”
Canser Letters, 163, 49-43.

Paschke, R., Kalbitz, J., Paetz, C. (2000), “Novel spacer linked bile acid-cisplatin
compounds as a model for specific drug delivery, synthesis and
characterization,” Inorg. Chim. Acta, 304, 241.

Perumalla, A.V.S., Heittiarachchy, N.S. (2011), “ Green tea and grape seed
extract-Potential application in food safety and quality,” Food Research
International, 44, 827-839.

Piccaciano, M. F., Cohen, B. E. ve Thomas, P.R. (2006) “Dietary Supplements in
cancer and therapy,” Nutritional Oncolog, 507, 516-517.

Piotrowska, M.J. ve Forys, U. (2011), “Analysis of the Hopf bifurcation for the
family of angiogenesis models,” J. Math. Anal. Appl., 382, 180-203.

Plumb, C.L. ve Coomber, B.L. (2006), “Angiogenesis, Metastasis, and
Epigenetics in Cancer,” Handbook of Immunohistochemistry and in situ
Hybridization of Human Carcinomas, 4, 253-246.

Prasasya, R.D., Tian, D. ve Kreeger, P.K. (2011), “Analysis of cancer signaling
networks by systems biology to develop therapies,” Seminars
inCancerBiology, 21, 201-206.

Punathil, T. ve Katiyar, S.K. (2009), “Inhibition of non-small cell lung cancer cell
migration by grape seed proanthocyanidins is mediated through the
inhibition of nitric oxide, guanylate cyclase, and ERK1/2,” Molecular
Carcinogenesis., 48, 232-242.

Rigacci, S., Guidotti, V., Bucciantini, M., Parri, M., Nediani, C., Cerbai, E.,
Stefani, M. ve Berti, A. (2009), “Oleuropein aglycorn prevents cytotoxic
amyloid aggregation of human amylin,”  Journal of Nutritional
Biochemistry, 21, 726-35.

Rajendran, J.G. ve Krohn, K.A. (2008), “Positron Emission Tomography Imaging
of Tumor Hypoxia and Angiogenesis: Imaging Biology and Guiding
Therapy,” Cancer Imaging: Instrumentation and Applications, 35, 212-
217.

Rak, J., Yu, J.L., Kerbel, R.S. ve Coomber, B.L. (2002), “What do oncogenic
mutations have to do with angiogenesis/vascular dependence of tumors?”
Cancer Res. 62, 1931-1934.

Rashid, S., Unyayar, A., Mazmanci, M.A., McKeow, S.R., Banat, 1L.M.,
Worthington, J. (2011), “A study of anti-cancer effects of Funalia trogii
in vitro and in vivo,” Food and Chemical Toxicology, 49, 1477-1483.

64



@» ANADOLU UNIVERSITESI

Reddy, L. Odhav, B. ve Bhoola, K.D. (2003), “Natural products for cancer
prevention: a global perspective,” Pharmacology & Therapeutics, 99 1—

13.

Saiko, P., Szakmary, A., Jaeger, W. ve Szekeres, T. (2008), “Resveratrol and its
analogs: Defense against cancer, coronary disease and neurodegenerative
maladies or just a fad?,” Mutation Research, 658, 94-68.

Sarkar, F.H., Li, Y. (2009), “Harnessing the fruiets of nature fort he development
of multi-targeted cancer therapeutics,” Cancer Treatment Reviews, 35,
597-607.

Sybliska, D., Astemborska, M. (2002), “Chiral recognition of terpenoids in some
pharmaceuticals derived from natural sources,” Journal of Biochemical
and Biophtsical Methods, 54, 187-195.

Serraa, A.T., Matiasa, A.A., Nunesa, A.V.M., Leitdob, M.C., Britoc, D., Bronzed,
R., Silvad, S., Piresd, A., Crespoe, M.T., San Romaob, M.V. ve Duarte,
C.M. (2008), “In vitro evaluation of olive- and grape-based natural
extracts as potential preservatives for food,” Innovative Food Science &
Emerging Technologies, 9,311-319.

Shao, Z.H., Wojcik, R., Dossumbekova, A., Hsu, C., Mehendale, S.R., Li, C.Q.,
Sharp, W.W.,Chang, W.T., Hamann, K.J., Yuan, C.S. ve Hoek, T.L.V.
(2009), “Grape seed proanthocyanidins protect cardiomyocytes from
Ischemia an reperfusion injury via Akt-NOS signalling,” Journal of
Cellular Biochemistry, 107, 697-705.

Shu, X., Li, H., Sun, Z., Wu, M., Ma, J., Wang, J., Wang, Q., Sun, Y., Fu, Y.,
Chen, X., Kong, Q. ve Jia L. (2010), “Identification of metabolic pattern
and bioactive form of resveratrol in human medulloblastoma cells,”
Biochemical Pharmacology, 79 1516—-1525.

Sleeman, B.D., (2003), “Tumour angiogenesis and cell motion,” Second MIT
Conference on Computational Fluid and Solid Mechanics,(Ed:_K.J.
Bathe), Elseiver, University of Leeds, Leeds, 1814-1817.

Sudjana, A. N., D’Orazio, C., Ryan, V., Rasool, N., J. Islam, Ng. N., Riley T. V.
ve Hammer, K. A. (2009), “Antimicrobial activity of commercial Olea
europaea (olive) leaf extract,” International Journal of Antimicrobial
Agents, 33, 461-463.

Sun, W.Y.R., Che, C.M. (2009), “The anti-cancer properties of gold(III)
compounds with dianionic porphyrin and tetradentate ligands,”
Bioinorganic and Biomedicinal Chemistry of Gold, 253, 1682-1691.

Sung, J. ve Lee, J. (2010), “Antioxidant and antiproliferative activities of grape
seeds from different cultivars,” Food Science Biotechnology, 19, 321-
326.

Tassi, E. ve Wellstein, A. (2007), “Angiogenesis, Basic Mechanisms and Role in
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma,” Head and Neck Cancer,

( Ed: Tassi, E.), Lombardi Cancer Center, Georgetown
University, Washington, DC, 81-100.

Tasdemiroglu, E. (2003), “Tiimor-Metastaz iligkisi; 154 pediatrik solid malign
tiimor olgusunun analizi,” Tiirk Norosirurji dergisi, 13, 008-011.

Teicher, A.B. (2011), “Antiangiogenic agents and targets: A perspective,”
Biochemical Pharmacology, 81, 6-12.

65



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Tiekink, E.R.T. (2002), “Gold derivatives for the treatment of cancer,” Critical
Reviews in Oncology/Hematology, 42, 225-248.

Voulgari, A. ve Pintzas, A. (2009), “Epithelial-mesenchymal transition in cancer
metastasis: Mechanisms, markers and strategies to overcome drug
resistance in the clinic,” Biochimica et Biophysica Acta, 1796, 75-90

Wang, W., Tang, K., Yang, H.R., Wen, P.F., Zhang, P., Wang, H.L.ve Huang,
W.D. (2010), “Distribution of resveratrol and stilbene synthase in young
grape plants (Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon) and the effect of
UV-C on its accumulation,” Plant Physiology and Biochemistry, 48,
152-142.

Wayne L. Leifert, Mahinda Y. ve Abey, W. (2008), “Grape seed and red wine
polyphenol extracts inhibit cellular cholestoral uptake, cell proliferation,
and 5-lipoxygenase activity,” Nutrition Research, 28, 842-850.

Wen, W., Lu, J.M. ve Zhang, K.Q. (2008), “Grape seed extract (GSE) inhibits
angiogenesis via suppressing Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor signaling pathway,” Cancer Prev. Res., 71, 554-561.

Whitlock, N.C., Bahn, J.H., Lee, S.-H., Eling, T.E. ve Baek, S.J. (2011),
“Resveratrol-Induced Apoptosis Is Mediated by Early Growth Response-
1, Kriippel-Like Factor 4, and Activating Transcription Factor 3,” Canser
prev research, 4, 116-27.

Velmurugan, B., Singh, R.P., Agarwal, R. ve Agarwal, C. (2010), “Dietary-
feeding of grape seed extract prevents azoxymethane-induced colonic
aberrant crypt foci formation in fischer 344 rats,” Mol Carcinog., 49,
641-52.

Yamakoshi, J., Saito, M., Kataoka, S. ve Kikuchi, M. (2002), “Safety evaluation
of proanthocyanidin-rich extract from grape seeds,” Food and Chemical
Toxicology, 40, 599-607.

Yasar, S., Sagliker, A.H., Darici, C. (2009), “Dogu Akdeniz bolgesinde (Adana)
yetisen dort odunsu bitkinin bazi toprak ve yaprak ozellikleri ile sabit yag
oranlar1,” Tiirk Bilim Arastirma Vakfi, 2, 157-161.

Yazir, Y., Gonea, S., Filiz, S. ve Dal¢ik, H. (2004), “Endotel hiicreleri i¢in 6nemli
bir protein ailesi; Vaskiiler endotel Biiyime Faktorii (VEGF), Ailenin
tiyeleri, yapisi ve sentezi,” C.U. Tip fakiiltesi dergisi, 26, 181-184.

Yuea, X., Zhanga, W. ve Deng, M. (2011), “Hyper-production of 13C-labeled
trans-resveratrol in Vitis vinifera suspension cell culture by elicitation
and in situ adsorption,” Biochemical Engineering Journal, 53, 292-296.

66



	hatice ana kapak 2003
	hatice içindekiler 2003
	tez hatice 2003

