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OZET

ALABAS (Brassica oleraceae L. var. gongylodes L.) BITKiSi
YUMRUSUNUN ETANOL EKSTRAKTININ HEPG2 HUCRELERI UZERINDE
SERGILEYECEGI SITOTOKSIK, ANTIMETASTATIK ve
ANTIANJIYOGENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hamide Ilay USMAN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. Esra AYDEMIR
Temmuz 2021; 40 sayfa

Kanser hiicre dongiisiinde meydana gelen aksakliklar ile ortaya ¢ikan hiicrelerin
kontrolsiiz olarak ¢ogalmasiyla sonuglanan bir hastaliktir. Yillar gegtikce kanserin
insanlar lizerinde artan insidansi sebebiyle bu hastaliga ¢care bulmak daha 6nemli bir hale
gelmistir. Giiniimiizde kullanilan ¢esitli tedavi yontemlerinin hastalar i¢in oldukca fazla
yan etkiye sahip oldugu aciktir. Bu zorlu tedavi siireci bilim insanlarini yeni tedaviler
veya yeni kemoterapotik bilesenler bulmaya yonlendirmektedir.

Tarihte bitkilerin hastaliklarda tedavi edici olarak kullanilmasi ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Glinimiizde de dogal bilesenlere olan ilgi gittikge artmaktadir. Kanser
ilaglarinda etken maddesi bitkisel kaynaklardan elde edilmis birgok 6rnek bulunmaktadir.
Sofralarimizda sik¢a bulunan brassicaceae sebzeleri de icerdikleri cesitli metabolitler
sayesinde onemli antikanser etkilere sahiptir. Buradan yola ¢ikilarak bir brassica sebzesi
olan alabas bitkisinin antosiyanin, izotiyosiyanat, glukosinolat ve fenolik bilesen
igeriginin yiiksekligi de goz oniine alinarak, kanserle miicadeleye katkida bulunabilecek
veriler elde etmek hedeflenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda alabag (Brassica oleraceae L. var. gongylodes L.) tiiriine ait
orneklerin yumru kisminlarindan elde edilen etanol ekstraktinin sitotoksik, antimetastatik
ve antianjiyogenik o6zellikleri arastirilmistir. Elde edilen ekstrakt iki farkli hiicre hatti
tizerine uygulanmistir. Hiicreler tizerindeki sitotoksik aktivite WST-8 Kiti, antimetastatik
aktivite MMP-9 Kiti, antianjiyogenik aktivite ise VEGF kiti uygulanarak incelenmistir.
Apoptotik bir marker olan kaspaz-3 miktar1 ise kaspaz-3 kiti kullanilarak incelenmistir.

Sonuglar ekstraktin hiicre tipi, zaman ve konsantrasyona bagl olarak sitotoksik
etkisi oldugunu gostermistir. Ekstrakt HepG2 hiicreleri igin sitotoksiktir. Elde edilen
deney sonuglarina gore, HepG2 karaciger kanseri hiicre hatt1 iizerine mor alabag
ekstraktlarinin uygulanmasi sonucunda 1Cso degeri 24 saat i¢in 25.97 ug/mL ,48 saat i¢in
23.39 pg/mL ve 72 saat i¢in 14.52 pg/mL olarak hesaplanmistir. 293T i¢in 1Csgo degeri
24 ve 48 saat igin saptanmamus fakat 72 saat i¢in bu deger 25.73 pug/mL olarak
saptanmistir.

Ekstrakt VEGF ve MMP-9 miktarlar1 {izerinde istatiksel olarak onemli bir
degisime neden olmamistir. Kaspaz-3 miktarinin ise arttigi gézlemlenmistir. Sonuglar



alabas ekstraktinin apoptotik etki gosterdigini fakat antianjiyogenik ve antimetastatik
etkisi olmadigini isaret etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: 293T, Alabas, Antikanser, HepG2, MMP-9, VEGF
JURI: Doc. Dr. Esra AYDEMIR
Prof. Dr. Bilent KAYA

Prof. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC, ANTIMETASTATIC AND
ANTIANGIOGENIC EFFECTS OF ETHANOL EXTRACT OF KOHLRABI
(Brassica oleraceae L. var. gongylodes L.) PLANT TUBER ON HEPG2 CELLS

Hamide Ilay USMAN
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
July 2021; 40 pages

Cancer is a disease that results from the uncontrolled proliferation of cells that
occurs with disruptions in the cell cycle. Over the years, due to the increasing incidence
of cancer in humans, it has become more important to find a cure for this disease. It is
clear that the various treatment methods used today have quite a lot of side effects for
patients. This challenging treatment process leads scientists to find new treatments or new
chemotherapeutic components.

The use of plants as a therapeutic in diseases dates back to ancient times. Today,
the interest in natural ingredients is increasing. There are many examples of cancer drugs
whose active ingredient is derived from herbal sources. Brassicaceae vegetables, which
are frequently found on our tables, also have important anticancer effects thanks to the
various metabolites they contain. Based on this, it is aimed to obtain data that can
contribute to the fight against cancer, taking into account the high content of anthocyanin,
isothiocyanate, glucosinolate and phenolic component of the kohlrabi plant, which is a
brassica vegetable.

In this thesis, the cytotoxic, antimetastatic and antiangiogenic properties of
ethanol extract obtained from the tubers of kohlrabi (Brassica oleraceae L. var.
gongylodes L.) species were investigated. The obtained extract was applied to two
different cell lines. The cytotoxic activity on the cells was examined by applying the
WST-8 kit, the antimetastatic activity by the MMP-9 kit, and the antiangiogenic activity
by applying the VEGF kit. The amount of caspase-3, an apoptotic marker, was analyzed
using the caspase-3 Kit.

The results showed that the extract has a cytotoxic effect depending on the cell
type, time and concentration. The extract is cytotoxic to HepG2 cells. According to the
experimental results obtained, the 1Csg value was calculated as 25.97 pg/mL for 24 hours,
23.39 ng/mL for 48 hours and 14.52 pg/mL for 72 hours as a result of the application of
purple kohlrabi extracts on HepG2 liver cancer cell line. The 1Csq value for 293T was not
determined for 24 and 48 hours, but this value was determined as 25.73 pg/mL for 72
hours.

The extract did not cause a statistically significant change on the amounts of
VEGF and MMP-9. It was observed that the amount of caspase-3 increased. The results



indicate that the kohlrabi extract has an apoptotic effect, but not an antiangiogenic and
antimetastatic effect.

KEYWORDS: 293T, Anti-cancer, HepG2, Kohlrabi, MMP-9, VEGF
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
Prof. Dr. Biillent KAYA
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ONSOZ

Cagimizin hastaligi olan kanser ile miicadele giin gegtikte 6nemli hale
gelmektedir. Diinya saglik orgiitii, gelecek yillarda kanser vakalarinin hizla artmaya
devam edecegini Ongoérmektedir. Kanser hiicrelerinin telomeraz aktiviteleri, iistiin
proliferasyon hizlari, dokulara invazyon ve metastaz yetenegi ile viicuda yayilim
gosterebilme ve kontak inhibisyon kaybi gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Bu sahip oldugu
ozellikler kanserle savasi zorlagtirmaktadir. Radyoterapi ve kemoterapi gibi tedaviler
hastalarda onemli yan etkilere neden olmaktadir. Bu sebeple, daha secici tedavi
yontemlerinin arastirilmasi hiz kesmeden devam etmektedir.

Insanlik tarihi boyunca bitkiler, hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Brassica bitkilerinin hiicre tipine ve kullanilan doza bagl olarak kanser tedavisinde
olumlu sonuglar verdigi yapilan bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Antikanser 6zellikleriyle
one ¢ikan brokolinin de bulundugu brassicaceae familyasina ait alabas bitkisinin,
yumrusu kullanilarak hazirlanan etanol ekstraktinin karaciger kanseri hiicreleri ig¢in
sitotoksik etki gdstermesi beklenirken normal hiicrelerin etkilenmemesi hedeflenmistir.
Hiicre 6limiiniin, apoptozun Kilit enzimi kaspaz-3’tin miktarinin 6l¢iilerek molekiiler
diizeyde dogrulanmasi planlanmistir. Alabag bitkisinin antianjiyogenik ve antimetastatik
etkileri icin de VEGF ve MMP-9 miktarlar1 incelenmistir.

Alabas bitkisinin kanser iizerindeki etkileriyle ilgili ¢aligma sayisinin kisith
olmasi nedeniyle projeden elde edilen bulgular bu konu i¢in uluslararasi alanda bilgi
birikimine katkida bulunacaktir. Proje sonunda ulasilacak sonuglar ise ileri diizey 6n
klinik ¢aligmalar igin kullanilip bu alanda daha genis kapsamli yeni ¢alismalar igin bir
basamak gorevi gorecektir.

Bu tezin gergeklestirilmesinde, calismam boyunca benden yardimlarini
esirgemeyen saygi deger danismanim Dog. Dr. Esra AYDEMIR ’e en igten tesekkiirlerimi
sunarim.

Calismada kullanilan insan karaciger kanseri hiicre hattin1 temin ettigimiz
Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda gorev
yapan Dr. Ogr. Uyesi Cagr1 ONER e,

Lisans ve yiiksek lisans egitimim siiresince ve akademik hayatimda 6nemini
hatirlayacagim bilgi ve tecriibelerini aktarmaktan mutluluk duyan saygi deger hocam
Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a,

Yiiksek lisansa basgladigimdan bu yana destegini esirgemeyen laboratuvar
sorumlumuz Dr. Aysegiil Cansu KILIT’e ve Kanser Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari
¢alisma arkadaslarima,
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Uzaktan da olsa manevi olarak her zaman yanimda olan, destekleri ile beni
umutlandiran degerli dostlarim Elif YALCIN ve Emrah SUNDUK’ e tesekkiir ederim.

Son olarak, kosulsuz sevgisi ile her zaman yanimda olan, manevi destekleri ile
beni ayakta tutan, beni bugiinlere getiren, yapmak istediklerimden bahsettigimde
desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen ilk 6gretmenlerim, sirtim1 yasladigim en kuvvetli
dayanaklarim, hayattaki en biiyiik moral kaynagim canim aileme, annem Giilal USMAN,
babam Oktay USMAN’a beni yetistirirken yaptiklar1 fedakarliklar ve bana olan
giivenlerinden dolay1 ve her tiirlii zorlu siireci birlikte gegirdigim iyi Ki var diye hep
stikrettigim kardesim Ali Aybars USMAN’a yiirekten tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C . Santigrat Derece

% : Yiizde

mL > Mililitre

ul : Mikrolitre

um : Mikrometre

uM : Mikromolar

ug : Mikrogram

nm : Nanometre

rpm . Dakikadaki devir sayist

Kisaltmalar

293T : Insan Embriyonik Bébrek Epitel Hiicre Hatt:
ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Bax : Bel-2 liskili X Proteini

Bcl-2 : B Hiicre Lenfoma 2

Bel-XL : B-Hiicre Lenfoma-Ekstra-Large
Caco-2 : Insan Kolon Epidermal Adenokarsinomu
CAD : Kaspaz aktive edici DNaz

CO: : Karbondioksit

COX-2 : Prostaglandin-endoperoksit sentaz 2
DL : Dalton’s Lenfoma

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO : Dimetil Siilfoksit



DNA
DNAz
DR
EDTA
FBS
HBV
HCC
HCV
HepG2
HT29
ICs0
ICAD
IL
INOS
Kaspaz
LPS
M.O.
MAPK
MCF-7
MEM-NEAA .
MMP
NF-xB
NIH-3T3
oD
PARP

PBS

: Deoksiriboniikleik Asit

: Deoksiriboniikleaz

: Oliim Reseptorii

: Etilen Diamin Tetra Asetik asit

: Fetal Bovin Serum

: Hepatit B viriisii

: Hepatoselliiler kanser

: Hepatit C viriisi

: Insan Karaciger Kanseri Hiicre Hatt1
: Insan Kolon Kanseri Hiicre Hatt1

: Yar1 Maksimum Inhibitér Konsantrasyonu
: Inaktif Kaspaz Aktive Edici DNaz

- Interldkin

- Nitrik Oksit Sentaz

: Sistein Aspartat Spesifik Proteazlari
. Lipopolisakkarit

: Milattan Once

: Mitojen Aktif Protein Kinaz

: Meme Kanseri Hiicre Hatti

Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acid

: Matriks Metaloproteinazlar

: Niikleer Faktor kappa B

: Fare Embriyonik Fibroblast

: Optik Dansite Degeri

: Poli Adenozin Riboz Polimeraz

: Fosfat Tamponlu Salin
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PIGF : Plasental Biiyiime Faktorii

RAW 264.7 : Fare Makrofaj Hiicre Hatt1

ROS : Reaktif Oksijen Tiirevleri

SFN : Siilforafan

SiHa : Serviks Karsinomu Hiicre Hatt1

SW480 : Primer Insan Kolon Adenokarsinomu Hiicre Hatti
SW620 : Metastatik Insan Kolon Adenokarsinomu Hiicre Hatt1
TO : Baslangi¢c zamani

TRAF : TNF Reseptorii Bagimli Faktor

VEGF : Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

WST-8 : Tetrazolyum Hiicre Proliferasyon Kiti
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1. GIRIS

Kanser hiicrelerin anormal / kontrolsiiz ¢ogalmasi ve metastazi ile taninan
hastaliklarin genel adidir. Diinya genelindeki en 6liimciil hastaliklardan birisidir (Reddy
vd. 2003; Tewari vd. 2019; Ruiz-Torres vd. 2017). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2030
yilinda 13,1 milyon insanin kanserden 6lecegini tahmin etmektedir (Xu ve Mao 2016;
Pandey vd. 2015). Hepatoselliiler kanser (HCC), diinya ¢apinda kanser 6liimlerinin en
yaygin tglincii nedenidir (Parikh ve Hyman 2007; Asghar ve Meyer 2012). Yasa veya
irka dayali 6nemli bir ayrim olmaksizin diinya ¢apinda kanser 6liim oranlarindaki artis
dikkate alindiginda, bu hastaligin insidansini azaltmaya yonelik her tiirlii ¢aligma bu konu
icin sarf edilen ¢abaya degmektedir (Barrios vd. 2010).

Viicutta var olan tiimorlerin olusumu, nedenleri, tanisi, tedavisi ve kalitimla
iliskisini inceleyen onkoloji; proje sayisi, klinik aragtirmalar, arastirma ve gelistirme
harcamalari agisindan son yillarda en dikkat ¢eken bilim dallarindan biridir (Xu ve Mao
2016). Cok sayida ilag, gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir fakat hali
hazirda higbir ila¢ tamamen etkili ve giivenli degildir. Kemoterapinin zararlar1 arasinda,
sagliklr hiicrelerde toksik etki, bayilma, sa¢ dokiilmesi, anemi, kolay morarma ve kanama
gibi ciddi yan etkiler bulunmaktadir. Giiniimiizde, bu yan etkilerin azaltilmasi ve tedavi
basarisi daha yiiksek yontemlerin ortaya konmasi i¢in yapilan ¢alismalar oldukga dikkat
cekicidir (Majolo vd. 2019).

M.O 480°de Hipokrat “Olumlu saglik, insanin temel yapisi ve gesitli gidalarm
giicii hakkinda hem dogal hem de insan becerilerinden kaynakli bilgileri gerektirir”
demistir. Gegmiste Hipokrat'in “insanin temel yapis1” olarak adlandirdig: terime bugiin
“genetik” denilmekte ve “Insan becerilerinden kaynaklanan gidalarin” bugiiniin diyeti
oldugu diisiiniilmektedir (Reddy vd. 2003).

Piyasada veya klinik asamada mevcut olan ilaglarin / terapdtik maddelerin
%60'mdan fazlasi dogal {irliinlere dayanmaktadir (Tewari vd. 2019). Dogal iiriinler, ilag
kesfi ve gelisimi i¢in oldukga degerli kaynaklardir. Bitkiler antik ¢aglardan beri, hastalik
onlemede ve tedavisinde kullanilmistir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) arastirmasina
gore, giinlimiizde 20.000'den fazla sifali otun hala kullanimda oldugu bildirilmektedir.
Dahasi, o6zellikle gelismekte olan tilkelerdeki diinya niifusunun iicte ikisinden fazlasi
bitkilerden hazirlanan geleneksel ilaglar1 kullanmaktadir (Tewari vd. 2019; Park ve
Pezzuto 2002; Efferth 2019).

Insanlar regetesiz satilan bitkisel ilaglar1 veya bitkisel takviyeleri kolayca
alabilirler, glivenligi ve etkinligi genellikle kati bir bilimsel temele dayanmamus olsa bile,
bu iriinleri tiiketmekte kendilerini rahat hissetmektedirler. Bitkiler aktif kimyasal
bilesenler veya plasebo etkileri nedeniyle, viicutta faydali etkiler yaratabilir ya da ilag-
ilag etkilesimleri gibi faktorler nedeniyle saglik problemi yaratabilir (Tewari vd. 2019;
Park ve Pezzuto 2002; Efferth 2019).

Bitki metabolitleri, metabolizmanin son trinleri ve ara maddeleridir. Birincil
metabolitler, canli organizmalarda normal biiylime, gelisme ve iireme gibi fizyolojik
siireglerden dogrudan sorumludur. Ikincil metabolitler ise bitki savunmasinda yer alir ve
insan saglig1 i¢in ilag olarak kullanilabilir (Park vd. 2017). Mevcut kanser ilaglarinin gogu
dogal tiriinlerden sentezlenir. Paklitaksel ve dosSetaksel gibi antikanser ilaglari; porsuk
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agacinin taksol 6zlerinden (Taxus spp.), direngli over, meme ve diger kanserleri tedavi
etmek i¢in kullanilmaktadir. Cesitli bitkilerin ekstraktlari, molekiiler seviyede hiicreleri
etkileyen ilaglara kimyasal olarak donistiiriilebilir, boylece tiimorigenezi tersine
cevirebilir veya inhibe edebilir (Reddy vd. 2003). Dogal ajanlarin ana kaynag: diyettir.
Bu dogal diyet bilesenlerinin 6nemini dogrulamak igin daha fazla klinik g¢alisma
gereklidir. Diinyanin farkli yerlerinden gelen epidemiyolojik veriler, diyet ajanlarinin
kanser iizerinde etkilerinin gozlenmesinde yarar saglayacaktir (Pandey vd. 2017).

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, istenmeyen, yasli ve hasarli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasindan sorumlu olan, siki bir sekilde kontrol edilen bir mekanizmadir.
Apoptozun en onemli 6zellikleri; heterokromatin ¢ekirdek kiitlesinde azalma, hiicre zar1
biiziilmesi ve organellerin sitoplazmadaki pozisyonunu kaybetmesidir. Apoptoz, kaspaz
8 ve 10'u kullanan, ekstrinsik yol olarak adlandirilan 6liim reseptorleri tarafindan veya
kaspaz 9'u igeren intrinsik yol ile aktive edilir. Apoptoz indiiksiyonu, sitotoksik antitimor
ajanlarin etkinligini degerlendirmede en onemli belirteglerden biridir. Bitkilerden elde
edilen bazi dogal bilesiklerin kanser hiicrelerinde bloke olan apoptotik yolaklar
indiikleyebildigi bilinmektedir (Safarzadeh vd. 2014).

Anjiyogenez ve anjiyogenik faktorlerin tiretimi, tiimor biiylimesi, invazyonu ve
metastazi i¢in gereklidir. Olusan yeni damarlar, oksijen ve besin tasir ve katabolitleri
uzaklagtirarak biiylimeyi destekler. Endotel hiicreleri, timor hiicreleri igin biiylime
faktorleri ve tiimor istilasim kolaylastiran ¢esitli matriks metalloproteinazlar: salgilar.
Genisleyen endotel yiizeyi de tiimdr hiicrelerinin metastaz i¢in dolagima katilmasina firsat
verir (Ribatti vd. 2006).

Brassica sebzelerine farkli lahana tiirleri (beyaz lahana, kirmizi lahana, Milano
lahanasi, Cin lahanasi), karnabahar, brokoli ve Briiksel lahanasi 6rnek gosterilebilir. Bu
sebzeler hem antioksidan hem de antikanserojenik o6zelliklere sahiptir. Antioksidan
vitaminler, karotenoidler ve polifenollere ek olarak, brassica sebzeleri, oldukga diisiik
antioksidan aktiviteye sahip olan biiyiik bir glukosinolat grubu igermektedir. Bu grubun
ancak hidroliz tirtinleri kansere kars1 koruma saglayabilir. Glukosinolatlar bitkiye 6zgii
mirosinaz enzimi veya viicutta bagirsak florasinin enzimatik etkisiyle izotiyosiyanatlara
parcalanip aktif hale gelmektedir (Pods¢dek 2007; Celik ve Koksal 2013).

Bu caligmada antioksidan 6zellik gosteren, glukosinolat ve indol igerigi bulunan
mor renkli alabas bitkisi yumrusunun ekstraktinin sitotoksik etkisinin karaciger kanser
hiicreleri {izerinde sergileyecegi etkinin arastirllmas: hedeflenmistir. Ayrica alabas
bitkisinde daha once calisilmamis olan antianjiyogenik ve antimetastatik etkilerinin
incelenmesi de hedeflenmektedir. Alabasin kanser iizerindeki etkileriyle ilgili
caligmalarin sayisinin sinirlt olmasi nedeniyle bu projeden elde edilen bulgular bu konuda
uluslararasi alanda bilgi birikiminin arttirilmasini saglayacaktir. Proje sonunda ulasilacak
sonuglar, bu alanda yapilacak yeni ¢alismalar i¢in kilavuz gorevi gorecektir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kanser

Kanser hiicrelerin anormal / kontrolsiiz ¢cogalmasi ve metastazi ile taninan
hastaliklarin genel adidir. Diinya genelindeki en 6liimciil hastaliklardan birisidir (Reddy
vd. 2003; Tewari vd. 2019; Ruiz-Torres vd. 2017). Genel olarak, kanser insidansi ve 6lim
orani diinya ¢apinda hizla artmaktadir. 2020’de diinya ¢apinda, tiim kanser vakalarinin
insidans orani, erkeklerde kadinlara gore %19 daha yiiksektir. Diinya ¢apinda 2020 yili
igin cinsiyet bagimli ve cinsiyet bagimsiz kanser vaka ve o6liim oranlar1 Sekil 2.1°de
gosterilmektedir (Sung vd. 2021). Giiniimiizde milyonlarca kanserli insanin yasam
uzunlugu, hastaligin erken teshis edilmesi ve basarili bir tedavi uygulanmasi sayesinde
artmaktadir. Tiim diinyada insanlarim1 etkileyen kanser, insanlik tarihi kadar eski bir
hastaliktir. Dahasi, paleopatolojik bulgular, tiimorlerin insanlar Diinya'da ortaya

¢ikmadan ¢ok Once tarih 6ncesi ¢aglarda hayvanlarda da var oldugunu gostermektedir
(Sudhakar 2009; Hajdu 2011).

Karsinogenez, ¢ok agsamali bir siirectir. Kanserin ilk asamasi, geri doniisii olmayan
hiicre degisikliklerini igermektedir. Ikinci asama, hiicrelerin klonal g¢ogalmasidir.
[lerleme asamasi, hastaligin agresifligini ve metastatik evreleri icermektedir. 100'den
fazla kanser tiirii tanimlanmustir. Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi, kanser tedavisinin
en yaygin yontemleri olarak kabul edilir, ancak bu tedavi yontemlerinin tiimii her zaman
istenilen basariy1 saglamamaktadir (Safarzadeh vd. 2014).

Kanserin fizyolojik belirtegleri olarak tiim kanserlerde ortak olan on temel 6zellik
bulunmaktadir. Bu 6zelliklerin her biri kanser tedavisi gelistirilmesinde farkli hedefler
olarak kabul edilmektedir (Hanahan ve Weinberg 2011). Bu 6zellikler:

1) D1s kaynakli biiylime sinyallerine ihtiyag duymama,

2) Biiylimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli olmama,

3) Programli hiicre 6liimiinden kacabilme,

4) Yaslanmaya direng gosterme ve sinirsiz iireme potansiyeline sahip olma,

5) Yeni kan damarlari olusturabilme (anjiyogenez),

6) Farkli dokulara saldirabilme ve bir bolgeden digerine tasinabilme (metastaz),
7) Genom kararsizlig1 ve mutasyon,

8) Enerji metabolizmasini degistirme,

9) Bagisiklik sisteminden kagma,

10) Kanserlesmeyi destekleyen inflamasyondur (Sekil 2.2).
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a) IKi CINSIVET ICIN ORTAK

Insidans Mortalite
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b Insidans Mortalite
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%42 Mesane

%44

10.1 milyon yeni vaka 5.5 milyon 8liim
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Non-hodgkin
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Uterus knrp;ll
%4.5

9.2 milyon yeni vaka

4.4 milyon 6liim

Sekil 0.1. 2020 yilinda en sik goriilen 10 kanser igin; a) her iki cinsiyet i¢in ortak vaka
ve olim orani dagilimi; (b) Erkeklerde gbzlenen vaka ve 6lim orami dagilimi; (C)

Kadinlarda goézlenen vaka ve 6liim orani dagilimi
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Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011)

Kanser, hiicrenin genetik materyali (DNA) tarafindan kontrol edilen normal hiicre
boliinmesi siireglerinde bozuklugun meydana geldigi bir hastaliktir (Reddy vd. 2003).
Tiim kanser vakalarinin yalnizca %5-10'unde genetik faktorler, geri kalan %90-95'inde
ise ¢evresel faktorler ve yasam tarzi etkilidir. Yasam tarzi faktorlerine sigara tiiketimi,
sagliksiz diyet (kizarmis yiyecekler, kirmizi et), alkol, giinese maruz kalma, ¢evresel
kirleticiler, enfeksiyonlar, stres, obezite ve fiziksel hareketsizlik 6rnek gosterilebilir
(Anand vd. 2008).

2.1.1. Apoptoz

Biiytime diizenleyici mekanizmalar, normal sartlar altinda homeostazi
stirdiirmeye ¢alisir. Bir hiicre icindeki homeostaz; proliferasyon, biiylimenin durmasi ve
apoptoz arasindaki denge ile diizenlenmektedir. Hiicre biiylimesi ve 6liim arasindaki
dengenin bozulmasi hiperplazi veya neoplazi ile sonuglanir. DNA hasari g¢evresel
faktorlerden kaynaklanabilir ve hiicre dongiisii kontrol mekanizmalarinin bozulmasina
yol agabilir. DNA hasarinin ardindan apoptozun olmasi mutasyona ugramis hiicrelerin
¢ogalmasinin dnlenmesinde 6nemlidir (Foster 2008).
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Sekil 2.3. Apoptotik hiicre 6liimiiniin farkli asamalar1 (Abou-Ghali ve Stiban 2015’ten
uyarlanmigtir.)

Hiicreler igin Kritik sayilan onkogenler veya tiimor baskilayict genlerde c¢oklu
DNA mutasyonlarinin birikmesi, hiicresel senesens veya apoptoz ile uygun sekilde
kontrol edilmezse, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna ve normal hiicrelerin kot huylu
timor hiicrelerine asamali doniisiimiine yol agabilmektedir (Longo ve Fontana 2010).

Programlanmis hiicre 6limii ya da hiicre intihar1 olarak da bilinen apoptoz
fizyolojik bir olaydir (Giiles ve Ulker 2008). Nekrozun aksine, bir hiicrenin belirli
uyaranlari aldiktan sonra aktif olarak oOlime dogru izledigi yolu tanimlamak ig¢in
kullanilir. Apoptoz tanimi 1970'lerde Kerr ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. O
yillardan bu yana, biyolojik aragtirmalarda oldukga fazla arastirilan siireglerden biri
olmustur (Wong 2011). Apoptoz, bir hiicrenin tiim igerigini paketleyip komsu hiicreler
tarafindan yutulmak {izere gonderdigi i¢in iltihaplanmaya neden olmadan yasamini
sonlandirdigs siiregtir (Abou-Ghali ve Stiban 2015).

Kaspazlar, apoptotik sinyal aginda merkezi rol alan, apoptotik hiicre 6liimiiniin
gerceklesebilmesi i¢in her durumda aktiflesmesi gereken sistein proteazlardir. Efektor
kaspazlar kendinden bir 6nceki kaspaz / kaspazlar tarafindan aktive edilerek calisirlar.
Giliniimiizde ¢ogu geleneksel kanser terapisi, kaspazlarin dolayli olarak devreye
sokulmasiyla kanser hiicresi i¢in apoptozu indiiklemektedir (Boice ve Bouchier-Hayes
2020). insan kaspazlar islevlerine gdre 2 gruba ayrilmaktadir. Kaspaz-1, kaspaz-4 ve
kaspaz-5, sitokin olgunlagsmasinda rol oynayan grup I (inflamatuar) kaspazlara aittir. Bu
proteazlar dncelikle patojenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik ile iliskilidir. Apoptozun
diizenlenmesi ise grup II kaspazlari tarafindan kontrol edilmektedir. Grup Il kaspazlari
iki kategoride incelenir:
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1-) Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10)

2-) Efektor kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) (Olsson ve Zhivotovsky
2011).

Apoptoz iki farkli yol izleyebilmektedir. Bu durum hiicre i¢i ve hiicre disi
sinyaller ile birbirinden ayrilir. Hiicre igi sinyaller, i¢sel apoptoz yolunu indiiklerken,
hiicre dis1 sinyaller dissal yol ile apoptozu indiiklemektedir. Apoptozun uygulama
asamast, bir dizi kaspazin aktivasyonunu icerir. i¢sel yolda kaspaz-9 aktiflesirken digsal
yolda kaspaz-8 aktiflesmektedir. I¢sel ve dissal yollar, kaspaz 3'e birlesir. Prokaspaz-3
aktif kaspaz-3’e doniisiir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte
kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde fragmante
olmasina neden olur (Wong 2011; Coskun ve Ozgiir 2011) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. I¢sel ve digsal yolaktan kaspaz kaskati ve inhibitorleri (Olsson ve Zhivotovsky
2011)
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2.1.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez, 6nceden var olanlar damarlardan yeni kan damarlarinin olusmasidir
(Hillen ve Griffioen 2007; Folkman 1984; Imir vd. 2018). Anjiyogenez, embriyonik
gelisim, yara iyilesmesi ve tireme gibi fizyolojik olaylarda gerceklesmektedir. Ayrica
romatoid artrit, iskemik komplikasyonlar, diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastalikta dnemli
roller tistlendigi bilinmektedir (Hillen ve Griffioen 2007).

Tiimdrler, oksijen ve besinlerin icte kalan hiicrelere diflizyon limiti nedeniyle
metabolik talepleri kisitlanmadan 6nce yaklasik 1-2 mm? boyutuna biiyiiyebilmektedir.
Timorlin boyutu arttikga hipoksik hale gelir ve anjiyogenez yoklugunda boyutlar
sinirlanir. Timoriin boyutunu arttirabilmesi i¢in, ¢evredeki kan damarlarin1 kendisine
cekmesi gerekmektedir. Boylece genisleyen doku ve organlara oksijen ve besin
saglanirken metabolik atiklar da uzaklastirilir (Sekil 2.5). Bu siireg, gesitli proanjiyogenik
ve antianjiyogenik faktorler ile diizenlenir ve tiimoriin daha fazla biiyiimesi igin 6n
kosuldur (Hillen ve Griffioen 2007; Roskoski 2007).

Kan damari

Tiimodr

Anjiogenezin
salgilanmas1 hiicre proliferasyonu inhibisyonu

Anjiogenik faktor Vaskiiler endotel

Sekil 2.5. Tiimor anjiyogenezin betimlemesi (Yoshimoto vd. 2015’ten uyarlanmistir.)

Timor kaynakli anjiyogenez, tiim tiimor yok edilene veya konakei 6lene kadar
stiresiz olarak devam eder (Folkman 1984). Kanserde, anjiyogenez sadece primer
timorlerde onemli degildir, ayn1 zamanda metastaz olusumunda da rol oynamaktadir
(Hillen ve Griffioen 2007). Yeni damarlar biiyiimeyi desteklerken endotel hiicreleri,
tiimor hiicreleri i¢in biliyiime faktorleri ve tiimor istilasini kolaylastiran ¢esitli matriks
parcalayict proteinazlar salgilar. Genisleyen bir endotel ylizeyi, tiimor hiicrelerine
dolagima girme ve metastaz yapma konusunda daha fazla firsat verir (Ribatti vd. 2006).

Anjiyogenez ve vaskiilogenez birbirleriyle karigtirtlmamalidir.
Neovaskiilarizasyon terimi yeni kan damari olusumu anlamina gelir ve ikiye ayrilir:

1) Vaskiilogenez; kan hiicrelerine ve olgun endotel hiicrelerine farklilagan
hemanjiyoblastlardan yeni kan damar1 olusumudur.

2) Anjiyogenez; anjiyogenez, kilcal damarlanma ile dnceden var olan damarlardan
yeni kan damari olusumudur.
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Vaskiilogenezin ve anjiyogenezin tam olarak gergeklesmesi icin vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) sinyali gereklidir (Roskoski 2007). VEGF, endotel
hiicre proliferasyonu ve hareketliliginin genel bir aktivatoriidiir. Mevcut damarlarin
genislemesini indiikleyen ve damar duvarinin gegirgenligini artiran bir faktordiir. Ayrica
hiicre dis1 matriksin degradasyonu i¢in matriks metaloproteinazlarin ve plazminojen
aktivatorlerinin ekspresyonunu ve ardindan endotelyal hiicre gég¢iinii artirir (Hillen ve
Griffioen 2007). insan VEGF ailesi; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D’den ve
plasental biiylime faktorii (PIGF)’den olusmaktadir. VEGF reseptor ailesi, ii¢ protein-
tirozin kinaz ve iki protein olmayan kinaz reseptoriinden (noropilin-1 ve -2) olusur.
Timor ilerlemesinde anjiyogenezin Onemi nedeniyle, VEGF sinyallesmesinin
inhibisyonu kanser tedavisi agisindan olduk¢a dnemlidir (Roskoski 2007).

Antianjiyogenez tedavisinin klinik basaris1 mevcuttur, ancak yine de siirlidir
(Jain 2005). Hastalarin az bir kisminda (yaklasik %30’unda), klasik kemoterapiye
antianjiyogenik bilesenin eklenmesi, birka¢ haftadan birka¢ aya kadar ortalama yasam
sliresini uzatabildigi gézlenmistir (Cao 2010). Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
stratejilerle  kombinasyon halinde bir tedavi kanser biiylimesini smirlamada
monoterapiden daha basarili olabilecegi diisiiniilmektedir (Bergers ve Benjamin 2003;
Jain 2005). Bevacizumab, klinik onkoloji kullanimi ig¢in ilk spesifik anjiyogenez
inhibitorii olarak kabul edilir ve basarisi, sonraki yeni antianjiyogenik ilaglarin
gelistirilmesi ve onaylanmasi i¢in 6nemli olmustur (Cao 2010).

2.2. Karaciger Kanseri

Primer karaciger kanseri, yaklagik 906.000 yeni vaka ve 830.000 o6liimle 2020
yilinda diinya capinda en sik teshis edilen altinc1 kanser ve kanser 6liimlerinin 6nde gelen
tictincii nedenidir (Parikh ve Hyman 2007; Asghar ve Meyer 2012; Sung vd. 2021).
Primer karaciger kanseri, vakalarin %75 ile %85'ini olusturan hepatoselliiler karsinomu
(HCC), %10 ila %15’ini olusturan intrahepatik kolanjiyokarsinomu ve diger nadir tiirleri
icerir (Sung vd. 2021).

Hepatoselliiler kanser olduk¢a 6nemli bir saglik sorunudur; Diinya ¢apinda her y1l
yarim milyondan fazla vaka rapor edilmektedir. Hepatoselliller kanser, erkekleri
kadinlara oranla daha ¢ok etkilemektedir (Parikh ve Hyman 2007). Hem insidans hem de
mortalite oranlari, diinya tizerinde ¢ogu bolgede erkekler arasinda kadinlara gore 2-3 kat
daha yiiksektir (Sekil 2.6). Karaciger kanseri, kiiresel insidans agisindan besinci ve
erkekler igin mortalite agisindan ikinci sirada yer almaktadir (Sung vd. 2021).
Hepatoselliiler kanser gelisimi i¢in en 6nemli klinik risk faktori, karaciger sirozudur.
Siroz gelisimi i¢in Hepatit B virlisi (HBV), Hepatit C viriisii (HCV) ile kronik
enfeksiyonlar, kronik agir alkol kullanimi, aflatoksin bulagmis gidalar, asir1 viicut agirligi,
tip 2 diyabet ve sigara en 6nemli risk faktorleridir (Parikh ve Hyman 2007; Sung vd.
2021). Ayrica, HBV veya HCV enfeksiyonunda kronik alkol kullanimi, tek basina
enfeksiyona gore hepatoselliiler kanser riskini iki katina ¢ikarmaktadir. 10 yi1ldan uzun
siire giinde 80 g'dan fazla kronik alkol kullanimi, hepatoselliiler kanser riskini 5 kat
artirmaktadir. Insiilin direnci sendromunun 2 ana belirtisi olan diyabet ve obezite
hepatoselliiler kanser riskini iki katina ¢ikarmaktadir (Parikh ve Hyman 2007).
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Karaciger kanseri
Dogu Asya
Giineydogu Asya
_Kuzey Afrika
Mikronezya / Polinezya
Melanezya
Bat1 Afrika
Giiney Avrupa
Kuzey Amerika
, Avusturalya / Yeni Zelanda
Orta Afrika
Bat1 Avrupa
Orta Amerika
Karayipler
Bat1 Asya
Dogu Avrupa
Giiney Afrika
Dogu Afrika
Bat1 Asya
Giiney Amerika

Giiney & Orta Asya

Yas standardize insidans orani (100.000 kisi bagina)

Erkekler _ Kadinlar

Sekil 2.6. 2020'de Kkaraciger kanseri i¢in bolge spesifik ve cinsiyete gore yas-
standartlastirilmis insidans oranlari (Sung vd. 2021°den uyarlanmustir.)

HCC tedavisindeki gelismelere ragmen, HCC'li hastalarin ¢ogu metastaz
nedeniyle tanidan sonraki 1 yil i¢cinde 6lmektedir. HCC, tipik bir hipervaskiiler tiimordiir.
Anjiyogenez, HCC'nin hem biiyiimesi hem de metastazi i¢in gereklidir (Tian vd. 2010).
Yetiskin karacigeri olduk¢a damarlidir. Deneysel ve klinik veriler, insan hepatoselliiler
karsinomda tiimor gelisiminin anjiyogenez ile iligkili oldugunu gostermektedir (Ribatti
vd. 2006). VEGF artis1 siklikla HCC hastalarinin karacigerinde ve serumunda gozlenir ve
VEGF seviyelerini saptamak hastanin sag kalimmi tahmin etmede ve prognozu
tanimlamada faydalidir. Bu durum VEGF’in HCC'de o6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (Tian vd. 2010). HCC hastalarinda serum VEGF seviyeleri ilerleyen HCC
evresi ile artar ve metastazli hastalarda en yiiksektir. Bu artis, koti prognozla
iliskilendirilir. Insan HCC hiicreleri, yiiksek seviyelerde matriks metaloproteinazlar
(MMP) ifade eder. MMP'ler, hiicre dis1 matrise veya hiicre yiizeyine bagli sitokinlerin
VEGEF salgilamasini tesvik eder. Ayrica hepatokarsinogenezde proanjiyogenik faktorleri
upregiile eder (Ribatti vd. 2006; Mise vd. 1996).

2.3. Brassicaceae Bitkileri

Aroma ve tatlariyla zevkle tiiketilen ve sofralarimizda bolca bulunan sebzeler,
beslenmemizde olduk¢a dnemlidir. Gerektigi kadar sebze tiiketimiyle, giinliik vitamin ve
mineral madde ihtiyacinin ¢ogunun karsilandigi bilinmektedir. Brassicaceae; brokoli,
karnabahar, lahana, Briiksel lahanasi, turp ve ¢esitli hardallar gibi sebzeleri i¢eren bitki
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ailesidir. Bircok tiirli iilkemizde yaygin olarak yetistirilmektedir (Park ve Pezzuto 2002;
Kurtar vd. 2010). Brassicaceae sebzelerindeki en oOnemli antioksidanlar, toplam
antioksidan kapasitesinin %80’ini kapsayan fenolik bilesikler ve C vitaminidir (Akagiin
2009). Brassicaceae ailesinde bulunan karbonhidratlar, amino asitler, organik asitler,
vitaminler, mineraller, fenolik bilesikler, flavonoidler, antosiyaninler, karotenoidler ve
glukosinolatlar gibi gesitli metabolitlerin antidiyabetik, antikanser, antienflamatuar ve
antioksidan Ozellikleri ile iliskili olarak diyabet, kanser ve kalp hastalig1 iizerinde yararli
etkiler gézlenmistir (Park vd. 2017).

Brassica sebzeleri, viicutta bitkiye 6zgii mirosinaz veya bagirsak florasinin
enzimatik etkisiyle izotiyosiyanatlara parcalanan zengin glukosinolat kaynaklaridir
(Keum vd. 2004).

CH,0OH
. SMOH Mirosinaz s
Re~- OH ’ - T -
C HO R-C R—N=C=S
;\’L s ; ; \\N/OSOS ; )
0SO H.O HSO
3 = Glukoz -

Glukosinolat Izotiyosivanat

Sekil 2.7. Glukosinolatin mirosinaz enzimi tarafindan izotiyosiyanat olusturmasi

Brassica sebzelerinin kanser dnleyici etki mekanizmalari arasinda hiicrelerdeki
DNA’nin zarar gérmesini engelleme ve kanserojenleri etkisiz hale getirme sayilabilir. Bu
sebzelerin antiviral, antibakteriyel ve antienflamatuar etkiler sergiledikleri, apoptoz
araciligiyla hiicre oliimiinii indiikledikleri, timoriin anjiyogenez ve metastazini inhibe
ettikleri de belirtilmektedir (Pasko vd. 2014). Birlesik Devletlerde yeni tan1 konulmus
prostrat kanseri olan 65 yasin altindaki 628 erkegi i¢eren bir calismada 5 yil boyunca
meyve ve sebzeler ile arastirmalar yapilmistir. Bu arastirmaya gore; meyvelerin kansere
kars1 koruyucu olmadigi, sebzelerin, 6zellikle brassica sebzelerinin (lahana, brokoli,
Briiksel lahanasi ve karnabahar) kanser riskini azalttig tespit edilmistir (Reddy vd. 2003).

2.3.1. Alabas bitkisi

Ulkemiz bahge bitkileri yetistiriciliginde diinyada &nemli bir yere sahiptir.
Ulkemizin yiiksek yetistiricilik potansiyeli, bitkisel varligimizda yabani olarak bulunan
ve sonradan kiiltiire alinan sebzeler yaninda, yurt disindan gelen bir¢ok yeni sebze
tirtiniin de kolaylikla yetistirilmesine imkan saglamaktadir. Tiirkiye’de son yillarda
uygulanan tarimsal politikalar ve yasal diizenlemeler sonucunda iireticiler, gelen taleplere
de bagimli olarak geleneksel iiriinlerin yerine yeni bitki tiirlerini de yetistirme arayisi
igerisine girmislerdir. Bunun sonucu olarak da son yillarda &zellikle brassicaceae
familyasina ait olan brokoli, Cin lahanasi, Briiksel lahanasi ve alabas gibi sebze tiirleri
yetistirilmeye baglanmistir (Kurtar vd. 2010).

Brassicaceae ailesinin bir iiyesi olan alabas turpu, yurt disinda kohlrabi, Alman
salgam1 veya salgam lahanasi olarak bilinir. Ulkemizde ise alabas turpu, turp lahanas,
yer lahanasi, cehennem topuzu veya tas kelem gibi farkli isimlerle taninmaktadir (Akagiin
2009; Anonim 1; Anonim 2). Alabas (Brassica oleracea L. var. gongylodes L.), toprak
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tizerinde olusan, besin maddesi depo ederek etlenmis, siskin govdesi ile sebze olarak
tiketilmektedir (Akagiin 2009; Arin 2005). Brassica grubu sebzelerden olan alabas
bitkisini, bu grupta bulunan diger sebzelerden ayiran Ozelligi ise sebze olarak
degerlendirilen govde kisminin depo halinde gelismesidir. Yumru kisminin {istiinden
yaprak kismi ¢ikar. Diger grup liyelerinden yaprak saplar1 uzun olsa da gruptaki sebzelere
gore kiigiik yaprak ayasina sahiptir (Akagiin 2009). Sekil 2.8 ve Sekil 2.9°da gosterildigi
gibi renk olarak alabaglar dista beyaz, yesil veya mor olabilir, ancak i¢ kisim daima soluk
beyazdir (Arin 2005).

(@) (b)
Sekil 2.8. a) Mor renk alabas bitkisi; b) yesil renk alabas bitkisi

Sekil 2.9. Soluk beyaz renkte olan alabas bitkisinin i¢ kismu1 (Park vd. 2012)
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Alabag her toprakta yetisebilmektedir. Sicaklik optimumu 22° C olmas1 gerekir
(Akagiin 2009). 1554 yilinda alabasin ilk tanimlanmas1 Avrupali botanikg¢iler tarafindan
yapilmistir.  Alabasin  anavataninin  Batt  Avrupa iilkelerinden koken aldig:
diisiiniilmektedir (Akagiin 2009; Arm 2005). Ulkemize alabasin ne zaman geldigi
bilinmemektedir (Yildirim vd. 2017). Dogu Anadolu Bolgesi’nde ‘Tas Kelem’ olarak
bilinmekte olan alabasin yetistiriciliginde az da olsa yapilmaktadir. Ulkemizde tiiketimi
¢ok olmasa da Ingiltere, Almanya, Belcika ve Hollanda’da oldukca fazla bir sekilde
tikketilmektedir (Akagiin 2009).

Alabas, tat ozelligi bakimindan salgama benzer (Kurtar vd. 2010). Alabas
yumrusu, salataya ¢ig olarak veya bazi yemeklerin yaninda haslanarak tiiketilebilir.
Yumrularin kabugu soyulduktan sonra ince dilimler halinde veya kiip seklinde kesilerek
kullanilir. Yapraklari mineral madde bakimindan zengindir ve salatada, ¢orbada veya
1spanak niyetine kullamlir. Iri olan yapraklardan sarma yapilabilir. Alabasin konservesi
de yapilabilir ve bu amagla kullanilan alabagslar, ac¢ik renkli ve yumusak olan yumrular
tercih edilmektedir. Alabas, pazarlarda kilo hesab1 tartilarak veya adet hesabi ile satilir.
Hasat sonrasi gozlenen kalite kaybi olmadan buzdolabinda bir hafta kadar tazeligini
koruyarak depolanabilir (Arin 2005).

Alabagin besin degerinin karnabaharla benzerlik gosterdigi ve iyi bir C vitamini,
potasyum kaynagi oldugu bilinmektedir (Kurtar vd. 2010; Yildirim vd. 2017; Warne
1942). Az kalori igermesi ve bol lifli yapisi ile diyette olduk¢a dnemli oldugu diistiniiliir
(Akagiin 2009). Alabas bir¢ok hastalig1 dnleyici etkisinin yaninda i¢eriginde bulunan beta
karoten, folik asit, C ve A vitamini gibi maddeler sayesinde kanser, katarakt, yiiksek
tansiyon, bobrek tasi, sinir sistemi hastaliklart ve felg gibi hastaliklarda iyilestiren
ozelliklere de sahiptir (Yildirim vd. 2017).

Besin maddesi igerigi alabasin yapraklarinda protein ve fosfor basta olmak tizere
yumru kismina gore daha fazla zengindir. Fenolik madde igerigi de yapraklarda
govdeninkinden 3 kat fazladir. Bu ylizden geng yapraklarin tiiketilmesi tavsiye
edilmektedir (Akagiin 2009; Arin 2005). Yaprak kismi govdesinden daha yiiksek
antioksidan etkiye sahiptir. Brassicaceae ailesi icerinde alabas bitkisinin gévde ve
yapraklarinin antioksidan aktivitesi karnabahardan yiiksekken siis lahanasindan diisiik bir
aktivite gostermistir. Alabas son zamanlarda yeni yeni beSlenmemizde yer almaktadir. Bu
durum bitkinin &zellikle yapraklarimin tiiketiminin viicudun antioksidan savunma
sisteminin serbest radikallerle miicadelesine yardimci olacagini gostermektedir (Akagiin
2009).

Alabas melatonin igerir. Melatonin ve metabolitleri ayrica hiicre zarlarini ve kan-
beyin bariyerini gecebilen gii¢lii antioksidanlardir. Melatoninin serbest radikal hasarina
kars1t koruyucu mekanizmasi dolayli olarak siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin sentezlenmesinde etkisi ile iligkilidir. Bunun yani
sira, melatonin ayrica bagisiklik sistemi lizerinde olumlu bir etkiye sahiptir, sitokin
tiretimini artirabilir ve sadece viral ve bakteriyel enfeksiyonlarda degil ayn1 zamanda
kanser tedavisinde de faydali olabilmektedir (Pasko vd. 2014).

Alabas bitkisi, esas olarak glukosinolatlar ve indollerden olusur (Zarzour 2012).

Bir ¢alismada mor alabasin giiclii antidiyabetik, antioksidan ve antienflamatuar aktivitesi
oldugu gosterilmistir. Antosiyaninler, izotiyosiyanatlar ve glukosinolatlarin varligina ek
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olarak, bu galisma iltihab1 ve diyabeti 6nleme potansiyeli olan antioksidan aktivitesinden
sorumlu fenolik bilesiklerin varligin1 ortaya koymaktadir. Bu nedenle, alabasin ve
ozellikle mor alabasin ¢ok faktorlii aktivitesi, diyabetin yani sira komplikasyonlarinin
tedavisi i¢in de yeni bir alternatif terapdtik ajan olarak imit verici bulunmaktadir (Jung
vd. 2014).

Alabas yumrusunun etanol ekstraktinin sitotoksik etkileri HT29 ve Caco-2 kolon
kanser hiicreleri lizerinde arastirilmistir. Elde edilen bulgular bitki ekstraktinin kolon
kanser hiicrelerinde istatistiksel ag¢idan Onemli sitotoksik etkiler sergiledigini isaret
etmektedir (Zarzour 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar:

Calismada kullanilan insan karaciger kanseri hiicre hatt1 (HepG2) Dr. Ogr. Uyesi
Cagr1 ONER’den (Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali) temin edildi. Insan embriyonik bobrek epitel hiicre hatt1 (293T) énceki yillarda
ATCC’ den (American Type Culture Collection) alinmis olup laboratuvarimizda
dondurulmus bir sekilde stoklanmistir. Deney i¢in stoktan agilip cogaltilmistir.

Deneyde kullanilan her iki hiicre tipi %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 MEM-
NEAA (Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acid Solution-100x), %0,5
Sodyum piruvat ve %0,2 antibiyotik-antimikotik (10,000 U/mL penisilin, 10,000 pg/mL
streptomisin ve 25 pg/mL Amphotericin B) ilaveli DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) besi yerinde ¢ogaltildi. Biitiin hiicreler %5 CO2’li atmosferde 37 °C’de inkiibe
edildi. Hiicreler %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisimi ile kaldirilip 1:2 ya da 1:3 oraninda
olacak sekilde pasajlandi. Stoklanacak hiicreler %5 DMSO (Dimetil siilfoksit) %10 FBS
ilaveli serumsuz besi yeri ile hazirlanan dondurma soliisyonu igerisinde -20 °C’de 1 saat
beklendikten sonra -80 °C’ ye alinip saklanmaktadir.

3.2. Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada mor alabas (Brassica oleracea L. var. gongylodes L.) bitkisine ait
orneklerin yumru kisimlari kullanildi. Deneylerde kullanilan alabas, Eriist Tarim
(Antmek Tarim Uriinleri Gida San. Tic. Ltd. Sti.) tarafindan yetistirilmistir.

Sekil 3.1. Eriist Tarimdan gelen alabags 6rnekleri

3.3. Alabas Bitkisi Yumrusunun Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Alabagin yaprak ve yumru kisimlari birbirinden ayrildi. Bitki yumrulari 6nce
cesme suyu ve ardindan distile su ile yikandi. Bir kapta distile su igerisinde 10 dakika
bekletildi. Sonrasinda %80°lik etanol-distile su karisiminda biraz bekletilerek yikandi.
Temizlenen govdeler taze haliyle kullanildi. Taze yumru 6rnegi ilk 6nce kiiciik pargalara
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ayrilip sonrasinda parcalayici yardimi ile parcalandi. Elde edilen bitki piiresi agirliklari
bilinen kavanozlara koyulup tekrar tartildi. Tartim sonuglar1 bir kenara yazildiktan sonra
kavanoz igerisine %90’lik etanol-distile su (200ml) eklendi. Kavanozlarin agzi hava
almayacak sekilde kapatilip bir hafta 37 °C ¢alkalayicili su banyosunda inkiibe edildi. 1
hafta sonra su banyosundan alinan ornekler siizge¢ yardimiyla sivi ve kati kisim
birbirinden ayristirildi. Kati kisim kurutma kagidinda kurumaya birakildi. Kalan pellet
tartilarak % verim asagida verilen formiille hesaplandi. Sivi kisim santrifiij tiiplerine
alind1. Oziit kullanilana kadar -20 °C derin dondurucuda saklandh.

% Verim= (Kuru ekstre agirlig1 / Kuru bitki agirligi) X100

(© (d)
Sekil 3.2. a) Bitki kisimlarinin ayristirilmasi; b) Bitki 6rneklerinin temizlenme asamast,

) Hesaplamalar i¢in gerekli tartimlarin alinmasi; d) %90 etanol eklenmis su banyosuna
alinmaya hazir olan 6rnekler
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3.4. Alabas Bitkisi Etanol Ekstrakti Dozlarinin Hazirlanmasi

Ekstraksiyonda mor renkli alabaslar kullanildi. Alabas yumrusu etanol ekstrakti
HepG2 ve 293T hiicrelerine 200, 150, 100, 80, 60, 30, 15, 7.5, 3.75 ve 1.9 ng/mL’lik
dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri igerisinde test edilmistir. Her
inkiibasyon siiresi ic¢in ekstraktin hiicrelerde sergiledigi ICso degerleri ayr1 ayri
belirlenmistir.

-20 °C’lik derin dondurucuda saklanan ekstrakt dondurucudan ¢ikartilarak 0,22
um siringa filtreden gecirilerek steril edildi. Ana ve ara stoklara boliindii. %1 FBS’li besi
yeriyle seyreltilerek 200, 150, 100, 80, 60, 30, 15, 7.5, 3.75 ve 1.9 pg/mL’lik dozlar
hazirlandi.

3.5. WST-8 Hiicre Proliferasyon Kiti

WST-8 hiicre proliferasyon kiti kullanilarak ekstraktin sitotoksik etkileri
arastirildi. Hiicreler stoktan agilarak Kiiciik petri kaplarinda ¢ogaltidi. Petri kaplart %80-
90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril platelere ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri uzaklastirildi ve
%1°lik FBS igeren besi yerinde hazirlanan ekstrakt dozlar1 sirasiyla (200, 150, 100, 80,
60, 30, 15, 7.5, 3.75 ve 1.9 ng/mL) kuyucuklarin her birine 100 ul olacak sekilde eklendi.
Ekstrakt uygulamasinin hemen ardindan ilk sira, 8 kuyucukta, hiicre canliligi saptandi ve
bu degerler baslangic zamani (TO) olarak kaydedildi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinin ardindan kuyucuklardaki besi yeri tizerine 10 ul WST-8 soliisyonu eklendi ve
plateler 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda platelerin absorbans
degerleri Elisa kit okuyucu multiskan spektrofotometrede, 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliip
kaydedildi. % Canlilik asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

% Canlilik = (OD Ornek / OD Kontrol) x 100

3.6. Tripan mavisi testi

WST-8 sitotoksisite testi sonuglarinin dogrulugunun desteklenmesi amaciyla
tripan mavisi testi yapildi. Tripan mavisi (Sigma, T8154), hiicre canliliginin dogrudan
mikroskobik olarak belirlenmesini saglayan bir testtir.

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara boliindii.
Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonrasinda besi yerleri uzaklastirilarak; %1 serumlu besi
yeriyle hazirlanan %2 ICso, I1Cso Ve 2x ICsp 6zellik gosteren dozlardaki (11.695 pg/mL,
23.39 pg/mL ve 46.78 pg/mL) ekstraktlar 48 saatlik inkiibasyon siireleri i¢erisinde iki
tekrarl olacak sekilde uygulandi. Kontrol grubu olarak kullanilan kuyucuklara yalmzca
%1 serumlu besi yeri uygulandi. Inkiibasyon siireleri sonunda, besi yerleri toplanarak
1000 rpm’de 2 dakika dondiiriilerek ¢oktiirildii. Kuyucuklarin iizerine 500 pl, Tripsin-
EDTA eklenerek hiicreler plaklardan kaldirilip ve tiipteki ¢okeltinin tizerine eklendi.
Karigim, 1500 rpm’de 2 dakika daha dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant uzaklastirilip
ve iizerlerine 500 pl Tripan mavisi eklenerek pelletler ¢ozdiiriildii. Ornekler buz igerisine
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almip ve hiicre konsantrasyonuna bagli olarak PBS (fosfat tamponlu salin) ile
sulandirilarak, canli ve 6li hiicre sayilari 151k mikroskobu altinda hemositometre
kullanilarak belirlendi. Hiicrelerin canliligi, hiicre igine tripan mavisinin alinip
alinmadigina bagli olarak mikroskopta gozlenen renk ile degerlendirildi. Membran hasari
olan hiicreler boyandiklar1 i¢cin mavi renkte gozlenirken canli hiicreler igerisine boyanin
girmesi s6z konusu olmadigindan seffaf renkte gézlendi. Canli hiicrelerin miktar1 asagida
verilen formiiller ile hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayis1 / mL = (Toplam Hiicre Sayis1 / n) x Sulandirma Faktorii x 10
(n: Hemositometredeki karelerden kag tanesinin sayildigini géstermektedir.)

% Canl1 Hiicre = (Canli Hiicre Say1s1 / Toplam Hiicre Sayist) x 100

3.7. Kaspaz-3 Enzim Miktarinin Arastirilmasi

HepG2 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin yapigmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda,
yapisan hiicrelerin besi yerleri ¢ekildi. Hiicrelere belirlenen ¥4 ICso, 1Cs0 Ve 2X ICso 6zellik
gosteren dozlarda (11.695 pg/mL, 23.39 pg/mL ve 46.78 ug/mL) %1 serum iceren besi
yeri ile hazirlanan ilaglar uygulandi. Hiicreler tekrar inkiibasyona kaldirild1 (48 saat).
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besi yerleri cekildi. Petride kalan hiicrelere, fosfat
tamponu eklenerek petri igerisinde hiicre kaziyicisi yardimi ile kaldirildi. Kaldirilan
hiicreler siipernatantlarin iizerine eklendi ve 2000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilarak ¢okelti tlizerine 1 mL kaspaz hiicre
parcalama tamponu (1X) eklendi. Hiicreler dondurup-¢ozme yontemi kullanilarak
parcalandi. Bu yontemde hiicreler bes kez art arda, -80 °C derin dondurucuda dondurulup
ardindan oda sicakliginda ¢ozdiiriildii. Hiicre ekstrakti, ikinci kez 2000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi. Sonrasinda Orneklerin siipernatantlar1 buz igerisine yerlestirilmis
ependorf tiiplere aktarildi. Orneklerde bulunan kaspaz-3 miktari, kaspaz-3 kolorimetrik
elisa kitinin (BT Lab, Kat no: E4804Hu) protokolii izlenerek belirlendi.

3.8. VEGF Miktarmin Arastirilmasi

HepG2 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin yapigmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda,
yapisan hiicrelerin besi yerleri ¢ekildi. Hiicrelere belirlenen ¥4 I1Cso, ICsg Ve 2X 1Csg 6zellik
gosteren dozlarda (11.695 pg/mL, 23.39 pg/mL ve 46.78 ug/mL) %1 serum iceren besi
yeri ile hazirlanan ilaglar uygulandi. Hiicreler tekrar inkiibasyona kaldirild1 (48 saat).
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besi yerleri ¢ekildi. 2000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant kisim buz igerisindeki ependorflara aktarildi. Bu 6rnekler
hiicreden salinan VEGF miktarinin arastirilmasinda kullanildi.

Petride kalan hiicrelerin {izerine 2 mL fosfat tamponu eklendi ve hiicreler hiicre
kaziyict yardimi ile kaldirildi. Hiicreler dondurup-¢6zme yontemi kullanilarak pargalandi.
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Bu yontemde hiicreler bes kez art arda, -80 °C derin dondurucuda dondurulup ardindan
oda sicaklhiginda ¢ozdiirtildii. Hiicre ekstrakti, ikinci kez 2000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi. Sonrasinda 6rneklerin siipernatantlar1 buz igerisine yerlestirilmis ependorf tiiplere
aktarildi. Hazirlanan bu o6rnekler, hiicre igerisindeki VEGF miktarin1 saptamak igin
kullanild1. Orneklerde bulunan VEGF miktar1, VEGF kolorimetrik elisa kit (BT Lab, Kat
no: E0080Hu) protokolii izlenerek belirlendi.

3.9. MMP-9 Miktarimin Arastirilmasi

HepG2 hiicreleri kiiciik petri kaplarina 1x10%/mL olacak sekilde ekildi ve
hiicrelerin yapigmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda,
yapisan hiicrelerin besi yerleri ¢ekildi. Hiicrelere belirlenen %4 I1Cso, ICsg Ve 2X 1Csg 6zellik
gosteren dozlarda (11.695 ug/mL, 23.39 ug/mL ve 46.78 pg/mL) %1 serum igeren besi
yeri ile hazirlanan ilaglar uygulandi. Hiicreler tekrar inkiibasyona kaldirild1 (48 saat).
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besi yerleri ¢ekildi. 2000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant kisim buz igerisindeki ependorflara aktarildi. Bu 6rnekler
hiicreden salinan MMP-9 miktarinin arastirilmasinda kullanilda.

Petride kalan hiicrelerin iizerine 2 mL fosfat tamponu eklendi ve hiicreler hiicre
kaziyict yardimi ile kaldirildi. Hiicreler dondurup-¢6zme yontemi kullanilarak pargalandi.
Bu yontemde hiicreler bes kez art arda, -80 °C derin dondurucuda dondurulup ardindan
oda sicakliginda ¢ozdiirtildii. Hiicre ekstrakti, ikinci kez 2000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildi. Sonrasinda 6rneklerin siipernatantlart buz igerisine yerlestirilmis ependorf tiiplere
aktarildi. Hazirlanan bu Ornekler, hiicre igerisindeki MMP-9 miktarin1 saptamak igin
kullanild1. Orneklerde bulunan MMP-9 miktar1, MMP-9 kolorimetrik elisa kit (BT Lab,
Kat no: E0936Hu) protokolii izlenerek belirlendi

3.10. istatistiksel Analiz

Sitotoksisite testlerinden elde edilen deney sonuglarinda kontrol ve diger gruplar
arasindaki farklilik Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonlii Anova Testi ve
ardindan Dunnet Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak degerlendirildi. Enzim miktari
ile ilgili deneylerden elde edilen veriler ise Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek
Yonlii Anova Testi ve Mann-Whitney Testi kullanilarak degerlendirildi. Ekstraktin 1Cso
degerleri Sigma Plot 10.0 istatistik programi1 kullanilarak belirlendi. Tiim veriler ortalama
+ SEM degerleri halinde, Sigma Plot 10.0 programi kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Alabas Bitkisi Ekstraktinin 293T ve HepG2 Hiicre Hatlar1 Uzerine Gosterdigi
Sitotoksik Etkiler

4.1.1. 293T hiicre hatt

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, alabas ekstraktinin 200 pg/mL-1.875
png/mL araliginda denenen dozlarin higbirinde 293T hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik etkisi
gbzlenmedi. Ancak, 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, 200, 150, 100, 80, 60 ve
30 pg/mL olan dozlarin 293 T hiicrelerinin canliligim 6nemli dlgiide azalttigi gozlendi (*,
p<0.05 ve ** p<0.01). Alabas ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siiresindeki 293T
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi grafiklenerek Sekil 4.1,’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Alabas ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 293T hiicre hatti
lizerine etkisi

Alabas ekstraktinin 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, 293T hiicrelerinin
canlilig1 lizerindeki etkisi grafiklenerek sirastyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.
293T hiicreleri i¢in elde edilen absorbans degerleri kullanilarak 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda hiicre canlilig1 yiizdeleri hesaplandi ve sirasiyla Sekil 4.4,
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da sunuldu.
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Sekil 4.2. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 293T hiicre hatti
iizerine etkisi
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Sekil 4.3. Alabas ekstraktinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 293T hiicre hatti
lizerine etkisi
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Sekil 4.4, Alabas ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, 293 T hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)
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Sekil 4.5. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, 293 T hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)
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Sekil 4.6. Alabas ekstraktinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, 293T hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)

Elde edilen sonuglara gore 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda alabag
ekstraktinin 200 pg/mL-1.875 pg/mL araliginda denenen dozlarin higbirinde 293T
hiicrelerinin canlilik yiizdeleri lizerine bir etkisi gézlenmedi. 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda alabas ekstraktinin sadece 7.5 pg/mL dozunda 293T hiicrelerinin canlilik
yiizdesi kontrole gore anlamli bir azalma gostermistir (**, p<0.01). 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinin sonunda, 200, 150, 100, 80, 60, 30 ve 15 ug/mL olan dozlarin 293T
hiicrelerinin canlilik yiizdesini kontrole gore onemli Ol¢lide azalttigi gozlendi (**,
p<0.01).

4.1.2. HepG2 hiicre hatt1

Alabas ekstraktinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda denenen tiim
dozlarda HepG2 hiicrelerinin canlilig1 iizerine olan etkisi sirasiyla Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9’da gosterilmistir. Alabag ekstraktinin 200, 150, 100, 80, 60, ve 30 ug/mL
dozlarda HepG2 hiicrelerinin canliligini 6nemli 6l¢iide azalttigi gézlendi (*, p<0.05 ve
** p<0.01). 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canlilig1 yiizdeleri hesaplandi ve sirasiyla Sekil
4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de sunuldu.

Elde edilen sonuglara gore 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda alabag
ekstraktimin 200, 150, 100, 80, 60, ve 30 pg/mL araliginda denenen dozlarin hepsinde
HepG2 hiicrelerinin canlilik yiizdelerini 6nemli dl¢iide azalttigi gdzlendi (**, p<0.01). 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda alabas ekstraktinin 200, 150, 100, 80, 60, 30 ve
15 ug/mL’lik dozlarda HepG2 hiicrelerinin canlilik yiizdesini kontrole gore onemli
olgiide azalttigi saptandi (**, p<0.01).
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Sekil 4.7. Alabas ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HepG2 hiicre hatt1
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Sekil 4.8. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HepG2 hiicre hatt1
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Sekil 4.9. Alabas ekstraktinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HepG2 hiicre hatt1
tizerine etkisi

Elde edilen veriler degerlendirildiginde 293T hiicreleri i¢in 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda ekstraktin 1Cso degeri saptanamamis ancak 72 saat sonunda
ICs0 degeri 25.73 ug/mL olarak saptanmistir. HepG2 hiicreleri i¢in 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda saptanan ICso degerleri sirasiyla 25.97, 23.39 ve 14.52
png/mL olarak saptanmistir. HepG2 igin en diisiik 1Cso degeri 72 saat olsa da segici
sitotoksite arandig icin 293T de sitotoksik etki gostermeyen 48 saat ICso degerinin
kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.10. Alabas ekstraktinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, HepG2 hiicre hattinda hiicre canliliina etkisi (%)
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Sekil 4.11. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, HepG2 hiicre hattinda hiicre canliliina etkisi (%)

Canhhlik (%)

250

200 -

100 -

50 A

Kontrol

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

100 pg/mL
80 pg/mL
60 pg/mL
30 ug/mL
15 pg/mL
7,5 pg/mL

3,75 pg/mL

200 pg/mL
150 pg/mL
1,875 pg/mL

Sekil 4.12. Alabas ekstraktinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 200-15 pg/mL
arasinda denenen dozlarinin, HepG2 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)
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4.2. Alabas Bitkisi Ekstraktinin 293T ve HepG2 Hiicre Hatlar1 Tripan Mavisi Testi
Sonuclari

WST-8 deneylerini desteklemek igin yapilan bu testte 48 saat inkiibe edilen

hiicreler i¢in alabag ekstraktinin Y5 ICso, 1Cso Ve 2X 1Cs (11,695 pg/mL, 23,39 pg/mL ve
46,78 pg/mL) degerleri kullanilmistir.

4.2.1. 293T hiicre hatt1
Tripan mavisi testi, alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
11,695 pg/mL, 23,39 pg/mL ve 46,78 pg/mL dozlarinin, 293 T hiicre hattinda % canlilik

tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigint gostermistir. 293T hiicresinin tripan mavisi testi
sonucunun grafigi Sekil 4.13’te gosterilmektedir.

120 4

100 A

80 A

60 -

% Canhlik

40

20

Kontrol
121IC,,

IC,,
2x IC,,

Baslangic zaman

Sekil 4.13. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda %2 ICso, 1Csg Ve 2x
ICs0 dozlarinin, 293 T hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)

4.2.2. HepG2 hiicre hatti

Tripan mavisi testi sonuglarina gore, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, alabas
ekstrakti, ¥ ICso, 1Cso Ve 2X 1Csp degerlerinde HepG2 hiicrelerinin canliligini istatistiksel
olarak 6nemli 6l¢iide azaltmistir (**, p<0.01) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Alabas ekstraktinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda %2 ICso, 1Csg Ve 2x
ICs0 dozlarinin, HepG2 hiicre hattinda hiicre canliligina etkisi (%)

4.3. Alabas Ekstraktinin HepG2 Hiicrelerinde Kaspaz-3 Miktar1 Uzerindeki Etkisi

HepG2 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi ICso ve 2X 1Csq dozlarda kaspaz-
3 miktari istatiksel olarak 6nemli bir artis gostermistir (¥, p<0.05 ve **, p<0.01) (Sekil
4.15).
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Sekil 4.15. 48 saat inkiibasyon sonunda %2 ICso, ICso Ve 2X I1Csp alabas ekstrakti dozlarinin
HepG2 hiicrelerindeki kaspaz-3 miktari tizerine etkisi
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4.4. Alabas Ekstraktinin HepG2 Hiicrelerinde MMP-9 Miktar1 Uzerindeki Etkisi

HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonrasi '2 ICso degeri disindaki
dozlarda istatistiksel 6nemi olan bir degisim gézlenmemistir. Hiicre ici MMP-9 enzimi
miktari tizerindeki etkisi Sekil 4.16’te, hiicre disina salinan MMP-9 miktari {izerine etkisi
ise Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. 48 saat inkiibasyon sonunda %2 ICso, 1Cso Ve 2X I1Cso alabas ekstrakti dozlarinin
HepG2 hiicrelerindeki hiicre i¢i MMP-9 miktar1 tizerine etkisi
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Sekil 4.17. 48 saat inkiibasyon sonunda }2 ICso, 1Cs0 Ve 2X I1Cso alabas ekstrakti dozlarinin
HepG2 hiicrelerinden salinan MMP-9 miktari iizerine etkisi
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4.5. Alabas Ekstraktinin HepG2 Hiicrelerinde VEGF Miktar1 Uzerindeki Etkisi

HepG2 hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonrasi denenen hi¢bir dozda istatistiksel
Oonemi olan bir degisim gozlenmemistir. Ekstraktin hiicre i¢i VEGF miktar1 {izerindeki
etkisi Sekil 4.18’de gosterilmistir. Ekstraktin hiicre disina salinan VEGF miktar {izerine
etkisi ise Sekil 4.19°de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. 48 saat inkiibasyon sonunda %2 ICso, 1Cso Ve 2X I1Cso alabas ekstrakti dozlarinin
HepG2 hiicrelerindeki hiicre ici VEGF miktari iizerine etkisi
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Sekil 4.19. 48 saat inkiibasyon sonunda %2 ICso, ICs0 Ve 2X I1Cso alabas ekstrakti dozlarinin
HepG2 hiicrelerinden salinan VEGF miktar1 {izerine etkisi
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5. TARTISMA

Kanser, kontrolsiiz hiicre bdliinmesiyle sonuglanan ¢ok asamali bir siirectir.
Hepatoselliiler karsinoma (HCC), diinya capindaki primer karaciger kanserlerinin
%80'inden sorumludur. HCC, agir bir hastalik yiikii olusturur ve diinyanin bir¢ok yerinde
kansere bagli 6limlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Karaciger kanseri, her iki
cinsiyette de yiiksek 6liim orani ile diinya ¢apinda nispeten yiiksek bir insidansa sahiptir
(Ravikumar 2015; Yang vd. 2019; Lampe ve Peterson 2002; Abu-Qatouseh 2020).

Sik sebze tiiketiminin sagliga yararli etkileri herkes tarafindan kabul edilmektedir.
Bu yararlarin pek ¢cogu fitokimyasallar olarak da adlandirilan ikincil bilesiklerle ilgilidir.
Briiksel lahanasi, lahana, karnabahar, brokoli ve alabas gibi bir¢ok dnemli sebzeyi i¢eren
brassicaceae familyasinin {iyeleri, giiclii fitokimyasallar, glukosinolatlar ve bunlarin
pargalanma tiriinlerini igerir (Gerendas vd. 2008).

Brassicaceae sebzelerinin neoplastik hastaliklara karsi korumadaki benzersiz
etkinligi, insan diyetindeki en zengin glukosSinolat kaynaklar1 olmalarina baglanmaktadir.
Glukosinolatlar, bir tiyoglukoz birimi, bir siilfonlanmis oksim birimi ve bir degisken yan
zincirden olusan tek tip bir yapiya sahiptir. Brassicaceae'de yan zincir, sirasiyla alifatik,
aromatik ve indol glukosinolatlar durumunda metionin, fenilalanin, tirozin veya
triptofandan tiiretilir (Gerendas vd. 2008).

Brassicaceae sebzenin ana aktif bilesenleri olan izotiyosiyanatlar, reaktif oksijen
tiirleri olusturarak veya apoptoza yol agan dongli durmasini indiikleyerek tiimor
biiyiimesini baskilar (Ravikumar 2015; Yang vd. 2019; Lampe ve Peterson 2002; Abu-
Qatouseh 2020). Glukosinolatlarin mirosinaz tarafindan hidrolizi ile izotiyosiyanatlar
olugsmaktadir. Mirosinaz ve substratlar1 saglam bir bitkide farkli boliimlerde bulunur.
Bitki dokusunun sitoplazmasinda glukosinolatlar bulunmaktadir. Hiicre duvarinin dis
yiizeyinde bulunan mirosinaz enziminin glukosinolatlar ile etkilesime gegebilmesi igin
ancak bitki dokusunun dilimleme, kesme ve ¢igneme yoluyla yirtilmasi veya bagirsak
florasinin enzimatik etkisiyle par¢alanmasi gerekmektedir. Bu pargalanma firtinleri
keskin tat ve giiglii bir koku sagladigindan (yapilarinda bulunan azot ve kiikiirt sebebiyle),
glukosinolatlarin bitkiler i¢in biyolojik 6nemi sadece dis etkilere karsi koruyucu ve
hastalik savunmasiyla iliskili olarak tartisilmistir. Son arastirmalar, bu yikim {iriinlerinin,
antikanserojenik etkisi ve bir¢ok faydali saglik etkisinden sorumlu oldugunu
gostermektedir. Brassica sebzelerinin insan diyetindeki yerinin bu nedenle arttirilmasi
tavsiye edilmektedir (Gerendas vd. 2008; Yilmaz ve Demirel 2012).

Alabaslarin glukosinolat profilinde en ¢ok glukorafanin, glukoerusin, glukoiberin
ve glukobrasisin bulunur. Alabasta bulunan izotiyosiyanatlar sirasiyla glukoerusin,
glukorafanin, glukonasturtiin ve sinigrin'in hidrolizinden kaynaklanan metiltiyobuti
izotiyosiyanat, ardindan stilforafan, feniletil izosiyanat ve alil izosiyanat’tir. Glukoerusin
yesil alabasta bulunmazken mor alabasta bulunur. Bu izotiyosiyanatlardan siilforafan en
giiclii 40 antikanserojenden biri olarak kabul edilmektedir (Park vd. 2012; Gerendas vd.
2008).

Siilforafan (SFN), brassicaceae sebzelerinde, 6zellikle brokolide, bulunan bir

izotiyosiyanattir. SFN'nin etki mekanizmalari arasinda faz 1 enzimlerinin inhibisyonu,
kanserojenleri detoksifiye etmek i¢in faz 2 enzimlerinin indiiksiyonu, hiicre dongiisiinii
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baskilama, apoptoz indiiksiyonu, histon deasetilaz inhibisyonu, MAPK yolunun
modiilasyonu, NF-kB inhibisyonu ve ROS'un iiretimi yer almaktadir (Anand vd. 2008).
Siilforafanin HepG2 hiicrelerinde, kaspaz-8 / TRAF?2 aracili sinyallesmeyi modiile ederek
kanser istilas1 ve metastazinin baskilayicisi olarak islev goren DR5 ekspresyonunu ve
DNA fragmantasyonunu arttirdig1, kaspaz-3’ii aktive ettigi, PARP’1 inhibe ettigi ve
apoptozda yer alan bax, bcl-2 ve bcl-XL gibi 6nemli proteinlerin ifadelerini modiile ettigi
bildirilmistir (Fimognari ve Hrelia 2007; Oh vd. 2015). Ayrica, siilforafanin doza-bagiml
olarak kolon ve prostat kanseri hiicrelerinin ikisininde de apoptozun Kilit proteinleri olan
kaspazlar aktive ettigi de bilinmektedir (Celik ve Koksal 2013). Bir ¢alismada sadece 24
saat siireyle siilforafanin ile tedavinin HepG2 kanser hiicrelerinde LPS ile indiiklenen IL-
6 ve hepsidin'i baskilayabildigini gosterilmistir. Bu konsantrasyon, bu hiicrelerde
herhangi bir sitotoksik etki ile iliskili degildir. 24 saat sonra 60 pM'da siilforafanin HepG2
hiicrelerinin canliligini yaklagik %40'a diislirdiigiinii ve ICso'nin yaklagik 32 uM oldugunu
bildirildi. Yiksek IL-6 seviyelerinin kanser ilerlemesi ile iligkilidir. Bu nedenle,
silforafanin HepG2 kanser hiicrelerinde IL-6 iiretimini azaltma {izerindeki etkisi,
stilforafanin hepatoselliiler karsinom riskini ve gelisimini azaltmadaki umut verici
etkisini gostermektedir. Gelecekteki kanser tedavisi igin zorlugun, hiicrelerin
proinflamatuar sitokinler gibi yiiksek diizeyde kanseri tesvik edici Ozelliklerinin
azaltilmasin1 igeren genel normal konak yanitini elde etmek i¢in inflamatuar agi
normallestirmek oldugu belirtilmistir (Abu-Qatouseh 2020)

Jamuna (2017)’nin ¢aligmasinda, alabas bitkisinin etanol ekstraktinda
polifenoller, flavonoidler, terpenoidler, steroidler, glikozitler ve alkoloidler gibi gesitli
biyoaktif bilesenlerin varligt gosterilmistir. Bu calismanmin devaminda, lahana,
karnabahar, alabas ve turpun MCF-7, DL ve NIH-3T3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkileri incelenmistir. Aragtirma sonucunda, daha yiliksek miktarda glukosinolat i¢eren
brassica sebzelerinin daha fazla antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu yani glukosinolat
miktart ve antiproliferatif aktivite arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu bildirilmistir.
Calismada alabas ekstraktinin 48 saat ICso degerleri, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 389.5 pg/mL,
DL hiicre hatt1 i¢in 189.7 pg/mL ve NIH-3T3 hiicre hatt1 i¢in 619.7 ug/mL olarak
belirtilmistir (Jamuna vd. 2017). Calismamizda HepG2 hiicrelerinde, alabas ekstraktinin
48 saatlik inkiibasyon sonrasinda saptanan ICso degeri 23.39 pg/mL’dir. Bu sonuglara
gore alabas bitkisi ekstraktinin, HepG2 hiicre hatt1 i¢in yukarida tartigilan diger 3 hiicre
hattina oranla daha sitotoksik oldugu soylenebilir.

Apoptoz, ¢evreleyen dokunun genel yapisini korurken bir organizma i¢indeki
hiicreleri tek tek ortadan kaldiran programlanmis bir hiicre olimi seklidir.
Karsinojenezde apoptozun baskilanmasinin kanser gelisimi ve ilerlemesinde oldukca
onemli bir rol oynadigi distliniilmektedir. Cesitli molekiiler mekanizmalar araciligiyla
timor hiicreleri apoptozu baskilamaktadir. Timdr hiicreleri, Bel-2 gibi antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonu arttirirken veya Bax gibi proapoptotik proteinlerin
ekspresyonlarini baskilayarak direng gelistirebilmektedir (EImore 2007).

Lahana ve alabag bitkilerinin etanol ekstraktlarinin HT-29 ve Caco-2 kolorektal
kanser hiicre hatlarinda karsilagtirmali olarak proliferasyon ve apoptozis iizerindeki

etkileri aragtirilmistir. Her iki bitkinin de hiicreleri apoptoza yonlendirdigi bildirilmistir
(Zarzour 2012).
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Kaspaz-3 enzimi, hiicrenin 6liim emrini veren efektor kaspazlardandir. Kaspaz-3
enzimindeki artis hiicrede apoptozu tetikledigi i¢in, farkli ajanlarin hiicrelerdeki apoptotik
aktiviteyi tetikleyip tetiklemedigini arastiran deneylerde 6nemli bir belirteg olarak
kullanilmaktadir (Parrish vd. 2013; Heemst vd. 2007). Calismamizda, alabas ekstrakti 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda HepG2 hiicrelerinde 'z ICso disinda denenen diger dozlarda
kaspaz-3 miktarinda istatiksel anlamda bir artisa neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu
durum mor alabas bitkisi ekstraktinin hiicreleri apoptoza yonlendirdigini isaret
etmektedir.

Jung vd. (2014)’nin calismasinda hem mor hem de yesil alabas ¢esitlerinin,
antioksidan etkili olan fenolik igerikleri sebebiyle (6zellikle mor alabas), doza bagh
antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Fenolikler ve flavonoidler
miikemmel antiinflamatuar ajanlar olarak islev gormektedir. Bu nedenle, giigli
antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesikler, diyabeti ve komplikasyonlarinit 6nleme
potansiyeli ile antiinflamatuar aktivite sergileyebilecegi gosterilmistir. Ayrica, mor alabas
ekstrakt, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde iNOS ve COX-2 proteininin iiretimini
inhibe etmistir ve bu durumda ekstrakti bir antiinflamatuar ajan aday1 olarak
desteklemektedir. iINOS ve COX-2 proteinlerinin artigi, inflamatuar yanitla iligkilidir
(Jung vd. 2014). iNOS, karsinomda anjiyogenez, malign transformasyon ve metastaz gibi
bir¢ok etki gostermektedir. COX-2 ise indiiklenebilir bir enzimdir. COX-2 proteininin
anjiyogenezi, tiimorlerin  doku istilasin1  ve apoptoza direnci destekledigi
diisiiniilmektedir. Inflamatuar hastaliklar karsinogenez ile iliskilidir (Liu vd. 2019; Liu
vd. 2015). Calismamizda ekstraktin, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda HepG2
hiicrelerinde ne VEGF miktarin1 ne de MMP-9 miktarini istatiksel olarak énemli dlgiide
degistirmedigi saptanmustir.
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6. SONUCLAR

Tim bu verilerle birlikte degerlendirildiginde ¢alisma kapsaminda elde edilen
sonuglar su sekilde siralanabilir:

1. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, mor alabas yumrusu etanol
ekstraktinin 200 pg/mL-1.875 ng/mL araliginda denenen dozlarin hi¢birinde 293T hiicre
hatt1 iizerinde sitotoksik etkisi gozlenmedi. Ancak, 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin
sonunda, 200, 150, 100, 80, 60 ve 30 ug/mL olan dozlarin 293T hiicrelerinin canliligini
onemli Glgiide azalttigr gézlenmistir (*, p<0.05 ve **, p<0.01). Buna gore 24 ve 48 saat
sonunda sitotoksik etki gézlenmeyip 72 saatte gozlenmesi hiicrelerin alabas ekstraktini
metabolize etmesi sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerin bir etkisinin olabilecegini
disiindirmektedir.

2. 24 A8 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, mor alabas yumrusu etanol
ekstraktinin 200, 150, 100, 80, 60, ve 30 pg/mL dozlarinin HepG2 hiicrelerinin canliligini
istatiksel anlamda 6nemli 6lglide azalttigi gozlenmistir (*, p<0.05 ve **, p<0.01).

3. Calismada kontrol hiicre grubu olarak kullanilan 293T i¢in 24 ve 48 saat ICsp
degerleri saptanmamustir. Fakat 72 saat ICso degeri 25.73 pg/mL olarak saptanmaistir.
HepG2 i¢in 24 saat ICsg degeri 25.97 ug/mL ,48 saat ICsp degeri 23.39 ng/mL ve 72 saat
I1Cs0 degeri 14.52 ng/mL olarak saptanmaistir.

4. HepG2 i¢in elde edilen en diisiik ICsp degeri (14.52 pg/mL) 72 saat olsa da
segici sitotoksite arandig i¢in 293T de sitotoksik etki gostermeyen 48 saat ICso (23.39
ng/mL) degerinin iizerinden deneylerin yapilmasina karar verilmistir.

5. % ICsp, 1Cs0 ve 2x 1Cso (11,695 pg/mL, 23,39 pg/mL ve 46,78 pg/mlL)
dozlarinda yapilan Tripan mavisi testi sonuglart WST-8 sonuglarini desteklemektedir.
293T hiicrelerinde canlilik iizerinde istatiksel olarak onemli bir etki gozlenmezken
HepG2 hiicrelerinde {i¢ dozda da canlilikta istatistiksel olarak Onemli bir azalma
gdzlenmistir.

6. Alabas ekstraktinin apoptotik bir etkisinin olup olmadig: kaspaz-3 enziminin
miktarina bakilarak tayin edilmistir. Deney sonuglarina gére HepG2 hiicrelerindeki
kaspaz-3 miktar1 % 1Cso dozunda istatiksel anlamda 6nemli bir degisim gostermemistir.
Fakat HepG2 hiicrelerindeki kaspaz-3 miktarlar: 1Cso ve 2x 1Cso dozlarinda istatiksel
anlamda 6nemli bir artis gostermistir. Buna gore mor alabas yumrusu etanol ekstraktinin
ICso ve 2Xx 1Cso dozlart HepG2 hiicreleri iizerinde apoptotik etki gosterebilecegi
distiniilmektedir.

8. Alabas ekstraktinin antimetastatik 6zelligi olup olmadig: hiicre i¢i ve hiicre dist
MMP-9 miktarlarina bakilarak tayin edilmistir. Deney sonuglarmma goére HepG2
hiicrelerindeki hem hiicre i¢i hem de hiicreden salinan MMP-9 miktar1 1Cso ve 2x 1Cso
dozlarinda hiicreler iizerinde istatiksel anlamda 6nemli bir degisim gdéstermemistir. Buna
gore mor alabas yumrusu etanol ekstraktinin ICsg Ve 2X 1Csg dozlarinin HepG2 hiicreleri
tizerinde antimetastatik etkisi bulunmamaktadir.
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9. Alabas ekstraktinin antianjiyogenik 6zelligi olup olmadig: hiicre i¢i ve hiicre
dis1 VEGF miktarlarina bakilarak tayin edilmistir. Deney sonuglarina gore VEGF miktar1

her iki 6lgtimde de Y% ICso, ICso Ve 2x ICsp dozlarda istatiksel anlamda nemli bir degisim
gostermemistir.
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