T.C.
GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BAZI C/TRUS L. TURLERININ MEME TUMORU
UZERINDEKI /N VITROVE IN VIVO ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

FARMAKOGNOZiI ANA BILIiM DALI

HAZIRAN 2024






BAZI CITRUS L. TURLERININ MEME TUMORU UZERINDEKI IN VITRO VE
IN VIVO ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Omer Faruk YAKINCI

DOKTORA TEZi
FARMAKOGNOZIi ANA BiLiM DALI

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HAZIRAN 2024



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez igindesundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

Tiam bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez calismasindayararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

Bu tezde sundugum galismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Omer Faruk YAKINCI
26/06/2024


Gazi
Pencil


BAZI CITRUS L. TURLERININ MEME TUMORU UZERINDEKI IN VITRO VE
IN VIVO ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI
(Doktora Tezi)

Omer Faruk YAKINCI

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Haziran 2024

OZET

Kanser diinyadaki 6liim sebepleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir ve meme kanseri en
yaygin goriilen li¢ kanser tiiriinden biridir. Bu maligniteye kars1 yeni tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar devam etmekte ve antikarsinojenik etkili fitokimyasallar
iizerinde yapilan arastirmalar, yeni biyoaktif bilesiklerin bulunmas1 ve klinikte uygulanma
potansiyellerinin ortaya konulmasi yoniinden biiylik Onem tasimaktadir. Yapilan
caligmalarda, Citrus tiirlerinin meyvelerinin, in vitro ve in vivo antitimor etkilere sahip
oldugu bildirilen limonoitler, flavonoitler ve kumarinler gibi ¢esitli sekonder metabolitler
icerdigi tespit edilmistir. Calismamizda, farkli molekiil iskeletlerine sahip potansiyel
sitotoksik etkili bilesikleri bir arada bulundurmasi nedeniyle Citrus aurantium L. (turung),
Citrus maxima (Brum.) Merr. (sadok), Citrus medica L. (aga¢ kavunu) ve Citrus paradisi
Macfad. (greyfurt) bitkilerinin meyve kabuklarinin meme tiimortii tizerinde tedavi edici etki
gosterebilecegi ongoriilmiis ve bu dogrultuda, anilan meyvelerin kabuklarindan hazirlanan
ekstrelerin ve ekstrelerden, in vitro (MCF-7 hiicre hatt1) sitotoksik aktivite-yonlendirmeli
fraksiyonlama c¢alismalar1 dogrultusunda elde edilen fraksiyonlarin ve sekonder
metabolitlerin in vivo N-metil-N-nitrozoiire (NMU)-nedenli meme timdori modeli
iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Aktivite-yonlendirmeli olarak yapilan
fraksiyonlama ve izolasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda en aktif bulunan C. aurantium meyve
kabuklarinin etil asetatli ekstresinden Sephadex LH-20 ve silika jel agik kolon
kromatografisi yontemleriyle fraksiyon ve alt fraksiyonlar elde edilmis; bunlardan en etkili
bulunan SP FR.A+B ve CASK-3 iizerinde izolasyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Aktif
alt fraksiyondan CAS 5 (izomeranzin), CAS 10 (3-metoksi nobiletin), CAS 11 (nobiletin)
ve CAS 12 (tangeretin) bilesikleri izole edilmistir. Tek doz NMU enjeksiyonu sonrasinda
meme tiimori olusturulan Sprague-Dawley cinsi disi siganlara in vitro deneylerde en etkili
bulunan numuneler oral gavajla 8 hafta boyunca uygulanmig, deney sonunda alinan doku ve
kan orneklerinde biyokimyasal, histopatolojik, immunohistokimyasal calismalar ile gen
analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen in vivo bulgular, en etkili tedavinin nobiletin
uygulamas1 ile saglandigim gdstermistir. izole edilen bilesikler i{izerinde antikanser
aktiviteye yonelik olarak yapilan in silico analizler, in vitro ve in vivo deneylerden elde
edilen sonugclar i¢in destekleyici veri saglamistir.
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ABSTRACT

Cancer is among the top causes of death in the world, and breast cancer is one of the three
most common types of cancer. Studies on the development of new treatment approaches
against this malignancy, and research on phytochemicals with anticarcinogenic effects is of
great importance in terms of finding new bioactive compounds and revealing their potential
for clinical application. Previous studies have revealed that the fruits of Citrus species
contain various secondary metabolites such as limonoids, flavonoids and coumarins, which
are reported to have antitumor effects in vitro and in vivo. In the present study, Citrus
aurantium L. (bitter orange), Citrus maxima (Brum.) Merr. (shaddock), Citrus medica L.
(citron) and Citrus paradisi Macfad (grapefruit) were selected due to their content of
potentially cytotoxic compounds with different molecular structures. It has been considered
that the fruit peels of Citrus plants may have a therapeutic effect on mammary tumors.
Accordingly, the present study aims to invetsigate the in vivo anticancer effects of the
extracts, fractions and the secondary metabolites of the mentioned fruits on N-methyl-N-
nitrosourea (NMU)-induced mammary tumor model in rats, in the line with cytotoxic in vitro
activity-guided fractionation studies on MCF-7 cell line. Fractions and subfractions were
obtained by Sephadex LH-20 and silica gel open column chromatography methods from the
ethyl acetate extract of C. aurantium fruit peels. Isolation studies were carried out on SP
FR.A+B and CASK-3, which were found to be the most effective. Compounds CAS 5
(isomeranzin), CAS 10 (3-methoxy nobiletin), CAS 11 (nobiletin) and CAS 12 (tangeretin)
were isolated. The active samples were administered by oral gavage to Sprague-Dawley
female rats in which mammary tumors were induced after a single dose of NMU injection.
Biochemical, histopathological, immunohistochemical studies and gene analyzes were
performed on the tissue and blood samples taken at the end of the experiment. Obtained in
vivo findings showed that the most effective treatment was provided by nobiletin application.
In silico analyzes for anticancer activity on the isolated compounds provided supporting data
for the results obtained from in vitro and in vivo experiments.
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Key words : Citrus, mammary tumorigenesis, cancer, in vitro, in vivo, NMU, MCF-7,
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1. GIRIS

Kanser, genel olarak kontrolsiiz hiicre biliyitimesi ve boliinmesi olarak tanimlanir. Esas olarak
hiicrelerin ¢ekirdeginde bulunan genlerdeki mutasyondan kaynaklanir. Kanserli hiicreler
viicudun spesifik bir organinda lokalize olarak kalirsa benign tiimér olarak adlandirilir,
ancak tiimor hiicreleri diger organlara dogru gog¢ etmeye baslarsa malign hale gelir. Meme
hiicrelerinde baslayan ve maligniteye ulasan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meme
kanseri meydana gelir. Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve akciger ve
kolon kanseri ile birlikte diinya ¢apinda en yaygin goriilen {i¢ kanser tipinden biridir. Sekiz
ila on kadindan birinin yasamlar1 boyunca meme kanseri olacagi istatistiki olarak
ongoriilmektedir. Meme kanseri halen az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde akciger
kanserinden sonra ikinci en yaygin 6liim nedenidir (Majeed ve digerleri, 2014; Tao ve
digerleri, 2015). Giiniimiizde kanserlerin tedavisinde bagvurulan ydntemler radyoterapi,
kemoterapi ve cerrahi girisimdir ancak tedavide heniiz istenilen diizeye ulagilamamstir. Ilag
tedavilerine diren¢ gelistirebilen kanser hiicreleri ¢ogalmalarin1 devam ettirebilmekte veya
saglikl hiicrelere zarar verebilmektedir. Bu nedenle, antikarsinojenik etkili yeni bilesiklerin

arastirtlmasi hiz kesmeden devam etmektedir (Debela ve digerleri, 2021).

Dogal kaynaklar glinlimiizde potansiyel kemoterapétik ajanlarin en 6nemli kaynagi olarak
kabul edilmektedir. 1960 yilindan bu yana Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanan antikanser ilaglarin %350’sinden fazlasi1 dogal kaynaklidir. 1996-2003 yillari
arasinda 400’den fazla sitotoksik etkili bilesik, bitkilerden, deniz canlilarindan ve

mikroorganizmalardan izole edilmistir (Mayer ve Gustafson, 2004).

Citrus tiirleri (turunggil, narenciye) tiim tropikal ve subtropikal {ilkelerde kiiltiirii yapilan,
insan sagligina ve diyetine katkida bulunan, kiiresel erisilebilirligi ve popiilaritesiyle olduk¢a
onemli meyvelere sahip, ekonomik degeri yiiksek olan bitki tiirleridir. Ayrica, Citrus tiirleri
antitimoral, kardiyoprotektif, serbest radikal siipiiriicii, bakterisidal ve antiviral etkilere
sahip tibbi ve aromatik bitkiler olup bu etkileri nedeniyle nutrasétik, geleneksel bitkisel tibbi
tirtin ve bitkisel ilag olarak kullanilma potansiyeline sahiptir (Ezzati, Yousefi, Velaei ve Safa,
2020).



Yapilan literatiir galismalari, Citrus tiirlerinin meyvelerinin ¢esitli hastaliklardan korunmada
ve hastaliklarin tedavisinde yaygin bir kullanim alanma sahip oldugunu gostermektedir.
Citrus meyvelerinin gesitli tipte kanserlerin Onlenmesi igin yararli olabilecegi yapilan
epidemiyolojik arastirmalarda bildirilmistir (Y. Wang ve digerleri, 2017). Farkli iskelete
sahip biyoaktif bilesikler (flavonoitler, kumarinler, limonoitler, vb.) tasiyan bu tiirlerin,
enflamasyon ve oksidasyon siiregleri lizerinde olumlu etkiler gostererek, diyabet, kanser ve
kalp-damar hastaliklari riskini ortadan kaldirdig: rapor edilmistir (Flavia Cristina Fernandes
Pimenta, Tavares, ve digerleri, 2017). Calismamizda, icerdigi bilesik gruplari nedeniyle
antikanser etki gosterme potansiyellerinin oldugu belirlenen fakat tizerinde daha 6nce meme
timoriine karsi ayrintili ve karsilastirmali antikanser aktivite ¢alismasi bulunmayan Citrus
aurantium L. (turung), Citrus maxima (Brum.) Merr. (sadok), Citrus medica L. (aga¢
kavunu) ve Citrus paradisi Macfad. (greyfurt) tiirleri tizerinde in vitro ve in vivo preklinik
aragtirmalarin  yiriitilmesi amaglanmigtir. Etkili sekonder metabolitlerin, meyve
kabuklarinda daha yiiksek oranda bulunmasi (Favela-Hernandez, Gonzalez-Santiago,
Ramirez-Cabrera, Esquivel-Ferrifio ve Camacho-Corona, 2016) ve turuncgil atiklarinin
katma degeri yiiksek triinler olarak degerlendirilme potansiyelinin ortaya konulabilmesi
amaciyla ¢alismamizin Citrus meyve kabuklari tizerinde yiiriitiilmesi planlanmistir. Anilan
tiirlerin meyve kabuklarindan hazirlanan ekstrelerin ve aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
caligmalar ile elde edilen alt ekstrelerin, fraksiyonlarin, alt fraksiyonlarin ve bilesiklerin
antitimoral etkilerinin in vitro, in vivo ve in silico deneyler ile detayli ve karsilagtirmali
olarak aragtirilmasi, etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi ve bu suretle meme kanseri

iizerine etkili dogal kaynakli bilesiklerin bilimsel literatiire kazandirilmas1 amac¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Genel Bilgiler” boliimiiniin “Botanik Bilgiler” ve “Halk arasinda ve Geleneksel Tedavi
Sistemlerinde Kullanilis1” alt boliimlerinde, ¢alismamizda kullanmis oldugumuz Citrus
aurantium L. (turung), Citrus maxima (Brum.) Merr. (sadok), Citrus medica L. (agag
kavunu) ve Citrus paradisi Macfad. (greyfurt) tiirlerine ait bilgiler sunulmustur.
Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore, bu tiirler arasinda en yiiksek aktivite gosteren
tirtin C. aurantium oldugu belirlendiginden, “Fitokimyasal Calismalar” ve “Biyolojik

Aktivite Calismalar1” alt boliimlerinde yalnizca C. aurantium’a ait bilgiler sunulmustur.

2.1. Botanik Bilgiler

Alem: Plantae

Boliim: Spermatophyta
Alt Boliim: Angiospermae
Sinif: Dicotyledoneae

Alt Sinif: Dialypetalae
Takim: Sapindales
Familya: Rutaceae

Cins: Citrus L.

2.1.1. Rutaceae familyasi

Rutaceae familyasi, agirlikli olarak tropikal ve subtropikal bolgede yetisen bitkilerden
olusan, yaklagik 2100 tiir ve 154 cins ile Sapindales takimindaki tiir sayis1 agisindan en
biiyiik familyadir. Tiirler diinya ¢apinda ¢ogunlukla (sub) tropikal bolgelerde bulunur ve ii¢
ana ¢esitlilige sahip bolge vardir: Tropikal Orta ve Giiney Amerika, Giiney Afrika (6zellikle
Cape Town bolgesi) ve Avustralasya (Appelhans ve digerleri, 2021; Kubitzki, 2010).

Rutaceae familyasi ¢ogu agaglar veya calilardan olusan, bazen tirmanici, nadiren otsu
bitkilerden olusur (Kubitzki, 2010). Bazi taksonlarin saplar1 dikenlidir. Yapraklar basit,
trifoliat veya pinnattir, bazen pinnatifittir; genellikle pellusit veya benekli salgi bezleri

bulunur. Cigeklenme, nadiren yalniz ¢igeklerden olusan bir simoz veya salkimdir. Cigekler



genellikle hermafrodit ve aktinomorf, hipogin, nadiren epigindir. Kaliks aposepal veya 4-5
sepal birlesik veya lobludur. Korolla petalsiz veya 4-5 petal birlesik, imbrikat veya valvat ya
da lobludur. Stamen sayis1 8-10-00, genellikle diplostemon, bazi taksonlarda staminodyumlar
bulunur; filamentler genellikle tabanda birlesiktir. Anterler boyuna yarikla agilir. Ginekeum
sinkarp, nadiren apokarp, tistiin durumlu, 4-5 karpellidir. Plasentasyon aksillerdir. Oviiller
anatrop veya hemitrop, bitegmik, karpel basina 2 oviil diismektedir. Nektaryum genellikle
ovaryum tabaninda halka seklinde bir disk olarak bulunur. Meyve sizokarp, bakka, drupa
veya hesperidyumdur. Yaprak ve perikarp dahil olmak tizere birgok dokuda ugucu yag igeren

salg1 cepleri mevcuttur (Simpson, 2010).

Familya diinya ¢apinda yaygin olarak yetistirilen Asya kokenli bir tiir olan Citrus L. cinsiyle
ve bu cinsin tiirleri olan yenilebilir meyveleriyle (portakal, limon, mandalina, greyfurt, vb.)
bilinir. Rutaceae familyasindaki Citrus disindaki diger cinsler, halk arasinda kullanilan bitki
tiirlerinin, ugucu yaglarin ve klinikte tedavi amaciyla kullanilan ajanlarin kaynagi olarak
onemlidir. Bu familyadaki bazi bitkilerden, i¢erdikleri 5-metoksipsoralen, limonoitler ve
triterpenler gibi bilesiklerin antimikrobiyal ve antifungal etkilerinden dolay1 dogal pestisitler
ve herbisitler (Groppo, Afonso ve Pirani, 2022) olarak yararlanilmakla birlikte, bu familya
bitkilerinin asil olarak ¢ok sayida farkli farmakolojik etkilere [(antidiyabetik (Den Hartogh
ve Tsiani, 2019), antikanser (Saini ve digerleri, 2022), kardiyoprotektif (Victoria-
Montesinos ve digerleri, 2021), antiobezite (Nakajima, Macedo ve Macedo, 2014),
immiinomodiilator (Miles ve Calder, 2021), antibakteriyel (Saeb, Amin, Gooybari ve Aghel,
2016) vb.)] sahip olduklar1 bildirilmistir

2.1.2. Citrus L.

Citrus kelimesi Grekge “kédpoc” kelimesinden tiiretilmistir. Citrus ismi yazili kayitlarda ilk
defa “Book of History” (MO 500 y1l) kitabinda gegmis ve bu tiirlerin kdkeninin en az MO
2200'e kadar uzandigi bildirilmistir. Citrus tiirlerinin cografi kokenine iliskin farkli
hipotezler bulunmaktadir ve bunlarin neredeyse tamami Gilineydogu Asya'nin tropikal ve
subtropikal bolgelerinden diger kitalara bu boélgelerden dagilmasi ile ilgilidir (Cebadera-

Miranda, Morales ve Cadmara, 2019).

Citrus L. cinsi Sapindales takimina ve Rutaceae familyasina aittir. Tiirlerin varyete ¢esitliligi

ve yiiksek mutasyon sikligi, taksonomik iligkilerin kurulmasimi zorlagtirdigindan, Citrus



tirlerinin simiflandirilmasinda, birkag taksonomik yaklasim ortaya konulmustur (Cebadera-

Miranda ve digerleri, 2019).

Citrus cinsi, Genera Plantarum’un ilk baskisinda 1737'de Carl Linnaeus tarafindan
belirlenmistir. 1753'te Species Plantarum adli ¢alismasinda Linnaeus, Citrus cinsinin iig
tirtinii belirlemistir: Aga¢ kavunu ile limon agaglarin1 (C. medica var. lemon) igeren C.
medica; aci-tatli portakal agaglarini igeren C. aurantium (C. aurantium var. sinensis) ve
pomelo veya sadok olarak adlandirilan (C. aurantium var. grandis). Osbeck, 1757'de
pomeloyu C. grandis olarak adlandirmistir ve 1765'te tatli portakal agacini (C. sinensis) act

portakal agacindan bagimsiz bir tiir olarak ayirmistir (Cebadera-Miranda ve digerleri, 2019).

Filogenetik bakis acgisina gore en ¢ok kabul géren hipotez, yetistirilen tiim Citrus tiirlerinin
lic 0zgiin tiirden ¢esitlendigini varsaymaktadir. Bu tiirler, Hindistan kokenli ve Avrupa'da
bilinen ilk Citrus tiiri olan aga¢ kavunu (C. medica); Cin orijinli mandalina (C. reticulata)
ve Malezya takimadalar1 ve dogu Hindistan orijinli pomelodur (C. maxima) (Barrett ve
Rhodes, 1976; Scora, 1975) . Kalan alt1 ticari tiir, li¢ ana tiirden iiretilen melezlerdir. Bu
hipotez, biyokimyasal ve morfolojik kriterlere dayali olarak Scora (Scora, 1975) ile Barret
ve Rhodes (Barrett ve Rhodes, 1976) tarafindan onerilmis ve daha sonra molekiiler biyoloji
teknikleriyle desteklenmistir (De-qiu ve digerleri, 1993; Federici, Fang, Scora ve Roose,
1998; Nicolosi ve digerleri, 2000). Diger Citrus tiirlerinin ve varyetelerinin, bahsi gecen
orijinal tiirler veya onlarin soyundan gelen tiirler arasindaki ardisik melezlemeler veya dogal
ya da indiiklenmis mutasyonlar ile olustugu oOne siiriilmistiir (Cebadera-Miranda ve
digerleri, 2019).

Ulkemizde vetisen Citrus tiirleri

Citrus aurantiifolia (Christm.) Swing. — Bergamot
Citrus aurantium L. — Turung

Citrus deliciosa Ten. — Akdeniz mandalinasi
Citrus limon L. Burn. f. — Limon

Citrus maxima (Burn.) Merrill — Sadok

Citrus medica L. — Agag¢ kavunu

Citrus paradisi Macfad. — Greyfurt

Citrus reticulata Blanco — Mandalina



Citrus sinensis (L.) Obsbeck — Tatli portakal
Citrus trifoliata L. — Ug turung

2.1.3. Citrus L. botanik ozellikleri

Kiigiik agaclar. Yapraklar basit, alternan, ince, lateral damarlar1 az, yaprak saplar1 genellikle
+ kanatli veya kenarli, genellikle yaprak tabani ile eklemli. Cigekler beyaz veya kirmizimsi
mora ¢alan, tek ve aksiller veya kisa aksiller rasemus, tam veya ginekeum islevsiz. Kaliks
4-5 pargali, korolla 4-8 (genellikle 5-) pargali. Stamenler petallerin 4-10 kat1 kadar. Ovaryum
degisken, genellikle 10-14 lokiiler, oviiller 2 kollateral sira halinde. Meyve etli bir
hesperidyum, tohumlar etrafinda stipitat, igsi pulp-vezikiillerle ¢evrili. Tiirkiye'de Citrus
tiirleri iiriinleri Ege ve Akdeniz illerinde (baslica izmir, Aydin, Mugla, Antalya, Mersin,
Adana ve Hatay) ve Dogu Karadeniz’de (6zellikle Rize) yetistirilmektedir . “Flora of Turkey
and The East Aegean Islands” kitabinda Citrus tiirlerinin ayirimi igin verilen “Tayin

Anahtar1” asagidaki gibidir (Davis, 1970):

1. Yaprak sap1 kanatsiz, en fazla dar kenarli, yaprak tabanina birlesik veya diizgiin olmayan

sekilde baglantili C. medica

1. Yaprak sap1 kanatli, en azindan dar kanatli, yaprak tabani ile belirgin sekilde eklemli

2. Stamenler ¢ok sayida, genellikle petal sayisinin 4 katindan fazla; cicekler 2 tiirli,

hermafrodit veya erkek; olgun meyve parlak sar1, her iki ucunda mememsi bir ¢ikint1 var
C. limon

3. Meyve belirgin sekilde basik, her iki ucta yassilagsmis, kabuk kolayca ayrilabilir

4. Meyve biiyiik, 6 cm'den fazla; yapraklar eliptikten ovata kadar, genellikle 10 cm'den fazla;

tomurcuklar 10 mm'den fazla C. unshiu

4. Meyve daha kiiciik, nadiren 6 cm'ye ulasir; yapraklar lanseolat, 10 cm'den kiigiik;

tomurcuklar 10 mm'ye ulagmaz C. deliciosa

3. Meyve basik degil, kabuk segmentlere sikica bagl

5. Meyve biiyiik-cok biiytik, yaklasik 10-15 cm ¢apinda, ¢oklu (18-) lokiiler, soluk sart;

yaprak saplar1 genis kanath

6. Kolayca parcalanan biiyiik pulpa kesecikleri olan meyveler; yaprak saplar1 genis kanatli,

dis hatlar1 subkordat; tohumlar tek embriyolu, ¢ikintili C. grandis

6. Meyve daha kiigiik, yapisik pulpa-vezikiillli; yaprak saplari daha az genis kanatli, dis

hatlar1 kordat degil; tohumlar piiriizsiiz, poliembriyonik C. paradisi



5. Meyve 5-10 cm capinda, 13 lokiilere kadar; yaprak sapi genis kanatliysa meyve
kirmizimsi veya turuncu

7. Meyve ovat yesilimsi etli ve sarimsi yesil kabuklu, genellikle her iki ucunda mememsi bir
¢ikint1 bulunur; yapraklar oldukea kiigiik ve dar C. aurantiifolia

7. Meyve kiiremsi, kabuk soluk turuncudan kirmizi-turuncuya; yapraklar daha genis ve daha

biiyiik
8. Yaprak sap1 genis kanatlidir; sert kabuklu ve keskin asitli meyve C. aurantium
8. Yaprak saplar1 dar kanatli; meyve daha yumusak kabuklu ve tath C. sinensis

Resim 2.1. Soldan saga sirasiyla C. medica, C. maxima, C. paradisi ve C. aurantium
meyveleri



2.1.4. Cahismamizda kullandigimiz Citrus tiirlerinin botanik 6zellikleri

Citrus aurantium L. (turunc)

Akdeniz havzasi, Yemen, Hindistan, Cin Halk Cumhuriyeti, Avustralya, Amerika Birlesik
Devletleri ve Brezilya’da yayilis gostermektedir. Ulkemizde, Izmir ve Antalya olmak iizere
Giliney Ege ve Akdeniz Bolgelerinde 500 m’den daha diisiik seviyelerde yetismekte ve
kiiltiirti yapilmaktadir. Killi topraklarda yetisir ve iyi drene edilmis topragi tercih eder.

Agac veya nadiren ¢ali formunda. Geng siirgiinler tiiysiiz, yesilimsi beyaz. Yapraklar foliat,
yaprakeiklar 7,5-15 cm. Uzun, eliptik veya ovat, genis, akut veya akuminat; yaprak saplari
¢iplak veya kanath, kanat genellikle obovat. Cigcek hermafrodit, beyaz. Stamenler 20-30
adet. Meyve kiiremsi, genellikle yassi ve turuncu renkli, kabuk gevsek veya yapisik; meyve
tatl, sari, nadiren kirmizi (Resim 2.2). Cigeklenme Nisan-Haziran aylar1 (Karthikeyan ve
Karthikeyan, 2014).

Sinonimleri: C. x aurantium var. aurantium, C. x aurantium var. sinensis, C. X aurantium
var. paradisi; C. X aurantium var. tangerina, C. x aurantium var. unshiu (satsuma
mandarins), C. x aurantium var. clementina, C. x aurantium var. nobilis, C. x aurantium
var. temple, C. x aurantium var. deliciosa, C. x aurantium var. erythrosa, C. x aurantium

var. paratangerina ve C. x aurantium var. suhuiensis (Ollitrault, Curk ve Krueger, 2020)

Resim 2.2. Citrus aurantium L.



Citrus maxima (Brum.) Merr. (sadok)

Gilineydogu Asya kokenli bir bitki olup, Hindistan, Cin, Japonya, Tayland, Filipinler,

Endonezya ve Amerika Birlesik Devletleri'nde kiiltiire alinmaktadir.

Agac formunda. Geng dallar, abaksiyal yaprak ylizeyi, pedinkiiller ve ovaryum piloz. Dallar
genellikle morumsu. Yaprak sap1 2-4 x 0,5-3 cm ya da daha az, kanatli, yaprak ayasi genisce
ovat ya da eliptik, 9-16 x 4-8 cm ya da daha biiyiik, kalin, koyu yesil, taban yuvarlak, ug
yuvarlaktan genise ve bazen mukronat. Cicekler tek veya salkim halinde; ¢icek tomurcuklart
morumsu veya nadiren beyaz. Kaliks 3-5 loblu. Tag yapraklar 1,5-2 cm. Stamenler 25-35,
bazilar1 gelismemis. Stilus uzun ve kalin. Meyve soluk sar1 ve sarimsi yesil, kiiremsi, yass,
piriform veya genis obkonik, genellikle 10 cm'den daha biiyiik ¢apli, 200 tohumlu veya
tohumsuz; perikarp siingerimsi; sarkokarp 10-15 (-19) segmentli, beyaz, pembe, kirmizimsi
veya nadiren sar1. Tohumlar diizensiz sekilli, belirgin sirtli, gelismemis tohumlar ¢ok sayida,

embriyo tek, kotiledonlar beyaz. Cigeklenme Nisan-Mayis aylar1 (A. Singh, 2017)

Sinonimleri: Citrus grandis (L.) Osbeck, Citrus maxima var. uvacarpa Merr. (Ollitrault ve
digerleri, 2020)

Citrus medica L. (agac kavunu)

Orta ve Bat1 Hindistan bdlgesi orijinli bir bitkidir (Panara, Joshi ve Nishteswar, 2012). Daha
cok Akdeniz bolgesinde, Orta ve Giiney Amerika'da yayilis gostermekle birlikte Avustralya,
Japonya, Cin, Banglades, Arabistan, gibi tropikal ve subtropikal bolgelerde yetismektedir.

Cal1 veya kii¢iik aga¢ formunda. Dallar, yaprak tomurcuklar1 ve ¢igek tomurcuklari gencken
morumsu renkte. Dallar yaklasik 4 cm, dikenli. Yapraklar basit, yaprak sap1 kisa, kanatsiz;
yaprak ayasi eliptikten ovat-eliptige kadar, 6-12 x 3-6 cm veya daha biiyiik. Ci¢ek salkimlari
aksiller, yaklasik 12 ¢igekli veya bazen cicekler tek. Cicekler hermafrodit veya erkek. Tag
yapraklar 5 adet, 1,5-2 cm. Stamenler 30-50 adet. Ovaryum silindirik, stilus uzun ve kalin,
stigma klavat. Meyve soluk sari, subgloboz-elipsoid; perikarp beyaz-soluk sari ve igi
yumusak, sarkokarptan daha kalin, zorlukla ¢ikarilir; sarkokarp 10-15 segmentli, renksiz,

neredeyse pellusit-soluk sar1, kokulu. Tohumlar kiiglik, tohum kabugu piiriizsiiz,
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embriyo(lar) tek ya da ¢ok sayida, kotiledonlar beyaz. Cigeklenme Nisan-Mayis aylar1 (Rani
ve Gill, 2020).

Sinonimleri: Citrus medica var. acida Brandis (Ollitrault ve digerleri, 2020)

Citrus paradisi Macfad. (greyfurt)

Yogun tacli ve kiiglik dikenleri olan 10-15 m yayilan biiyiik bir agactir. Yapraklar 18 cm'ye
kadar oval, koyu parlak yesil, kenarlar1 yuvarlak dentat, derimsi, sap1 genis kanatli. Cicekler
beyaz, 2-20'li kiimeler halinde, her seferinde bir tane acar, 4-5 cm genisliginde. Meyve
yuvarlak, 9-15 cm genisliginde, 3-12'li kiimeler halinde, meyve kabugu yesilden soluk sari-
turuncu renge degisen, inceden kalina kadar, pulpa sari, biiyiik ve siki (Essombe Malolo ve
digerleri, 2022).

Calismamizda kullanilan Citrus tiirlerine ait herbaryum 6rneklerinin incelenmesi amaciyla
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Herbaryumu, Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu, Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu ve Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu ziyaret
edilmis, bu herbaryumlar arasinda sadece Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu’nda kayith 6rnekler bulunmustur. Bulunan kayitlar kareleme sistemine gore

gruplandirilarak tilkemizdeki yayilisi Cizelge 2.1 ve Resim 2.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Calismamizda kullanilan Citrus tiirlerinin iilkemizde kayitli olan herbaryum

bilgileri
Tiir ad1 Kare | Toplandigi yer ve tarih | Kayit Bilgileri ngbaryum Kaynak
Icel, Erdemli, Alata
C. aurantium L. g5 | EHupiatimGn | SEml 60215 (iST)!
Arastirma Enstitiisii, Cetiner istanbul
06.04.1989 canmdul -
Turhan . Universitesi
C. medica L. C6 Antakya Bavto 7868 (IST)! Eczacilik
: - ylop Fakiiltesi
Igel, Erdemli, Alata
Bahge Kiiltiirleri Sermin Herbaryumu
- T
C. paradisi Macfad. | C5 P — Chithe: 60214 (IST)!
06.04.1989

(1): Tarafimizdan incelenen herbaryum 6rnekleri
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° Citrus tiirlerinin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” gegen yayilist
A Herbaryum bilgilerine gore Citrus tiirlerinin toplandigi lokasyonlar
* Calismamizda kullanilan Citrus tiirlerinin toplandigi bolge

Resim 2.3. Citrus tiirlerinin Tirkiye’deki yayilist
2.2. Citrus Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar
2.2.1. Halk arasinda ve geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilisi

Citrus meyveleri, insan sagligi ve gidasi agisindan 6nemli olan ve kiiresel erisilebilirligi olan
trtinlerdir (Y. Liu, Heying ve Tanumihardjo, 2012). Etnobotanik literatiir taramasindan elde
edilen bilgiler, Citrus taksonlarinin diinya ¢apinda ¢ok cesitli geleneksel kullanima sahip
oldugunu gostermektedir. Asya iilkelerinde, dzellikle Cin, Giiney Kore, Hindistan, fran ve
Pakistan'da, Citrus taksonlarinin etnobotanik kullanimlarina iliskin 6nemli raporlar

bulunmaktadir.

Gelencksel Cin Tibbinda (TCM), yaygin olarak Iuzi olarak bilinen C. maxima (Burm.)
Merr.'in meyve kabuklari sindirimi tesvik etmek amaciyla, mukolitik ve ekspektoran olarak,
yapraklar1 akut diyareye, tohumlari ise kronik dizanteriye karsi kullanilmaktadir (Au ve

digerleri, 2008). Ayrica, Citrus tiirlerinin birkag tirii Avrupa geleneksel tibbinda
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kullanilmaktadir. Akdeniz bdlgesinde yetistirilen Citrus tiirlerinin antik ve ortacagdaki
kullanimlar1 Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir (Arias ve Ramén-Laca, 2005).

Cizelge 2.2. Calismamizda kullandigimiz Citrus tiirlerinin antik ve orta ¢agdaki kullanimlari

Tiir ad1 Kullanilan kisim ve amaci
= Cigek (distilasyon): Kardiyotonik, sindirime
yardimci
» Cicek (bal veya sekerle karistirilarak):

C. aurantium L. Kardiyotonik

* Meyve kabugu: Sindirime yardimci

* Pulpa: Sarilikta tedaviye yardimci

= Korteks: Insektisit

= Pulpa: Istah agici, kardiyotonik, sindirime
yardimct

= Yaprak: Sindirime yardimet, insektisit

= Meyve: Antiemetik, sindirime yardimei, insektisit
* Meyve kabugu: Sindirime yardimei

* Meyve kabugu surubu: Diiiretik

C. medica L. = Cicek ve kabuktan elde edilen ugucu yag:
Sindirime yardimci

= Pulpa: Pulmoner sedatif

= Tohum: Antiemetik, sindirime yardimci,
pulmoner sedatif, piirgatif

C. maxima (Burm.) Merr.

C. paradisi Macfad ile ilgili kullanim bilgisine rastlanilmamistir.

Brezilya topluluklarindaki etnofarmakolojik ¢alismalarda, C. aurantium meyve
kabuklarinin, ¢igeklerinin ve yapraklarinin uykusuzluk, anksiyete ve histeri gibi merkezi
sinir sistemi bozukluklarinin tedavisinde kullanildig kayithidir (de Moraes Pultrini, Galindo
ve Costa, 2006; Silva, Dreveck ve Zeni, 2009). Baska bir etnofarmakolojik aragtirmada, C.
aurantium’un yapraklarindan hazirlanan ¢ayin mide kramplarini ve kabizhigi gidermek,
mide asiditesini dengelemek ve atesi hafifletmek amaciyla, tohumlardan hazirlanan ¢ayn,
kan sekerini kontrol etmek amaciyla kullanildigi bildirilmistir (Flavia Cristina Fernandes
Pimenta, Cunha-Tavares, ve digerleri, 2017). C. aurantium'un Haiti'de dahilen antipiretik,
anti-epileptik ve antiromatizmal amagla kullanildigi; soguk alginligina karsi, sindirim
sistemi hastaliklarinda, safra kesesi ve karaciger rahatsizliklarinda ve haricen cilt lekelerine
karst kullanm kaydi bulunmaktadir (Paul ve Cox, 1995). Meksika'da bitkinin yaprakli
stirglinleri dahilen kusma ve mide agrisina karsi kullanilmaktadir (Encarnacion Dimayuga,
Virgen ve Ochoa, 1998). Sudan'da kurutulmus bitkilerin sicak sulu ekstresi dahilen sitma
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Hindistan'da tiim bitkinin sicak sulu ekstresinin dahilen

menorajiye karsi kullanildig1 kayithidir (Karthikeyan ve Karthikeyan, 2014).
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Ulkemizde ise Izmir yéresinde C. medica’nin taze meyve kabuklarmin agiz kokusunun
onlenmesinde ve skorbiit hastaliginin tedavisinde ve kuru meyvelerinin laksatif amacla

kullanildig: bildirilmistir (Ugulu, Baslar, Yorek ve Dogan, 2009).

Cizelge 2.3.’de 6zetlendigi lizere, Citrus tiirlerinin farkli iilkelerde solunum problemlerine,
sindirim rahatsizliklarina ve cilt hastaliklarina kars1 yaygin olarak kullanildigi; bu tiirlerin
anti-hipertansif, antipiretik, anti-diyabetik, sedatif ve Kkardiyotonik etkilerinden

yararlanildig1 goriinmektedir.



Cizelge 2.3. Calismamizda kullanilan Citrus tiirlerinin halk arasinda ve geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilis

kekik ile birlikte)

Tiir ad1 Ulke/Lokalite Yerel isim Kullanilis amact Kullanilan kisim Kaynak
. . Gastrointestinal - Aef
Afganistan Narenj hastaliklarm tedavisinde Meyve kabugu (toz kabuk) (Amini ve Hamdam, 2017)
Anti-stres, kardiyotonik,
. fran/Meshed Bahar Naranj sindirime yardimci ve anti- Cigek (Amiri ve Joharchi, 2013)
C. aurantium L. . .
hipertansif amagla
Madagaskar/ Farafagana Voasary makirana lé;gltu“f NG R e Meyve (Z%el‘?)‘ﬁndmlbe TOCHEIE,
Tiirkiye/Edremit Turung Bas agrisina karsi Meyve (dekoksiyon) (Polat ve Satil, 2012)
Cilt hastaliklarina (uyuz, (Rahmatullah ve digerleri,
Banglades Jhambura Y Meyve (meyve suyu) 2009)
Sedatif ve sindirime Meyve ve y.aprgk. (infiizyon . e .
Brezilya Laranjeira yardmer veya sarap icerisinde (Agra, Silva, Basﬂlo, Freitas
maserasyon) ve Barbosa-Filho, 2008)
C. maxima (Burm.) Merr. Sedatif Cigek (infiizyon)
: Istah agic1, sindirime - (Arias ve Ramon-Laca,
Ispanya Pomelo yardimer ve kardiyotonik Meyve (meyve kabugu) 2005)
Antipiretik, antitiisif, sedatif
Meksika/Tlanchinol Limén sl gty ve el || VR TEE SUHL) (Andrade-Cetto, 2009)
: yaprak (infiizyon)
1sirigina karst
. Lenfodem, bobrek iltihabi . . .
Kamerun Lamassi (Bangangte) ve romatizmaya karg: Meyve (Kayani ve digerleri, 2014)
Gine Cathiou Sitmaya karsi Yaprak (Traore ve digerleri, 2013)
- Meyve (anti-emetik,
antitoksik, insektisit, vebaya
kars1, sindirime yardimci)
- Meyve kabugu (sindirime
; ; . yardimci) Meyve (meyve kabugu), (Arias ve Ramodn-Laca,
€, el Ispanya Citron - Meyve kabugundan surup | yaprak (infiizyon) 2005)
(antitoksik ve idrar
soktiiriicii)
- Yaprak (sindirime
yardimel, insektisit).
Nijerya/Odeda, Abeokuta . .
Py (Idowu, Soniran, Ajana ve
Giiney ve Sagamu Yerel Osan were Sitmaya kars1 Meyve, yaprak h
. . . Aworinde, 2010)
Yonetim Bolgeleri
Meyve (mezokarp-taze) (Pieroni, Muenz, Akbulut,
C. paradisi Macfad. Almanya/Koln Greyfurt Antidiyabetik amagla Dekoksiyon (bazen yabani Bager ve Durmuskahya,

2005)

14"
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2.2.2. C. aurantium L. iizerinde yapilan fitokimyasal cahsmalar

Citrus tiirleri, biyoaktif ve besinsel degeri yiiksek bilesiklerinin zenginligi nedeniyle diinya
capinda popiilerdir. Citrus tiirleri, basta fenolik bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler ve
kumarinler), terpenoitler (monoterpenler, limonoitler ve karotenoitler) ve pektin olmak
tizere cesitli biyoaktif bilesiklerin kaynagidir. Ayrica Citrus tiirleri askorbik asit (C
vitamini), tokoferoller ve tokotrienoller (E vitamini) ve mineraller (selenyum, ¢inko, bakir,
demir ve manganez) agisindan da zengindir (Saini ve digerleri, 2022). Citrus tiirlerinin
kabuklar1 iizerine yapilan calismalarda, kabuklarin baslica ugucu yag, kumarinler,
flavonoitler, limonoitler ve karotenoitler bakimindan zengin oldugu gosterilmistir (Rafiq ve

digerleri, 2018).

C. aurantium'da bulunan baslica biyoaktif bilesikleri flavonoitler ve kumarinlerdir. Limonin
ve nomilin gibi limonoitler ve p-sinefrin gibi alkaloitlere de rastlanmaktadir. C.
aurantium'un meyve suyu, ¢igek, tohum, yaprak ve meyve kabugu gibi kisimlar farkli
biyoaktif bilesikler icermektedir. Kalitatif ve kantitatif fitokimyasal bilesiminin, C.
aurantium'un yetistigi cografi bolgeden, yetisme mevsiminden ve hasat doneminden belirgin
bir sekilde etkilendigi rapor edilmistir (Suntar, Khan, Patel, Celano ve Rastrelli, 2018). C.
aurantium tizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar, madde gruplarina gore siniflandiriimis
ve en onemli biyoaktif bilesenler kumarinler (Sekil 2.1 ve Cizelge 2.4); flavonoitler (Sekil
2.2 ve Cizelge 2.5); ve terpenoitler (Cizelge 2.6) ve diger bilesikler olmak iizere

sunulmustur.
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Cizelge 2.4. C. aurantium meyvelerinde bulunan kumarinler

Bilesigin ad1 Kullanilan kisim Ekstre tipi | Kaynak
Meyve kabugu ve Metanol (Dugrand-Judek ve digerleri,
pulpa 2015)
6' 7'-Dihidroksibergamottin
Meyve kabugu Etanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
(-)-8-[(S)-2,3-Dihidroksi-3- Oleunlasmami
metilbutil]-7 kufu mes e $ Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
-metoksi-2H-1-benzopiran-2-on Y
SHECEIIL S0 Olgunlasmamis Metanol | (J. Feng ve digerleri, 2020)
metoksikumarin kuru meyve
Aurapten Elgunlasmamls Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
uru meyve
Bergamottin Olgunlagling Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
kuru meyve
Bergapten Tim taze meyve HEEy (Wen ve digerleri, 2021)
gap Y Aseton & ’
Epoksibergamottin Ol gigfmamig Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
kuru meyve
[zoimperatorin Elgunlasmamls Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
uru meyve
[zopimpinellin Olgunlasmamis Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
pimp kuru meyve ’ & & ’
Meranzin Cligmlmsmatsy Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
kuru meyve
Oksiposedanin E)lgunlasmamls Metanol (J. Feng ve digerleri, 2020)
uru meyve
Ostol Elgunla@mam Metanol | (J. Feng ve digerleri, 2020)
uru meyve
Skoparon Kuru meyve kabugu | Etanol (Y. H. Hu ve digerleri, 2020)

17



Flavonoitler
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Sekil 2.2. C. aurantium meyvelerinde bulunan flavonoitler
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Cizelge 2.5. C. aurantium meyvelerinde bulunan flavonoitler
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Bilesigin ad1 Bilesigin tiirii Kullanilan kisim Ekstre tipi Kaynak
(1) Brutieridin Flavanon Tiim meyve %80 Aseton (2\(?)\/2eln) v dliple
(2) Melitidin Flavanon Tiim meyve %80 Aseton (z‘évzelr; ve digerleri,
. . (Wen ve digerleri,
Tim meyve %80 Aseton 2021)
Kuru meyve (Y. H Hu wve
» kabugu Etanol digerleri, 2020)
(3) Hesperidin Flavanon (Guihia Xu, Ye
Meyve kabugu Metanol Chen ve Liu, 2007)
< (Ana ve digerleri,
Meyve kabugu Metanol 2018)
i (Fang, Wu, lJiang
LIS ST ve Mao, 2018)
N (X. Zhou, Wang,
(4) Narirutin Flavanon Meyve kabugu Metanol Ma, Xu ve Liu,
2021)
Tiim meyve %80 Aseton Xu et al. (2007)
Mevve suvu y (Wen ve digerleri,
yve sty 2021)
lr\n/lee;'\\llg Sﬁ})uugu Ve | Etanol Zhou et al. (2021)
() Weessgertell | (FEVEd Meyve kabugu Metanol Zhang et al. (2012)
Tiim meyve %80 Aseton Xu et al. (2007)
Olgunlagmamis (Ana ve digerleri,
kuru meyve MetanCl 2018)
(6) Didimin Flavanon Meyve suyu - (fem vie it
2021)
i (. Feng ve
N Meyve suyu digerleri, 2020)
(7) Eriyositrin Flavanon (X Zhou Ve
. 0 .
Tiim meyve %80 Aseton digerleri, 2021)
(8) Neoeriyositrin | Flavanon Tim meyve %80 Aseton Zhou et al. (2021)
(9) Ponsirin Flavanon Meyve kabugu Metanol (2?2611; 70 @il
Kuru meyve (Wen ve digerleri,
kabugu Etanol 2021)
Meyve kabugu ve Etanol (Fang ve digerleri,
meyve suyu 2018)
< (Ana ve digerleri,
Meyve kabugu Etanol 2018)
(10) Naringin Flavanon Y. H. Hu ve
Tim meyve %80 Aseton - .
digerleri, 2020)
" 0 (J. Zhang ve
Tim meyve %80 Aseton digerleri, 2012)
. (Guihua Xu ve
0,
Tiim meyve %80 Aseton digerleri, 2007)
(11)  Krizoeriyol Elavon Olgunlagmamis Etanol (Wen ve digerleri,

6,8-di-C-glukozit

kuru meyve

2021)
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Cizelge 2.5. (devam) C. aurantium meyvelerinde bulunan flavonoitler

Kullanilan

Bilesigin ad1 Bilesigin tiiri Kasim Ekstre tipi Kaynak
(12) Apigenin  6,8-di-C- | Timmeyve | %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
glukozit
Tiim meyve %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
(13) Luteolin 6,8-di-C-
glukozit Flavon (J. Feng ve digerleri
. 0 . bl
Tim meyve %80 Aseton 2020)
Tim meyve %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
(14) Diosmin Flavon
Meyve kabugu | Etanol (Ana ve digerleri, 2018)
(15) Neodiosmin Flavon Tiim meyve %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
- Kuru meyve . .
(16) Roifolin Flavon i Etanol (Wen ve digerleri, 2021)
Tim meyve %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
(17) Nobiletin Flavon
.. 2 (Y. H. Hu ve digerleri,
Tim meyve %80 Aseton 2020)
Tiim meyve %80 Aseton | (Wen ve digerleri, 2021)
(18) Tangeretin Flavon
Kuru  meyve (Y. H. Hu ve digerleri,
el B 2020)
19) Morin Flavonol Meyve kabugu | Etanol (Ana ve digerleri, 2018)
(20) Rutin Flavonol Meyve kabugu | Etanol (Ana ve digerleri, 2018)
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Bilesigin adi Bilesigin Tiirii Kullanilan kisim Ekstre tipi Kaynak

a-Fellandren Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %[1'9) Zhang  ve  digerleri,
a-Pinen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %[1'9) Zhang - ve - digerlerl,
a-Terpinen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (2%41'9) Zhang  ve  digerleri,
a-Tuyen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (21(\)41'9) Zhang - ve - digerlerl,
B-Karyofillen | Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %ﬁZigvje(gigge;ifgii, i(())llgg) .
B-Mirsen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %[1'9) Zhang - ve - digerleri,
B-Pinen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (Zl?lzigvse(giggerrlle errll 3(())112) M.
y-Terpinen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (ZiZEgvse({diiggeglegi 3(())112;,) M.
Geranial Monoterpen l\l\ﬁgzz suyl;abugu, Diklorometan (ZizigVSe(gigge;rlf errll ;%112) M
Geranial asetat | Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (Zl?lﬁgvsecgigge;rlleerrii, %%112) .
Limonen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (ZQZigvsecg?;errlle errll 3(())112) M
Linalil asetat Monoterpen l\l\;llgzz Suyltjabugu’ Diklorometan (zl?lzigvseddi?gfrlf ;rll 75(())112) M
Linalol Monoterpen mgzz Suyl;abugu, Diklorometan (Z[;zigvse({diiggegf errii, 3(3112,) M
Mirsen Monoterpen mgzz SuyILabUgu’ Diklorometan (Z[;{aligvse({di?ge;f errii’ 3%112’) M
Neral Monoterpen | \iENE | Diklorometan | 5 K erer, 2019)
Sabinen Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (zl?lzigvseddi?gfrlf ;rll 75(())112) M.
Sitronellal Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %[1'9) Zhang - ve  digerlerl,
Sitronellol asetat | Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan (21541-9) Zhang ve digerleri,
Sabinene Monoterpen Meyve kabugu Diklorometan %[1'9) Zhang ve  digerleri,
Germakren B Seskiterpen Meyve kabugu Diklorometan (M. Zhang ve  digerleri,

2019)
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Cizelge 2.6. (devam) C. aurantium meyvelerinde bulunan terpenoitler

Bilesigin ad1 %lllrej lem Kullanilan kisim Ekstre tipi Kaynak
Kuru meyve kabugu | Etanol (Y. H. Hu ve digerleri,
. 2020)
Notkaton Seskiterpen M. Zh Jierlor
Meyve kabugu Diklorometan (M. Zhang ve digerleri,
2019)
e . . . . (Luan, Wang, Wang ve
B-Sitraurin Triterpenoit Meyve kabugu Kloroform Xu, 2020)
Obakunoik  asit (Duan, Guo, Liu, Liu ve
17-B-D- Limonoit Tim meyve Metanol Li, 2014; Wen ve
glukopiranozit digerleri, 2021)
. . . . . (Duan ve digerleri, 2014;
Deasetilnomilin Limonoit Tim meyve Metanol Wen ve digerleri, 2021)
(Duan ve digerleri, 2014;
. . . . - Y. H. Hu ve digerleri,
Limonin Limonoit Kuru meyve kabugu | Etanol 2020; Wen ve digerleri,
2021)
Olounlasmamis kur (Duan ve digerleri, 2014;
Nomilin Limonoit mégli/e ? 3 KUY Metanol J. Feng ve digerleri, 2020;
y Wen ve digerleri, 2021)
a-Karoten Karotenoit Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
B-Karoten Karotenoit Y diserlori
Meyve kabugu Diklorometan (M. Zhang ve digerleri,
2019)
Meyve kabugu Diklorometan (Luan ve digerleri, 2020)
B-Kriptoksantin Karotenoit M. Zh liserler]
Meyve kabugu Diklorometan (M. Zhang ve digerleri,
2019)
(- Karoten Karotenoit Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
9-cis- . g . .
Violaksantin Karotenoit Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
Fitoen Karotenoit — -
Pulpa Hekzan/Aseton/ | (M. Zhang ve digerleri,
Etanol 2019)
Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
Fitofluen Karotenoit — -
Pulpa Hekzan/Aseton/ | (M. Zhang ve digerleri,
Etanol 2019)
Meyve kabugu Kloroform (Luan ve digerleri, 2020)
Lutein Karotenoit M. Zh lizerler
Meyve kabugu Diklorometan (M. Zhang ve digerleri,

2019)




Cizelge 2.6. (devam) C. aurantium meyvelerinde bulunan terpenoitler

23

Bilesigin adi Bilesigin Tiirii Kullanilan kisim Ekstre tipi Kaynak
Luteoksantin Karotenoit Meyve kabugu Diklorometan Wk Zuwng v
digerleri, 2019)
Meyve kabugu Kloroform (216331)1 ve digerleri,
VIR ST L Pulba Hekzan/Aseton/ (M. Zhang ve
P Etanol digerleri, 2019)
- (Luan ve digerleri,
Meyve kabugu Kloroform 2020)
i i Hekzan/Aseton/
Zeaksantin Karotenoit Meyve  kabugu, | Loy (M. Zhang ve
meyve suyu digerleri, 2019)
Diger bilesikler

Yukarida bahsedilen metabolitler disinda C. aurantium meyve kabugunda organik asitler (p-

kumarik, kafeik asit, ferulik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik, klorojenik, sinapik,

karbamik asit, siklohekzanasetik asit, malik asit, kinik asit, sikimik asit, 2-ketoglutarik asit,

4-aminobiitanoik asit, palmitik asit) (Guihua Xu ve digerleri, 2007; M. Zhang ve digerleri,

2019), sekerler (sakaroz, arabinoz, turanoz, mannoz, galaktoz, fukoz, fruktoz, d-psikoz,

myo-inozitol, ksiloz) ve alkaloit (p-sinefrin) bulunmaktadir (Stohs, Preuss ve Shara, 2012).

2.2.3. C. aurantium L. iizerinde yapilan aktivite calismalar:

Antidiyabetik aktivite

C. aurantium L. meyve kabugundan elde edilen farkli ekstrelerin (siklohekzan, kloroform,

etil asetat, aseton ve etanol-su) a-amilaz ve a-glukozidaz tizerinde inhibitor etkileri oldugu

goriilmiistiir. Benayad ve digerlerinin (2021) yaptigi in vitro antidiyabetik aktivite

caligmasinda anilan ekstrelerin giiclii inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. 166 ve 332

pg/mL konsantrasyonlarda yapilan deneylerde siklohekzan ve etil asetat ekstreleri ile ugucu

yag, referans molekiil olan akarbozdan daha diisiik a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitesi

gosterirken, etanol-su, aseton ve kloroform ekstreleri akarbozdan daha giiclii inhibitor etki

gostermistir (Benayad ve digerleri, 2021). Bir bagka ¢alismada, C. aurantium’dan izole

edilen neohesperidin bilesigi, in vivo diyabet modeli olusturulan KK-AY farelerine

uygulanmis ve bilesigin farelerde aglik glikozunu, serum glikozunu ve glikozile serum

proteinini onemli Ol¢iide azalttigi bildirilmistir. Neohesperidin, diyabetik farelerde oral
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glikoz tolerans1 ve insiilin duyarliligint 6nemli 6l¢iide artirmis ve insiilin direncini
azaltmistir. Ayrica neohesperidin, KK-AY farelerinde serum trigliseritlerini, toplam
kolesterolii ve leptin seviyesini 6nemli Olglide azaltmistir. Neohesperidin karacigerde lipit
birikimini engellemis ve KK-Ay farelerinde epididimal adipozit boyutunu azaltmistir.
Ayrica, neohesperidin ile tedavi edilen farelerde hepatik aktiflestirilen protein kinaz

(AMPK) fosforilasyon seviyesinde artis gozlenmistir (Jia ve digerleri, 2015).

C. aurantium ekstrelerinin diyabetik farelerde karaciger antioksidan savunmasi lizerindeki
etkinligi rapor edilmistir. C. aurantium ekstreleri ile tedavi edilen deneysel diyabet modeli
olusturulan farelerde kan glikoz seviyesi, tedavi edilmeyen diyabetik farelere kiyasla 6nemli
Olciide diigmiistiir. Diyabetik farelerin karacigerinde glutatyon peroksidaz, malondialdehit
(MDA) ve nitrik oksit (NO) aktiviteleri onemli 6lgiide azalirken, siiperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleri artmistir. Bu calismada, C. aurantium ekstresinin karaciger antioksidan
aktivitesini arttirdig1 tespit edilmis ve karaciger hasarlarimi azaltmada da etkili oldugu
histolojik analizlerle ortaya konulmustur (Jiao, Huang, Wang ve Yu, 2007). Baska bir
calismada, C. aurantium flavonoitlerinin 3T3-L1 hiicrelerinde glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3) fosforilasyonunu ve Protein Kinaz B (AKT) aktivasyonunu 6nleyerek insiilin sinyal
kaskadinit modiile ettigi bildirilmistir (G.-S. Kim ve digerleri, 2012).

Antiobezite etkisi

Termojenez ve adipogenezi kontrol etmedeki rolii nedeniyle, C. aurantium obezite karsiti
ajan olarak kabul edilebilir. Protoalkaloit p-sinefrinin ve C. aurantium ekstrelerinin, istah
bastirict rolleri nedeniyle kilo kaybimi tesvik etmek amaciyla gida endiistrilerinde ve diyet
takviyelerinde tanimlanmig dozlarda giivenle kullanilabilecegi bildirilmistir (Stohs, 2017;
Stohs, Preuss ve Shara, 2011). Bir ¢calismada, C. aurantium'un iki ana bileseni olan naringin
ve neohesperidin'in obezite karsiti etkilerinin altinda yatan mekanizma arastirilmistir.
Yiiksek yagl diyetle indiiklenen obezite modelinde, C57BL/6 farelerine sekiz hafta boyunca
C. aurantium ekstresi verilmis ve farelerin yag dokusu, viicut agirhigi ve toplam serum
kolesterolii dl¢lilmiistiir. C. aurantium ekstresinin bahsi gegen parametrelerde énemli bir
diistis sagladig1 belirlenmistir. Diger taraftan, C. aurantium ile muamele edilen 3T3-L1
adipozitlerinde lipit damlaciklarinda azalma kaydedildilmis ve in vitro g¢alismalar bu
sonuglar1 dogrulamistir. C. aurantium uygulanan primer kahverengi adipozitlerde daha

biiyiik bir farklilagsma ve peroksizom proliferator aktivasyonlu reseptoér (PPAR) koaktivator
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1 alfa ve protein 1 termojenik faktorlerin ayrilmasinda bir artis gézlenmistir. Aragtirmacilar
ayrica. AMP ile AMPK baskilanmasinin C. aurantium'un adipozitlerdeki etkilerini
engelledigini gézlemlemislerdir. Bu sonuglar, C. aurantium'un anti-adipojenik ve
termojenik bir ajan olarak etkisinin AMPK yolagina dayandigini1 gostermistir (J. Park ve
digerleri, 2019). Diger bir aragtirmada, C. aurantium ¢ig¢eklerinden hazirlanan kloroform
ekstrelerinin 3T3-L1 hiicre farklilasmasini inhibe ettigi ve lipit birikimini baskilayarak
yiiksek yagli diyet ile obezite olusturulan farelerde metabolik hastaliklar1 hafiflettigi
belirlenmistir (X.-Y. Li ve digerleri, 2021). Baska bir arastirmada, C. aurantium meyve
kabuklarindan elde edilen p-sinefrin iceren ekstreler, kilo kaybini saglamak amaciyla kafein
gibi diger bilesiklerle birlikte kullanilmistir. Bu kombinasyonun hem hayvanlarda hem de
insanlarda termojenezi ve lipolizi artirarak kilo kaybini saglamada etkili oldugu

kanitlanmistir (Peixoto ve digerleri, 2012).

Anksivyolitik aktivite

Calismalar, C. aurantium’un merkezi sinir sistemi tizerindeki etkilerinin, Ozellikle de
anksiyolitik etkisinin aragtirilmasina odaklanmistir. Hayvanlar ve insanlar tizerinde yapilan
cesitli calismalarda bu tiiriin anksiyolitik etkisi gosterilmistir. Ornegin, C. aurantium meyve
kabuklarindan elde edilen ucucu yagin, tek doz uygulamasmin, sigcanlar iizerinde,
yiikseltilmig art1 labirentin ag¢ik kollarinda kalma siiresinde artis saglayarak anksiyolitik etki
olusturdugu tespit edilmistir (Carvalho-Freitas ve Costa, 2002). Ayrica, yaygin anksiyete ve
obsesif-kompulsif bozuklugun deneysel modellerinde anksiyolitik aktivite goézlenmistir.
Ayni zamanda, fareler 15 giinliik ardisik tedaviden sonra bile herhangi bir motor bozulma
belirtisi gostermemistir (de Moraes Pultrini ve digerleri, 2006). Leite ve digerleri (2008)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada, 12 sican, yiikseltilmis art1 labirent ve agik alan labirent
testleri olmak iizere iki anksiyete modelinde degerlendirilmistir. Siganlarin 6nceden C.
aurantium ugucu yagmi %1; 2,5 ve 5 konsantrasyonlarda akrilik bir kutuda 7 dakika boyunca
solumalar1 saglanmistir. Her iki deney modelinde de hayvanlarin duygusal reaktivitesinde
bir azalma gozlenmis ve bu da olas1 bir merkezi etkiye isaret etmistir (Leite ve digerleri,

2008).

Baska bir ¢calismada, C. aurantium’un serotonin reseptorlerinin bir alt tipi olan serotonin 1A
(5-HT1A) reseptoriiniin anksiyolitik aktivitesine dahil olmak suretiyle merkezi sinir

sistemini etkiledigi ortaya konulmustur (Costa ve digerleri, 2013). C. aurantium’un
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anksiyolitik etkisini test eden klinik ¢alismalar da tatmin edici sonuglar ortaya koymustur.
Klinik bir aragtirmada, ameliyattan 2 saat oncesinde oral premedikasyon olarak C. aurantium
cicegi distilat1 (1 mL/kg) verilmis, ardindan anksiyete degerlendirmesi igin STAI 6lgegi
kullanilmigtir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, deney grubundaki hastalarin ameliyat
oncesi anksiyetelerinde azalma tespit edilmistir (Akhlaghi ve digerleri, 2011). Bagka bir
caligmada, kronik miyeloit 16semili hastalar, mediiller materyal toplama prosediiriinden 6nce
C. aurantium ugucu yagimi inhale etmislerdir. Sonuglar, bu miidahaleye tabi tutulan
hastalarin anksiyete seviyelerinde azalma oldugunu ve prosediir sirasinda rahat
hissettiklerini gostermistir. Buna ek olarak, C. aurantium ugucu yagi, tek bir dozda bile,
pozitif kontrol olarak kullanilan anksiyolitik ilag ile karsilastirilabilir bir aktivite gostermistir

(Flavia Cristina Fernandes Pimenta ve digerleri, 2016).

Bir bagka ¢alismada, 18-35 yasindaki ilk kez cocuk doguracak kadinlara dogum sirasinda C.
aurantium yagi ile aromaterapi uygulanmis ve sonuglar bu kadinlarin dogum sirasindaki
anksiyetelerinde énemli bir azalma oldugunu géstermistir. Ik kez ¢ocuk doguracak olan 126
kadin tizerinde yapilan bir baska klinik ¢alismada, C. aurantium ugucu yaginin dogumun ilk
asamasindaki agr1 {izerindeki etkileri aragtirllmistir. Hastalara her 30 dakikada bir gazli
bezlere batirilmig distile su iginde 4 mL C. aurantium inhale etmeleri amaciyla verilmistir.
Sonuglar, bu isleme tabi tutulan kadinlarda agrinin hafifledigini gostermistir. C. aurantium
kullanilarak yapilan aromaterapinin tatmin edici olup olmadig1 soruldugunda, katilimeilarin
%88,1’1 uygulanan yontemden memnun olduklarii ve %92,1°1 gelecekteki islemlerde bu
yontemi kullanacaklarini sylemistir. Bu galismalar, C. aurantium ile aromaterapinin hamile
kadinlar i¢in faydali olabilecek basit, ucuz ve noninvaziv bir miidahale oldugunu

gostermistir (Seraj, Nourani, Mokhber ve Shakeri, 2014).

Anti-enflamatuvar aktivite

C. aurantium bilesenlerinin merkezi sinir sistemi tizerindeki etkileri disindaki diger olasi
etkilerini belirlemek igin ¢esitli ¢aligmalar yapilmigtir. Aragtirmacilar C. aurantium'dan
nobiletin, naringin ve hesperidin gibi flavonoitleri izole etmis ve bunlarin sigan hiicreleri
tizerindeki anti-enflamatuvar etkilerini in vitro olarak degerlendirmislerdir. Sonuglar, izole
edilen flavonoitlerin anti-enflamatuvar etkisini dogrulayan pro-enflamatuvar aracilarin
baskilandigin1 gostermistir (S. R. Kang ve digerleri, 2011). Citrus aurantium L. var. amara

Engl ¢igeklerinden elde edilen ugucu yagin, NO, interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktorii-
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o (TNF-0) ve interlokin-1p (IL-1p) tiretimini ve bu sitokinlerin gen ekspresyon diizeylerini
inhibe ederek anti-enflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir. Ugucu yagin enflamasyonla
iligkili hastaliklarin tedavisi i¢in fonksiyonel bir gida olarak gelistirilme potansiyeline sahip
oldugu sonucuna varilmistir (Shen, Jiang, Zhu ve Ou-Yang, 2017). Hamedi ve digerlerinin
(2019), C. aurantium tohum yaginin siganlarda olasi anti-enflamatuvar ve antinosiseptif
aktivitelerini formalin-nedenli penge yalama, 6dem ve miyeloperoksidaz aktivitesi
iizerinden degerlendirilmistir. Tohum yag1, formalin testinin birinci ve ikinci agsamalarinda
anti-enflamatuvar etki gostermistir ancak miyeloperoksidaz aktivitesi tizerinde etkili
bulunmamistir (Hamedi ve digerleri, 2019). Diger bir ¢aligmada arastirmacilar C. aurantium
meyve kabugu ucucu yagimin (pEOCa) kimyasal bilesimini analiz etmis bunun yani sira anti-
enflamatuvar aktivitesini in vivo olarak degerlendirmistir. Sonuglar, pEOCa'nin ana
bilegenlerinin limonen ve linalool oldugunu gostermistir. Ugucu yag, lipopolisakkarit ile
muamele edilen RAW264,7 makrofajlar1 tarafindan NO {iretimini konsantrasyona bagh
olarak azaltmistir. Bu inhibisyon transkripsiyonel diizeyde ger¢eklesmistir. pEOCa, karbon
tetrakloriir uygulanan siganlarda, hepatik oksidatif stres biyobelirtegleri diizeyleri, plazma
biyokimyasal parametreleri ve deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilii yoniindeki iyilesme
ile izlendigi iizere hepatotoksisiteyi azaltmigtir. pPEOCa ile tedavinin karbon tetrakloriiriin
neden oldugu karaciger hasarini 6nledigi ve boylece serbest radikallerin zararli etkilerini

engelledigi acik¢a goriilmektedir (Ben Hsouna ve digerleri, 2019).

Kardiyovaskiiler aktivite

C. aurantium’un kardiyovaskiiler etkisinin degerlendirildigi ¢alismalar sinirhdir. C.
aurantium’un kardiyovaskiiler etkilerinin arastirildig1 preklinik bir caligmada, disi Sprague-
Dawley si¢anlara 28 giin boyunca her giin gavaj yoluyla biri %6, digeri ise %95 oraninda
sinefrin igeren iki farkli dozda (10 veya 50 mg/kg) ekstre uygulanmistir. Ayrica, bir¢ok besin
takviyesi kafein de i¢erdiginden, bu dozlara kafein de eklenmistir. Sinefrin, C. aurantium
ekstresi i¢inde, ya da saf sinefrin olarak, kalp atis hizin1 ve kan basincimi artirmistir. %95
sinefrin uygulanan hayvanlarda kalp hizi ve kan basinci minimal diizeyde etkilenmistir. C.
aurantium ekstresi ile daha kuvvetli etkiler gostermis, bu da ekstre i¢indeki diger bilesenlerin

bu fizyolojik parametreleri degistirebilecegini diistindiirmiistiir (Hansen ve digerleri, 2012).

C. aurantium takviyesinin bir submaksimal aerobik egzersiz seansini takiben

kardiyorespiratuvar ve otonomik parametrelerin iyilesmesi {iizerindeki etkisinin
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degerlendirildigi on iki saglikli erkek yetiskin lizerinde yapilan ¢apraz, randomize, ¢ift kor
ve plasebo kontrollii bir klinik ¢alismada, C. aurantium (600 mg, %30 oraninda p-sinefrin
(180 mg)) veya plasebo (600 mg nisasta) goniilliilere randomize giinlerde, degerlendirmeden
90 dakika once oral yolla verilmistir. Sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, nabiz
basinci, ortalama arter basinci, kalp atim hizi (KAH) ve KAH degiskenlik indeksleri
istirahatte ve egzersizden sonra 60 dakika boyunca degerlendirilmistir. C. aurantium alima,
egzersiz sonrasi sistolik kan basmcini azaltmus, yiiksek frekans indeksi, pPNN50 (%) ve
parasempatik modiilasyon indeksleri araciligiyla egzersiz sonrasi kalbin vagal
modiilasyonunu diizenlemistir. KAH, diyastolik kan basinci, nabiz basinci ve ortalama arter
basinci parametreleri i¢in olumsuz kardiyovaskiiler etkiler elde edilmemistir. C.
aurantium’un saglikli erkeklerde submaksimal aerobik egzersizin yani sira kardiyovaskiiler

ve otonomik sistemler icin giivenli oldugu gdsterilmistir (Benjamim ve digerleri, 2022).

Antimikrobiyal aktivite

Citrus meyve ekstreleri dogal antimikrobiyal etki gosterdiginden, gidalarda antimikrobiyal
amagla kullanilmaktadir (Hindi ve Chabuck, 2013). C. aurantium yapraklarinin su, etanol
ve kloroform ekstreleri gram-pozitif (Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis) ve gram-
negatif bakterilere (Escherichia coli ve Klebsiella pneumonia) karsi antibakteriyel aktivite
gostermistir (Gopal, 2012). C. aurantium meyve suyunun iki bakteriyel izolat (Listeria
monocytogenes ve Salmonella typhimurium) tizerindeki etkisi arastirilmistir. Test edilen
mikroorganizmalarin pH’s1 nétralize edilmis meyve suyunda sadece iki giin hayatta
kalabildikleri; yedi gilinliik inkiibasyondan sonra biiyliyemedikleri gosterilmistir
(Karabiyikli, Degirmenci ve Karapinar, 2014). Cezayir'de yetistirilen on Citrus tiiriiniin
meyve suyu ve yaprak ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar well difiizyon yontemi
kullanilarak arastirilmigtir. C. aurantium meyve suyunun, test edilen tiim gram-pozitif (S.
aureus, B. subtilis, M. luteus, E. faecalis ve S. epidermidis) ve gram-negatif bakterilere
(Klebsiella, P. aeruginosa ve E. coli) kars1 yaprak ekstrelerinden daha yiiksek antibakteriyel
aktivite sergiledigi bildirilmistir. C. aurantium ve C. limon en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi gosterirken, bunlar1 C. paradisi ve C. reticulata izlemistir. Elde edilen bulgulara
gore, mikroorganizmalarin duyarlilik derecelerindeki farkliliklar, icsel toleranslarna ve
ekstrelerde bulunan bilesiklerin yapilarina baglanmistir (Haraoui, Allem, Chaouche ve
Belouazni, 2020).
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Ayrica, C. aurantium'un yapraklarindan, aga¢ dallarindan ve dal kabuklarindan elde edilen
ucucu yaglarin (5, 10, 15, 20 ve 25 pL) antibakteriyel etkileri iic patojen bakteri olan
Agrobacterium  tumefaciens, Dickeya solani ve Erwinia amylovora'ya Kkarsi
degerlendirilmistir. 25 uL uygulandiginda, dallardan elde edilen ugucu yag A. tumefaciens'e
karsi en yiiksek aktiviteyi gostermis (inhibisyon zon ¢api: 17,66 mm), yapraklardan elde
edilen ucucu yaglar D. solani ve E. amylovora'ya karsi 17,33 mm inhibisyon zon gap1
olusturmustur. Arastirmacilar C. aurantium'un gesitli kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
potansiyel antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu sonucuna varmustir (Okla ve digerleri,
2019). Baska bir calismada, C. aurantium ugucu yaglarinin antibiyofilm aktivitesi
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus subtilis, Penicillium crustosum, P. expansum ve P.
citrinum'a kars1 arastirilmis ve inhibisyon zonlarinin yaklasik 8 ila 18 mm arasinda oldugu
belirlenmistir (Kacaniova ve digerleri, 2020). Son olarak, C. aurantium ¢igeklerinden elde
edilen ugucu yagmn Streptococcus mutans ve insan dis eti epitel hiicreleriyle etkilesimi
degerlendirilmistir. Streptococcus mutans'in biiyiimesini azaltmis ve virlilans genlerinin
(comC, comD, comE, gtfB, gtfC ve gbpB) mesajc1 riboniikleik asit (NRNA) ekspresyonunu
diistirmustiir. C. aurantium ugucu yagmin oral enfeksiyonlar1 6nlemek veya kontrol etmek
icin kullanilabilecegi gosterilmistir (Benzaid, Belmadani, Tichati, Djeribi ve Rouabhia,
2021).

Antioksidan aktivite

C. aurantium, dogal antioksidanlarin 6nemli bir kaynagidir. C. aurantium yaprak ekstreleri,
kararli radikal olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazile (DPPH) karsi en yiiksek antiradikal
aktiviteyi (%92,5) gostermistir. Ayrica, B-karoten agartma yontemi kullanilarak diger Citrus
tiirlerine kiyasla [3-karoten ve linoleik asitin oksidasyon seviyesini (%77) azaltma etkisinin
oldugu ortaya konulmustur (Lagha-Benamrouche ve Madani, 2013). Farkl1 Citrus tiirlerinin
(C. aurantium, C. clementina, C. aurantiifolia, C. hamlin, C. limon, C. grandis ve C. navel
antioksidan aktivitelerinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada, C. aurantium’un metanollii
ekstresinin demir indirgeme antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu bulunmustur (Khettal
ve digerleri, 2017). Baska bir ¢alismada, C. aurantium’un meyve kabugu ekstrelerinin
toplam antioksidan aktivitesinin pulpa ekstresinden daha ytiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
etki, meyve kabugunun fitokimyasal iceriginin fenolik asitler ve tiirevleri bakimindan daha
zengin olmasina baglanmistir. Metanollii meyve kabugu ekstresi sulu kabuk ekstresine gore

daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Buna karsilik, en yiiksek antioksidan
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kapasiteye sahip olan ekstrenin sulu pulpa ekstresi oldugu bildirilmistir (Divya, Jamuna ve
Jyothi, 2016).

Karoi ve Marzouk’un yaptig1 bir in vitro ¢alismada, C. aurantium’un meyve kabugunun
metanollii ekstresi ile meyve suyunun antioksidan aktiviteleri standart antioksidanlar olan
biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen ve askorbik asit ile karsilagtirilmistir. C.
aurantium’un standartlardan daha az etkili bulunmasina ragmen dogal bir antioksidan
kaynagi olabilecegi rapor edilmistir (Jabri karoui ve Marzouk, 2013). Zhao ve digerlerinin
(2012) yaptig1 caligmada, C. aurantium var. amara giceklerinden elde edilen iki ana bilesik
olan 5-hidroksi-6,7,3',4'-tetrametoksiflavon (HTF) ve limoneksik asit (LA), in vitro
antioksidan, anti-enflamatuvar, antiviral ve antitimOr aktiviteleri ag¢isindan
degerlendirilmistir. Feokromasitoma hiicre hatlar1 (PC12) hidrojen peroksit (H2032)
¢ozeltisine maruz birakildiktan sonra 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum
bromiir (MTT) testi ile belirlenen hiicre canliligr belirgin sekilde azalmistir, bu da PC12
hiicrelerinin H2O> kaynakl1 hiicre hasarina karsi ¢ok hassas oldugunu gostermistir. 12,5-200
ng/ml konsantrasyon araliginda C vitaminin indirme giicii (RP) (6lgiilen absorbans 0,237-
0,953) ile karsilastirildiginda, HTF ve LA’nin diisiik bir RP (6lgiilen absorbans 0,205-0,412)
sergiledigi ve 25 ila 200 pg/mL konsantrasyonda RP’de neredeyse hi¢ artis olmadigi
belirlenmistir. ki bilesigin DPPH icin en yiiksek radikal siipiirme oraninin sadece %20-30
oldugu, en yiiksek radikal siipiirme oraninin ise 200 pg/mL konsantrasyonda %90’ 1n {izerine
ulagan C vitamininden ¢ok daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, iki bilesenin
RP ve DPPH’1 temizlemede kayda deger bir etkisi olmadigini gostermistir. SOD ve MDA
seviyeleri hiicre hasarinin derecesi ile iliskilendirilmistir. HTF ve LA, MDA iiretim
seviyelerini azaltarak ve SOD seviyelerini artirarak H2O> toksisitesine karst koruyucu etki
gostermistir. PC12 hiicreleri 50 pg/mL konsantrasyonda LA ile 6n isleme tabi tutulduktan
sonra, SOD aktivitesinin inhibisyon orani %60'n iizerinde bir azalmaya ulasirken, kontrol
C vitaminin inhibisyon oran1 50 pg/mL konsantrasyonda %55,6 olmustur. PC12 hiicreleri
H20; ile indiikklenmeden once On isleme tabi tutuldugunda LA, SOD aktivitesi lizerinde
onemli bir koruyucu etki gostermistir. PC12 hiicreleri HTF ve LA ile inkiibe edildiginde,
H2>O> ile indiiklenen hiicrelerin MDA aktivitesindeki artis durdurulmustur. HTF'nin C
vitamini ve LA'ya gore MDA aktivitesi {izerinde 6nemli bir inhibisyon etkisi olmamustir.
Sonug olarak, C. aurantium var. amara'dan elde edilen HTF ve LA'nin ila¢ endiistrilerinde
umut verici dogal ajanlar olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Zhao, Yang, Wei, Huang ve Jiang,

2012). C. aurantium meyvesinin ¢esitli kistmlarindan hazirlanan ekstrelerin farkli in vitro
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deneylerle antioksidan etkilerinin arastirildigr bir baska calismada, metanollii ve sulu
ekstrelerin antioksidan etkileri nispeten daha etkili bulunmustur. Ekstrelerin toplam fenol
icerigi sirasiyla meyvenin yenen kismi igin 2,5-22.5 mg/g ve kabuk kismi igin 5-45 mg/g
araliginda bulunmustir. Meyve bilesenleri radikal siipiiriicii etki gostermis ve lipit
peroksidasyonunu 6nlemede etkili bulunmustur. Regresyon analizi, toplam fenolik igerik ile
antioksidan aktivite arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir (Divya ve digerleri,

2016).

Antikanser aktivite

C. aurantium'dan elde edilen polisakkaritlerin insan meme adenokarsinoma (MCF-7) ve
insan akciger kanseri (HCCS827) hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri arastirilmistir.
Sonuglar, C. aurantium var. amara polisakkaritlerinin, RAW264.7 hiicrelerinde TNF-a ve
IL-6 iiretimini uyardigin1 ve indiiklenebilir NO sentaz (iNOS), TNF-a, IL-1p ve IL-6'nin
MRNA ekspresyon seviyelerini artirdigini géstermistir. Bulgular, C. aurantium var. amara
polisakkaritlerinin, bagisiklik sistemini uyararak antikanser aktivite sergiledigini
gostermektedir. Ayrica, C. aurantium var amara polisakkaritleri ile muamele edilen
RAW264.7 hiicrelerinde fosforile hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), fosforile c-
Jun N-terminal kinaz (JNK), fosforile p38 ve fosforile p65 diizeyleri 6nemli 6l¢lide artmistir.
Bu bulgular, C. aurantium var. amara polisakkaritlerinin, hiicre proliferasyonunu ve
apoptozunu etkileyerek kanser hiicrelerini 6ldiirmede etkili olabilecegini ortaya koymustur
(Shen, Yang, Jiang, Zheng ve Zhu, 2017). C. aurantium'dan izole edilen flavonoitler de
murin akciger hiicrelerinde olasi antikanser aktivitesi agisindan degerlendirilmistir. C.
aurantium flavonoitleri apoptoz ve hiicre gogiiniin diizenlenmesi yoluyla antikanser etki

gostermistir (K.-1. Park ve digerleri, 2014).

C. aurantium’un kabuklarinin metanollii ekstresinin anti-proliferatif aktivitesinin ve apoptoz
tizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada metanollii ekstrenin U937 insan ldsemi
hiicrelerinin biiyiimesini doz bagimli olarak inhibe ettigi ve kaspaz-bagimli apoptozu
indiikledigi tespit edilmistir. ilgili ekstrenin anti-apoptotik proteinler olan X'e bagl apoptoz
inhibitorii  proteini (XIAP) ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin  (Bcl-xL)
ekspresyonunu inhibe ettigi, Akt aktivitesini doz bagimli olarak inhibe ettigi ve apoptotik
aktiviteyi Akt artisiyla 6nemli 6lgiide zayiflattigi ortaya konulmustur (Han ve digerleri,

2012). Amalina ve Wahyuni, yaptiklari calismada, kitosan-C. aurantium kabugu ekstresinin
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nanopartikiillerinin (NPs-CA) insan meme kanseri hiicre hatlarina (MDA-MB-231) kars1
sitotoksik etkisini arastirmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek icin MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerine MTT testi uygulanmistir. Cesitli test konsantrasyonlarinda, NPs-CA’nin
C. aurantium kabuklarindan daha iyi sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Arastirmacilar
bu bulgularin, kanser tedavisinde nanopartikiilerin gelistirilmesinin faydali olabilecegini
ortaya koymustur (Amalina ve Wahyuni, 2021). Kalam, Soujanya, Mahendar ve Begum
(2016) farkl1 oranlarda Zingiber officinale Roscoe (rizom), Curcuma longa L. (rizom), Aloe
vera (L.) Burm.f. (yaprak), Citrus aurantium L. (kabuk), Emblica officinalis (meyve) ve
Ricinus communis L. (hint yagi) iceren poliherbal merhem formiilasyonlarin antioksidan
aktivitelerini ve cilt kanseri hiicre hatlarina kars1 (insan akciger epitel (A431) ve insan
melanom (A375) hiicre hattinda) sitotoksik aktivitelerini standart olarak kullanilan sisplatin
ile karsilagtirarak in vitro yontemlerle aragtirmiglardir. Tiim formiilasyonlar, standart ile
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide antioksidan aktivite gostermistir. Segili formiilasyonun
normal cilt hiicreleri (HaCaT) i¢in toksik olmadigi, ancak A375 ve A431 hiicre hatlarinda
stirastyla 35 pg/mL ve 41.5 pg/mL ICso degerleriyle cilt kanseri hiicreleri i¢in toksisite

sergiledigi bulunmustur (Kalam, Soujanya, Mahendar ve Begum, 2016).

Segun ve digerlerinin (2018) calismasinda, C. aurantium gévde kabugunun metanollii
ekstresinin sitotoksik etkisi, dort farkli insan kanser hiicre hattina kars1 [insan akciger kanseri
hiicre hatt1 (A549), insan karaciger karsinoma hiicre hatt1 (HepG2), MCF-7 ve insan prostat
kanseri hiicre hatti (PC-3)] in vitro sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar,
ekstrenin en yliksek aktiviteyi A549 hiicrelerine karsi gosterdigini, ardindan MCF-7, HepG2
ve PC-3 hiicrelerini takip ettigini gostermistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, C.
aurantium'un kansere kars1 etkili olabilecegini gdstermis, bu etkiden akridon alkaloitlerinin
sorumlu olabilecegi bildirilmistir (Segun ve digerleri, 2018). Sevindik, Aydin ve Yildirim'in
(2018) galismasinda, C. sinensis ve C. aurantium gigeklerinden elde edilen ugucu yaglarin
kimyasal bilesimi ve antiproliferatif etkileri degerlendirilmistir. Gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS) analizi sonuglarina gore, C. sinensis ugucu yaginda nerolidol
(%22,13), linalol (%14,06); C. aurantium ugucu yaginda nerolidol (%28,07), 2,6,10-
dodekatrien-1-ol (%15,11) en yiiksek oranda bulunmustur. Hem C. sinensis hem de C.
aurantium ugucu yaglari, diisik ve orta konsantrasyonda (1,9-2,9 pg/mL) gigli
antiproliferatif etki gostermistir. Sonug¢ olarak, C. aurantium'un govde kabugu ve

ciceklerinden elde edilen biyoaktif bilesikler, antikanser aktiviteye sahip potansiyel



33

adaylardir. Bu bilesiklerin daha fazla arasgtirilmasi, antikanser ilaglarin gelistirilmesi i¢in

onemli bir katki saglayabilir (Sevindik, Aydin ve Yildirim, 2018).

C. aurantium etil asetatl1 ekstresinden izole edilen ikaneksik asit ve izolimonik asidin HT-
29 kolon kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozu iizerindeki etkisi arastirilmigtir.
Elde edilen sonuglar, bu bilesiklerin G2/M asamasindaki hiicre sayisini artirarak hiicre
dongiisiinii durdurmada potansiyel bir rol oynadigin1 gostermistir (G. Jayaprakasha ve
digerleri, 2008). Ayrica, C. aurantium ¢igeklerinden izole edilen iki ana bilesik, HTF ve LA,
SMCC-7721 hiicre hatlar lizerinde 12,5 ila 200 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda
ve B16 hiicre hatlar1 iizerinde 6 ila 50 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda sitotoksik
etki gostermistir (Zhao ve digerleri, 2012). Bagka bir arastirmada, C. aurantium meyve
kabugu ekstresinin kolestatik karaciger fibrozu olusturulan farelerde fibrozu biiyiik 6lciide
azalttig1 tespit edilmistir. Biyokimyasal analiz, C. aurantium meyve kabugu ekstresinin
aspartat transaminaz, alanin transaminaz, toplam bilirubin, gama-glutamil transferaz ve
tiyobarbitiirik asit reaktif madde konsantrasyonlarin1 azaltarak bu farelerde anti-

enflamatuvar ve anti-apoptotik aktiviteler sergiledigini gostermistir (Lim ve digerleri, 2016).

2.3. Kanser

Kanser, tiimor baskilayici genlerin asag1 regiilasyonu ve/veya tlimor tesvik edici genlerin
yukari regiilasyonu ile yonlendirilen kontrolsiiz ve cogunlukla agresif hiicre biiylimesi ile
karakterize bir hastaliktir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Ilk kanser vakas1 1845 yilinda
sistematik olarak rapor edilmis olsa da, biyolojisi ve patolojisinin derinlemesine anlagilmasi
ancak son yillarda ger¢eklesmis ve kanseri ortadan kaldirmak i¢in muazzam cabalar sarf
edilmistir (Arruebo ve digerleri, 2011). Niifus tabanli kanser kayitlarindan elde edilen
verilere gore, kanser 6lim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci

sirada yer almaktadir (Siegel, Miller ve Jemal, 2019).

Amerikan Kanser Dernegi’nin agikladig1 verilere gore, 2024 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) 2.001.140 yeni kanser vakasi1 ve 611.720 kanser 6liimii ger¢eklesecegi
ongoriilmektedir. Sigara kullaniminin azalmasi, bazi kanserlerin daha erken teshis edilmesi
ve hem adjuvan hem de metastatik ortamlarda geligsmis tedavi segenekleri sayesinde
1991'den bu yana 4 milyondan fazla 6lim 6nlenerek kanser oliimleri 2021 yilina kadar

azalmaya devam etmistir. Ancak bu kazanimlar, ilk on kanserden altisinin goriilme
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sikligindaki artis nedeniyle tehdit altindadir. insidans, 2015-2019 yillarinda meme, pankreas
ve uterus kanserleri i¢in yillik %0,6-1; prostat, karaciger, bobrek ve insan papilloma viriisii
ile iligkili ag1z kanserleri ve melanom igin yillik %2-3 oraninda artmustir. Geng yetiskinlerde
rahim agz1 (30-44 yas) ve kolorektal kanserler (<55 yas) i¢cin de insidans, yillik %1-2
oraninda artmistir. Kolorektal kanser 1990'larin sonlarinda 50 yas alt1 kadin ve erkeklerde
kanserden oliimlerde dordiincii sirada yer alirken su anda erkeklerde birinci, kadinlarda ise

ikinci sirada yer almaktadir (Siegel, Giaquinto ve Jemal, 2024).

Bu durum hem finans hem de saglik sistemleri iizerinde biiytik bir yiik olusturmaktadir (W.
Chen ve digerleri, 2016). Kansere bagli 6liim oranlarin1 azaltmak, kanser biyolojisinin
anlagilmasin1  derinlestirmek ve nihayetinde daha etkili kanser terapétiklerinin
gelistirilmesini tegvik etmek amaciyla yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Barlas, 2016; T. Sun
ve digerleri, 2018). Klinik tedavi ve yonetimdeki ilerlemelerden yararlanilarak, kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanseri, hepatoseliiler karsinom, meme kanseri ve multipl miyelom
gibi bir¢ok kanser tiirlinde sag kalim siiresinde uzama saglanmisken (G. Lu ve digerleri,
2018; T. Sun ve digerleri, 2018; S. Wang ve digerleri, 2016; S. Wang, J. Tang, ve digerleri,
2017), sarkom ve kiigiik hiicreli akciger kanseri gibi solid malignitelerde son kirk yilda sag

kalimda iyilesme gozlenmemistir (S. Wang, R. Song, ve digerleri, 2017).

Klinikte kanser tedavisinin planlamasi, kanser evresinin uygun bir sekilde siniflandirilmasin
gerektirir. Tlimorler geleneksel olarak (I) doku, organ ve sisteme gore, (II) spesifik tipe gore,
(111) Diinya Saglik Orgiitii (DSO) siniflandirmasima gore ve (IV) Tiimdr-Nod-Metastaz
(TNM) sistemine gore olmak tizere dort sekilde siniflandirilir. TNM evreleme sistemi, ¢ogu
kanser tiirii i¢in (hematolojik maligniteler ve beyin tiimorleri hari¢) en yaygin olarak
kullanilan evreleme sistemidir ve kanser hastalarin1 dort ana kategoride (I, 11, 111 ve 1V)
evrelendirir (Greene ve Sobin, 2008). Evre I hastalar, organ i¢inde sinirl ve yiliksek oranda
tedavi edilebilir kanserleri barindiran vakalar1 ifade ederken, evre IV hastalar metastatik
vakalardir ve tedavileri zordur. Evre 11 ve evre I1I olarak nitelendirilen hastalar tedavi edilme
potansiyeli orta diizeyde olan, sag kalimlarm1 maksimum diizeyde uzatmak igin

multidisipliner modalitelerin uygulandigi hastalardir (Gress ve digerleri, 2017).
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Giincel kanser tedavileri

Kanserin tedavisi sadece sayisal olarak uzun sag kalim siiresini degil, ayn1 zamanda uygun
sekilde tedavi edilen hastalar ile kansersiz popiilasyon arasinda esit yasam beklentisini de
ifade eder. Tedavi edilebilirlik i¢in makul ve ampirik bir kriter, etkili tedavilerden sonra 10
yildan uzun siire niikks etmeden sag kalimin siirdiiriilmesidir (Miller, Abraham, Rhodes ve
Roberts, 2013). Bununla birlikte, klinikte kanser tedavisi i¢in yaygin olarak kabul edilen bir
kavram, bes yil boyunca tam remisyonun siirdiiriilmesi anlamina gelir (Trad ve digerleri,

2017).

Mevcut yaygin kanser tedavileri arasinda cerrahi (ve benzer ablasyon tedavileri),
kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapi yer almaktadir (Sekil 2.3).
Bu tedavilerin her biri, biiyiik 6l¢iide kanser tiirline, evresine, hastanin performans durumuna
bagl olarak kiiratif degiskenlik gostermektedir. Erken evre solid kanserlerde, cerrahi
yaklagim tek basina kiiratif olabilir (Mok ve digerleri, 2019). Kemoterapi veya radyoterapiye
duyarli olan solid kanserlerin hiper-erken evresinde, tek bir tedavi de kanser tedavisi i¢in
yeterli olabilir. Bununla birlikte, kanser vakalarinin ¢ogu, kanser hiicrelerini maksimum
diizeyde ortadan kaldirmay1 ve hastalarin sag kalimini uzatmayi amaglayan multimodalite
stratejilerinin uygulandig: ileri evrelerde teshis edilmektedir. Ne yazik ki, bu yontemlerle
uzun siireli sag kalim pratikte tatmin edici degildir ve bu nedenle, kanseri iyilestirmenin
temel taglar1 hala erken teshis ve ardindan zamaninda ve yeterli tedavide yatmaktadir
(Armitage, Gascoyne, Lunning ve Cavalli, 2017; Hamilton ve digerleri, 2006; Shanbhag ve
Ambinder, 2018).
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-
leremal radvoterag:

& Drakiterap

Birincil bolgede, cerrahi, gorintilleme kilavuzlugunda girisimsel prosediir ve radyoterapi dahil olmak
iizere lokal tedaviler kiiratif amagla uygulanabilir. Metastatik hastalikta cerrahi, radyoterapi,
imminoterapi, hedefe yonelik tedavi ve kemoterapi palyatif veya hatta kuratif amacla uygulanabilir (S.
Wang ve digerleri, 2019).

TACE: transkateter arteriyel kemoembolizasyon; APC: antijen sunan hiicre; PD-1: programlanmis 6lim-
1; PD-L1: programlanmis 6liim ligandi-1; MHC: major histokompatibilite kompleksi; TCR: T hiicre
reseptorli; CTLA-4: sitotoksik T-lenfosit iligkili protein 4; CD: farklilasma kiimesi

Sekil 2.3. Kanser i¢in baslica tedavi yontemleri

2.3.1. Meme kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve molekiiler diizeyde heterojen bir
hastaliktir. Meme kanseri diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur (Coughlin ve
Ekwueme, 2009), teshis edilen en yaygin ikinci kanserdir ve ayn1 zamanda kiiresel olarak
kadinlarda baslica 6liim nedenidir (Ferlay, Héry, Autier ve Sankaranarayanan, 2010). Meme
kanseri ile iligkili risk faktorleri (eksojen ve endojen faktorler) her gegen giin artmaktadir
(YaLive digerleri, 2017). Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavilerin yan etkileri
hasta tizerindeki yiikii artirmakta ve tedaviyi daha zor hale getirmektedir. Konvansiyonel
tedavilerle ilgili en sikintili sorunlardan biri ¢oklu ilag direncidir (Group, 2005; Ullah, 2008).
Bu durumun istesinden gelinebilmesi amaciyla, giliniimiizde terapotik olarak, diger
tedavilerin yaninda adjuvan olarak veya kemopreventif olarak kullanilabilecek ajanlarin
kesfi ve gelistirilmesi konusunda ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir (Boon, Olatunde ve Zick,
2007). Gegtigimiz son 15 yil iginde, tedavi konseptleri bu heterojenligi dikkate alacak
sekilde gelisme gostermis, daha biyolojik olarak yonlendirilen tedavilere ve tedavinin yan

etkilerini azaltmak i¢in tedavinin kademeli hale getirilmesine 6nem verilmistir. Erken meme
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kanseri (memede bulunan veya sadece aksiller lenf diiglimlerine yayilmis olan) tedavi
edilebilir olarak kabul edilir. Multimodal tedavideki gelismeler hastalarin ~%70-80'inde
tedavi sansmin artmasi saglamistir. Ilerlemis meme kanserinde tedavinin ana hedefleri,
yasam kalitesini korumak veya iyilestirmek, sag kalimi uzatmak ve tedaviye bagl diisiik

toksisite ile semptomlar1 kontrol etmektir (Curigliano ve digerleri, 2023)

Tan1 ve patofizyoloji

Meme kanseri, standardize edilmis patolojik kriterlere gore konulan histolojik bir tanidir. En
yaygin meme kanseri histolojisi invaziv duktal karsinomdur (hastalarin %50-%75'i), bunu
invaziv lobiiler karsinom takip eder (hastalarin 9%5-%15'"), karisik duktal/lobiiler
karsinomlar ve diger nadir histolojiler hastalarin geri kalanini olusturur (Waks ve Winer,
2019). Meme kanseri patogenezinde iki ana molekiiler hedef tanimlanmistir. Bunlardan biri,
invaziv meme kanserlerinin yaklasik %70'inde eksprese edilen Ostrojen reseptorii alfa
(ERa)'dir. ERa bir steroit hormon reseptdrii ve dstrojen tarafindan aktive edildiginde meme
kanseri hiicrelerinde onkojenik biiylime yollarini1 aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir

(Waks ve Winer, 2019).

Yakin iligkili steroit hormon progesteron reseptoriiniin (PR) ekspresyonu da ERa sinyalinin
bir belirtecidir. Tiimor hiicrelerinin en az %1'inde ER veya PR ekspresyonu olan tiimorler
HR+ olarak kategorize edilir. ER sinyalini asag1 regiile etmek i¢in endokrin ajanlarin
kullanim1 ER-pozitif veya PR-pozitif meme kanserleri ig¢in birincil sistemik tedavidir
(Hammond ve digerleri, 2010). Ikinci ana molekiiler hedef, epidermal biiyiime faktorii
reseptor ailesinde bir transmembran reseptor tirozin kinaz olan epidermal biiyiime faktori
2'dir (ERBB2) ve meme kanserlerinin yaklagik %20'sinde amplifiye edilir veya asir1 eksprese
edilir ve sistemik tedavinin yoklugunda kot prognozla iliskilidir (Piccart-Gebhart ve
digerleri, 2005). ERBB2 geninin amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu olan timorler
ERBB2+'dir. ERBB2 amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu olan meme kanserli hastalar,
anti-ERBB?2 antikorlar1 (trastuzumab ve pertuzumab gibi) ve kiiciik molekiillii tirozin kinaz
inhibitorleri (lapatinib ve neratinib gibi) dahil olmak {izere ERBB2 hedefli tedaviden fayda
goriir (Wolff ve digerleri, 2014).

Tiim meme tiimorlerinin yaklasik %15'ini olusturan {i¢lii-negatif meme kanseri, molekiiler

hedefler ER, PR veya ERBB2'nin ekspresyonu ile karakterize edilir. Uglii-negatif tiimérler,
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tanidan sonraki ilk 3 ila 5 y1l iginde yiiksek bir uzak niiks riskine sahiptir. Uglii-negatif meme
kanserinin spesifik molekiiler patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir (Denkert, Liedtke,

Tutt ve von Minckwitz, 2017).

Farkli prevalanslar, prognozlar ve sistemik tedavi secenekleri 3 meme kanseri alt tipini
karakterize etmektedir: HR+, ERBB2+ veya tiglii-negatif. Meme kanseri |-V olarak
evrelendirilir; IV. evresi uzak metastatik hastalifi ifade eder. Anatomik olarak 2 cm'den
kiiciik ve lenf nodu tutulumu olmayan meme tiimorii olarak tanimlanan Evre I meme
kanserlerinde 5 yillik meme kanserine 6zgii sag kalim HR+, ERBB2+ ve {iglii negatif alt
tipler i¢in sirasiyla en az %99, %94 ve %85'tir. Evre IV meme kanserleri, HR+ veya
ERBB2+ alt tipleri icin yaklasik 5 yil ve {iglii negatif i¢in 1 yi1l medyan genel sag kalim
oranina sahiptir (Waks ve Winer, 2019).
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Meme kanseri

l i i i

Luminal Bazal tipli Claudin-diisiik Her2
A Luminal hiicre A Bazal hiicre A E-cadherin & claudin AHer2 & benzersiz bir
eksprese edilen genler eksprese edilen genler genleri gen seti
En uzun genel sag kalim Kisa genel sag kalim Kisa genel sag kalim Kisa genel sag kalim

Uclii Negatif
Meme Kanseri

Mezenkimal Luminal Bazal benzeri 1 Bazal benzeri 2

Mezenkimal

A Sitokin sinyali AHiicre I acdliefier A Hiicre A Biiyiime
& antijen isleme hareketliligi & benzeri reseptorii dongiisii & faktorii sinyal
genleri farklilasma A Hiicre A Hormon hiicre yolaklart

En kisa sag kalim genleri hareketliligi & sinyal bolinmesi Orta diizeyde sag

En kisa sag farklilasma yolaklar genleri kalim (niiks yok)

genleri En kisa sag Orta diizeyde
En uzun sag kalim (niiks
yok)

A isareti her bir alt tipte hiicresel genin daha yiiksek ekspresyonunu gosterir. Alt tipler genel sag kalim (meme
kanseri alt tipleri i¢in) ve niiks etmeden sag kalim (TNBC alt tipleri i¢in) ile karakterize edilir

Sekil 2.4. Meme kanserinin molekiiler alt tiplerinin sematik gosterimi

Tedavi prensipleri

Nonmetastatik meme kanserinde tedavinin ana hedefleri tiimoriin memeden ve bolgesel lenf
diigiimlerinden eradike edilmesi ve metastatik niiksiin 6nlenmesidir. Nonmetastatik meme
kanseri i¢in lokal tedavi, cerrahi rezeksiyon ve aksiller lenf nodlarmin 6rneklenmesi veya
cikarilmasindan olusur ve postoperatif radyasyon g6z oniinde bulundurulur. Sistemik tedavi
ameliyat oncesi (neoadjuvan), ameliyat sonrast (adjuvan) veya her ikisi birden olabilir.
Meme kanseri alt tipi, uygulanan standart sistemik tedaviyi yonlendirir; bu tedavi tiim HR+

timorler i¢in endokrin tedavisi (bazi hastalar kemoterapi de gerektirir), tim ERBB2+
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timorler igin trastuzumab bazli ERBB2'ye yonelik antikor tedavisi ile kemoterapi (es

zamanli HR pozitifligi varsa ek olarak endokrin tedavisi verilir) ve ii¢lii negatif meme

kanseri i¢in tek basina kemoterapiden olusur. Metastatik meme kanserinde terapdtik hedefler

yasam siiresinin uzatilmasi ve semptomlarin hafifletilmesidir. Halen, metastatik meme

kanseri neredeyse tiim etkilenen hastalarda tedavi edilemez olmaya devam etmektedir.

Burada 0Ozetlenen neoadjuvan/adjuvan yaklasimlarda oldugu gibi metastatik meme

kanserinde de aymi temel sistemik tedavi kategorileri kullanilmaktadir. Lokal tedavi

modaliteleri (cerrahi ve radyasyon) tipik olarak sadece metastatik hastalikta palyasyon i¢in

kullanilir (Waks ve Winer, 2019). Meme kanserinin 3 alt tipi i¢in prevalans, prognoz ve

tedavi segenekleri Cizelge 2.7°de sunulmustur.

Cizelge 2.7. Meme kanserinin 3 alt tipi i¢in prevalans, prognoz ve tedavi segenekleri

Hormon Reseptorii (HR)
+/ERBB2-

ERBB2+ (HR+ or HR-)

Uglii-Negatif

Patolojik tanim

Tumor hiicrelerinin >%1'i ER veya
PR proteinleri i¢in pozitif boyanir

Tiimor hiicreleri ERBB2 proteini igin
giiclii bir sekilde (3+) boyanir veya
ERBB2 geni tiimor hiicrelerinde
amplifiye edilir. ERBB2+ tiimérlerin
yaklagik yaris1 ayn1 zamanda HR+'dir

Tumor Gstrojen reseptorti,
progesteron reseptorii veya
ERBB?2 pozitifligi igin
herhangi bir patolojik
kriteri karsilamiyor

Molekiiler patogenez

Ostrojen reseptorii o (bir steroit
hormon reseptorii) onkojenik
biiyiime yollarimni aktive eder

Epidermal biiytime faktorii reseptor
ailesinden ERBB2 reseptor tirozin
kinaz1 kodlayan ERBB2 onkogeni
asir1 aktiftir

Bilinmiyor (muhtemelen
¢esitli)

Meme kanseri vaka

genel sag kalim)

orant, % 70 15-20 15
Prognozsis

Evre I (5 yillik meme

kanserine 6zgii sag >99 >94 >85
kalim), %

Metastatik (ortalama 45yl 5yil 10-13 ay

Tipik sistemik i¢in
terapiler metastatik
olmayan hastalik
(ajanlar, yolak,

ve siire)

* Endokrin tedavisi (tiim hastalar):

« Tamoksifen, letrozol,
anastrozol, veya eksemestan

«  Agizdan tedavi

% 5-10 yil

» Kemoterapi (baz1 hastalar):

Adriamisin/siklofosfamid (AC)

Adriamisin/siklofosfamid/

paklitaksel (AC-T)

Dosetaksel/siklofosfamid (TC)

Intravenoz tedavi

12-20 hafta

'0

’0

X3

’0

'0

’0

X3

’0

'0

’0

Kemoterapi ve ERBB2 hedefli
tedavi (tiim hastalar):

- Paklitaksel/trastuzumab (TH)
- Adriamisin/siklofosfamid/
paklitaksel/trastuzumab

+ pertuzumab (AC-TH=P)

- Dosetaksel/karboplatin/trastuzumab
+ pertuzumab (TCH=+P)

- Intravenoz tedavi

- 12-20 hafta kemoterapi;

1 yil ERBB2-hedefli tedavi

- Endokrin tedavisi (eger ayrica
hormon reseptorii pozitif)

- Tamoksifen, letrozol,
anastrozol veya eksemestan

- Agizdan tedavi

-5-10 yil

» Kemoterapi (tiim
hastalar):

-AC

-AC-T

-TC

- Intravenoz tedavi
- 12-20 hafta
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Bitki bazli dogal iiriinler ve meme kanseri

Bitkiler kanser tedavisinde uzun bir kullanim geg¢misine sahiptir. Giinlimiizde kullanilan
antikanser ajanlarin  %60'indan fazlasinin bitkiler, deniz organizmalar1 ve mikro-
organizmalar dahil olmak {izere dogal kaynaklardan elde edilmektedir (Naeem ve digerleri,
2022; Varghese ve Dalvi, 2021). Bitkisel kaynaklardan antikanser ajanlarin arayisi,
1950'lerde Vinca alkaloitlerinin (vinblastin ve vinkristin) kesfi ve gelistirilmesi, sitotoksik
podofilotoksinlerin izolasyonu ile baglamistir. ABD Ulusal Kanser Enstitiisii 1960 yilinda,
esas olarak 1liman bolgelere odaklanan kapsamli bir bitki toplama programi baslatmistir. Bu
program, taksanlar ve kamptotesinler de dahil olmak {izere bir dizi sitotoksik aktivite
gosteren bircok yeni bilesigin kesfedilmesine 6nayak olmustur ancak bunlarin klinik olarak
aktif ajanlara donistiiriilmesi 1960'larin basindan 1990'lara kadar yaklasik 30 yillik bir

donem igerisinde olmustur (Cragg ve Newman, 2005).

Dogal bilesikler, genler gibi belirli molekiiler hedefler tlizerine dogrudan etki ederek veya
metabolik yollar1 etkileyen konjugatlar1 dolayli olarak stabilize ederek kanser tedavisinde
olumlu etki saglar (Saldanha ve Tollefsbol, 2012). Liao, Apaya ve Shyur (2013) yaptiklar1
caligmada, bitkisel bilesiklerin kemoterapi veya diger tedavilerden kaynaklanan bulanti,
yorgunluk, mukozit ve anemi gibi yan etkiler1 azaltmak amaciyla konvansiyonel
kemoterapiyle birlikte adjuvan olarak etkili bir sekilde kullanilabilecegini bildirmistir (Liao,
Apaya ve Shyur, 2013). Bir¢cok caligmada, dogal bilesiklerin birgogunun antikanser
aktiviteye sahip oldugu ve bircok mekanizma tizerinde (Sekil 2.6) etki gosterme potansiyeli
bulundugu kanitlanmistir (Grosso ve digerleri, 2017; F. Li ve digerleri, 2013; Zheng ve
digerleri, 2016; Y. Zhou ve digerleri, 2016).

Kanserin erken olusumunda ve ilerlemesinde, genetik degisikliklerin yani sira ¢gogunlukla
epigenetik diizensizlikler gézlenmektedir (Ducasse ve Brown, 2006). Meme kanseri, DNA
hipermetilasyonu ile birlikte histon asetilasyonu ve metilasyonu gibi anormal histon
modifikasyonlari, timor baskilayic genlerin epigenetik susturulmasi ve genomik instabilite
ile iliskilidir (Jones ve Baylin, 2007; V. Stearns, Zhou ve Davidson, 2007). Yapilan
caligmalar, dogal kaynaklarda bulunan sekonder metabolitlerin epigenetik olaylari modiile
etme ve kanser ilerlemesine neden olmadan dnce epigenetik degisiklikleri tersine ¢evirme
yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Khan, Aumsuwan, Khan, Walker ve Dasmahapatra,
2012; Thakur, Deb, Babcook ve Gupta, 2014). Fitokimyasallarin, spesifik anahtar
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transkripsiyon faktorlerini, kinazlari ve biliyiime faktorii reseptorii aracili yollari hedef
alarak, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozun baslatilmast ve tiimor baskilayici
genlerin yeniden etkinlestirilmesi yoluyla epigenetik degisikliklerde etkilerini gosterdikleri
bildirilmistir (R. Aggarwal, Jha, Shrivastava ve Jha, 2015; Landis-Piwowar, Milacic ve Dou,
2008). Meme kanseri kemoprevansiyonunda, Chlebowski (Chlebowski, 2014) ¢alismasinda,
tamoksifen ve bazi aromataz inhibitorlerinin (eksemestan ve anastrozol dahil) klinik
caligmalarda meme kanserini azaltmada etkili kemopreventif etkilerini gdstermistir. Bunun
yani sira bu ilaglar, tamoksifen de dahil olmak iizere, endometriyal kanser riskini artiran yan
etkiler gostermistir. Sentetik ilaglarla karsilagtirildiginda, dogal bilesikler hem in vitro hem
de in vivo deneylerde daha az yan etki ve minimum toksisite gosterdikleri i¢in meme kanseri
kemoprevensiyonunda umut vericidir (E.-Y. Ko ve Moon, 2015). Membrana bagli protein
ve sitokrom P450 enzim ailesinin bir iiyesi olan aromataz, androstenedionun Ostrona ve
testosteronun Ostrodiole doniisiimiinii katalize eder ve Ostrojen biyosentezinde ¢cok 6nemli
bir rol oynar (Maggiolini ve digerleri, 2002). Yapilan ¢alismalarda, fitokimyasallarin
Ostrojene benzer kimyasal yapiya sahip oldugunu ve aromataz aktivitesini dogrudan inhibe
ederek aromataz ekspresyonunu degistirme yetenegine sahip oldugunu gostermistir
(Lephart, 2015). Ayrica, dogal iirinlerin metabolik enzimler siklooksijenazlar (COX'lar),
fosfolipaz A2'ler (PLA2'ler) ve lipooksijenazlar (LOX'lar) dahil olmak {izere aragidonik asit
(AA) yolunu hedef alarak kemopreventif etki gosterdigi de ortaya konulmustur (Yarla ve
digerleri, 2016). Farkli ¢alismalarda, arasidonik asit yolaginin enflamasyonda ve timor
olusumunda 6nemli bir rol oynadig: rapor edilmistir (Cuendet ve Pezzuto, 2000; D. Wang
ve DuBois, 2010). Yiiksek COX-2 seviyesi ile kotii prognoz, invazivlik ve meme kanseri
hiicrelerinin yogunlugu arasinda pozitif bir iliski oldugu bildirilmistir (Denkert ve digerleri,
2003). Ranger, Thomas, Jewell ve Mokbel (2004) meme kanserinde COX-2 ekspresyon
seviyeleri ile uzak metastazlar arasinda pozitif bir korelasyon bulmuslardir (Ranger,
Thomas, Jewell ve Mokbel, 2004). Bu durum g6z 6niinde bulundurarak, COX- 2 diizeyinin
diisiiriilmesinin farelerde meme kanseri hiicrelerinin metastatik davranisini azaltabilecegi
ortaya konulmustur (Stasinopoulos, O'Brien, Wildes, Glunde ve Bhujwalla, 2007).
Apigenin, ginsetin, kurkumin ve likopen gibi fitokimyasallarin, prostaglandinler ve
l6kotrienler gibi metabolik iiriinlerin biyosentezini dogrudan inhibe ettigi bildirilmis ve bu
nedenle meme kanseri kemoprevensiyonunda giiclii terapotik ajanlar olarak kabul edilmistir.
Bulgular ayrica fitokimyasallarin hem in vitro hem de in vivo olarak malign ve premalign
hiicrelerde apoptozu uyarmak i¢in énemli etkilere sahip oldugunu gostermistir (S.-Y. Sun,

Hail Jr ve Lotan, 2004).
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Apoptoz, embriyonik gelisim ve doku homeostazi i¢in ¢ok Onemli roller oynayan
programlanmis hiicre 6liimiinii ifade eder ve diizensizligi timor olusumuna ve hatta kanser
hiicresi ilag direncinin gelismesine neden olabilir (Johnstone, Ruefli ve Lowe, 2002). Bu
nedenle, apoptozu diizenleme, kanser tedavi stratejisini bulmak ve tasarlamak i¢in en 6nemli
yaklasimlardan biri olarak kabul edilmektedir (J.-j. Liu, Lin, Yu, Liu ve Bao, 2011).
Apoptozun aktivasyonu ile ilgili iki ana yolak ekstrinsik ve intrinsik yolaktir. Ekstrinsik
yolak, ligandin Oliim reseptoriine baglanmasiyla baglar ve sonugta trimerizasyonu
tetikleyerek adaptor protein Fasassociated death domain (FADD) ve prokaspaz-8 veya
kaspaz-10'un hiicre i¢i Olim alaninda 6liim indiikleyici sinyal kompleksleri (DISC)
olusturmasina neden olur (Harper, Hughes, MacFarlane ve Cohen, 2003; Thomas, Henson,
Reed, Salsbury ve Thorburn, 2004). Oliim reseptdrleri Fas (CD95/APO-1), TNF reseptorii 1
(TNF-R1/p55/CD120a), TNF ile iligkili apoptozis indiikleyici ligand reseptorii 1 TRAIL-
R1/6lim reseptorii 4 (DR4) ve reseptor 2°den (TRAIL-R2/DR5/APO-2/KILLER) olusur
(Guicciardi ve Gores, 2009; Wajant, 2003). DISC'de, kaspaz-8 veya kaspaz-10
oligomerizasyonu, kaspaz-3 ve kaspaz-7 gibi asagi akis efektor kaspazlarin enzimatik
aktivitesinin tetiklenmesine yol agan otoproteolitik boliinme yoluyla DISC'yi aktive etmistir
(Green, 2000). Buna karsilik, intrinsik mitokondriyal yol hipoksi, biiyiime faktorii
yoksunlugu, hiicre ayrilmasi veya stres sinyalleri gibi fiziksel veya kimyasal uyarimlarla
aktive edilir ve proapoptotik Bcl- 2 ailesi iiyeleri bu yolun baslatilmasinda 6nemli rol oynar
(M. H. Kang ve Reynolds, 2009). Kaspaz-9 ayrica apoptozun intrinsik yolu ile de iliskilidir.
Yolak aktive edildiginde, kaspaz-9, asag1 akis efektorii kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi boler ve
aktive eder, bu da daha sonra hiicre dliimiinii ger¢eklestirmek icin anahtar diizenleyici ve
yapisal proteinleri boler. En kapsamli ¢aligmalar, bir¢cok tiimor promotdr proteininin kanser
hiicresinde kemorezistans gelistirerek apoptozu inhibe ettigini bildirmistir. Bu nedenle,
apoptotik programlar1 manipiile eden proteinlerin hedeflenmesi, antikanser ilaglar i¢in
oncelikli bir durumdur (Roth ve Reed, 2002; Toshiya, Testuya, Akira ve Takuji, 2012).
Glintimiizde bir¢ok ¢alisma, bir veya birden fazla mekanizma yoluyla apoptozu indiikleyerek
kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleme yeteneklerini bulmak i¢in kanser tedavisinde
klinik kullanim i¢in onaylanmis dogal bilesiklere odaklanmaktadir (Dall'’Acqua, 2014; H.
Liu ve digerleri, 2014).
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Siyah yildiz isareti dogal bilesiklerin inhibitdr olarak etkisini gosterirken, yesil yildiz dogal bilesikler
tarafindan indiiklenen yukari regiilasyonu temsil etmektedir.

Sekil 2.4. Dogal bilesiklerin meme kanseri yolagindaki molekiiler hedefleri



Cizelge 2.8. Meme kanseri tedavisinde bitkisel bilesiklerin aktiviteleri

Bilesik

Bitki kaynagi

Mekanizmalar

Acgiklamalar

Kaynaklar

3,3’-Diindolmetan

Brassica oleracea L.

Arasidonik asit yolagi

o MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunu inhibe eder

(Degner, Papoutsis, Selmin ve
Romagnolo, 2009)

Apoptotik yolak

® Survivin, Bcl-2 ve cdc25A'y1 agagi dogru regiile eder
ee p21 (WAF1) ekspresyonunu yukari dogru regiile eder

(Rahman, Li, Wang, Sarkar ve
Sarkar, 2006)

HIF-1 sinyal yolag:

o Hipoksik timor hiicre hatlarinda anahtar hipoksiye duyarli faktorler olan VEGF,
furin, enolaz-1, glikoz tastyici-1 ve fosfofruktokinazin ekspresyonunu azaltir

(Riby, Firestone ve Bjeldanes,
2008)

Aromataz aktivitesi

e Aromataz ekspresyonunu inhibe eder

(Riby ve digerleri, 2008)

Kemosensitivite/adjuvan
tedavi

o FoxM1, Akt ve NF-4B p65 seviyesini azaltarak herceptinin etkinligini artirir
ee Randomize, plasebo kontrollii ¢aligmada tamoksifenin kemosensitivitesini
artirir ve ostrojen metabolizmasini degistirir

eee MDR (Multi Drug Resistance) insan meme karsinomunu y-isinina karst
duyarl1 hale getirir

(Ahmad ve digerleri, 2013;
Ahmad ve digerleri, 2011;
Thomson ve digerleri, 2017)

Biokanin A

Trifolium pratense L.

Aromataz aktivitesi

e Aromataz ekspresyonunu inhibe eder

(Yun Wang, Gho, Chan, Chen ve
Leung, 2008)

Sitoplazmik sinyal yolaklar

o HER-2 reseptdr aktivasyonunu inhibe eder
ee Erkl/2, Akt, nTOR, NF-kB, MMP-9 ve MT-MMP1'i inhibe eder

(Sehdev, Lai ve Bhushan, 2009)

® 15mg/kg dozunda bir ksenograft hayvan modelinde tiimor biiyiimesini inhibe
eder

(Sehdev ve digerleri, 2009)

Kemosensitivite/adjuvan
tedavi

o fyonlastirici radyasyonun duyarliligin artirir
e e Tamoksifen, 5-fluorourasil ve doksorubisinin biyoyararlanimini artirir

(Qiao ve digerleri, 2011; Shin ve
Choi, 2009; M. E. Stearns,
Amatangelo, Varma, Sell ve
Goodyear, 2010; G. Zhang ve
digerleri, 2012)
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Cizelge 2.8. (devam) Meme kanseri tedavisinde bitkisel bilesiklerin aktiviteleri

Bilesik Bitki kaynagi Mekanizmalar Agiklamalar Kaynaklar
o COX-2 ekspresyonunu inhibe eder ey L, Waf‘? Ve $arkar,.
R 2008; Chung ve digerleri, 2014;
0 Lzl dibbsilen Dharmappa, Mohamed
Arasidonik asit yolagi eee Meme kanseri hiicresinde sSPLA2, NF-«B ve ERK aracili p65 fosforilasyonunu inhibe - hpa, - !
Shivaprasad ve Vishwanath,
Eir A ol 2010; Lau ve Leung, 2006; Pons
eeee Hem ERa hem de ERp'yi aktive eder sl T, 2014
o MDA-MB-231 hiicre hatlarinda Bax (pro-apoptotik protein) ve p21WAF1 proteininin yukari
regiilasyonu
e e Kaspaz-3'iin asagi regiilasyonu (Jun Chen ve digerleri, 2015; X.
. eee Kalpain-kaspaz-7 ve 1-p38 mitojenle aktive olan protein kinaz aktivasyon kaskadlarmni Liu ve digerleri, 2013; Shim ve
L . . Apoptotik yolak .. o . .
Genistein Glycine max (L.) Merrill diizenler o digerleri, 2007; S. Yang, Zhou
eeee [GF-1R-PI3K/Akt yolunu inaktive eder ve Bcl-2/Bax't azaltir ve Yang, 2007)
eee0e ATM/Chk2/Cdc25C/Cdc2 kontrol noktasi yolunu aktive ederek G2/M tutuklamasini
artirir
® p21 ve pl6 ekspresyonunu diizenler (Yuanyuan Li, Chen, Hardy ve
ee ERq ifadesini epigenetik olarak geri yiikler Tollefshol, 2013; Xie ve
eee DNMT! ifadesini bloke eder digerleri, 2014)
Epigenetik regiilasyon
® Yetigkin ovariektomize sicanlarda Brcal ve Brca2 mRNA ekspresyonlarinin yukari dogru
regiile eder (Tominaga ve digerleri, 2007)
ee Tiimorlerin boyutunu %50 oraninda azaltir
® P53 seviyesini artirir
. e e Bax ckspresyonunu artirir (Q. Liu, Loo, Sze ve Tong,
Apoptotik yolak eee MDA-MB-231 ve BT-483 hiicre hattinda NF-kappaB, siklin D ve MMP-1 2009)
transkripsiyonunu asag regiile eder
Whnt sinyal yolagt e MCF-7 hiicre hattinda 5 M dozunda Wnt sinyalini inhibe eder (Kakarala ve digerleri, 2010)
Kurkumin Curcuma longa L.

Epigenetik regiilasyon

o Simif | HDAC'larin ekspresyonunu inhibe eder
e e Bcl-2 ekspresyonunu azaltmak i¢in bazt miRNA'larin ekspresyonunu yukar regiile eder

(Y. Chen ve digerleri, 2007; J.
Yang, Cao, Sun ve Zhang,
2010)

Kemosensitivite/adjuvan
tedavi

® MDA-MB-231 hiicresinde NF-xB ve MMP-9 ekspresyonlarini deaktive ederek paklitakselin
etkinligini artirir

ee MCF-7 ve MCF-7MDR hiicre hattinda P-gp, MXR ve MRP1'in efluks fonksiyonunu inhibe
eder

(B. B. Aggarwal ve digerleri,
2005; Limtrakul, Chearwae,
Shukla, Phisalphong ve
Ambudkar, 2007)

1%



Cizelge 2.8. (devam) Meme kanseri tedavisinde bitkisel bilesiklerin aktiviteleri

Bilesik Bitki kaynagi Mekanizmalar Agiklamalar Kaynaklar
. . .. o GSTP1 ekspresyonun yukari dogru regiile eder (King-Batoon, Leszczynska ve Klein,
Lycopersicon  lycopersicum LelpuEnelc ey o ee GSTP1 promotoriinii demetile eder 2008)
(L) Karsten ex Farw., Daucus
Likopen carota L., Citrillus lanatus
(Thl.me') Matsum et Nakai, e Akt asag1 akis yolaginin fosforilasyonunu bloke eder
Carica papaya L., Prunus : . P . , - .
. e e Antiapoptotik Bel-xL'yi etkilemeden proapoptotik Bax't yukari dogru regiile eder . . . :
avium L. . o - " - " (Peng ve digerleri, 2017; Takeshima ve
Apoptotik yolak eee Siklin D1'i baskilar ve p21'i yukar1 dogru regiile eder oo .
e . b e e digerleri, 2014)
eeee ERK1/2'nin aktivasyonunu siirdiiriir
eeee0 p53 ve Bax ekspresyonunu artirir
. ® Bcl-2 ekspresyonunu asag regiile ederek otofajik hiicre 6liimiinii indiikler . . .
Apoptotik yolak ee Atgl2-AtgS olusumunu yukari diizenler ve beclin-1 ekspresyonunu artirir (W vE s, 20N
. . o Wnt/LRP6 sinyalini bastirir . . . .
Silibinin Silybum - marianum (L) Arasidonik asit yolag1 ee Meme kanseri hiicrelerinde TPA ile indiiklenen MMP-9 ekspresyonunu azaltir ve (S.L Klm. ve digerleri, 2009; W. Lu ve
Gaertn. digerleri, 2012)

COX-2 ekspresyonunu inhibe eder

Kemosensitivite/adjuvan
tedavi

o Sisplatin ve paklitakselin etkinligini artirir

(Chavoshi ve digerleri, 2017; Molavi ve
digerleri, 2017)

Ly



Cizelge 2.8. (devam) Meme kanseri tedavisinde bitkisel bilesiklerin aktiviteleri

Bilesik Bitki kaynagi Mekanizmalar Agiklamalar Kaynaklar
Epigenetik regiilasyon o hTERT'yi (insan telomeraz ters transkriptazi) inhibe eder g;lg%g RS, SEiulEnRd o DD
o Siklin B1 ekspresyonunu artirir
ee Poli (ADP-riboz) polimeraz 1 ve kaspaz ailesi proteinlerini aktive eder (Jackson ve Singleta 20042, 2004b:
Apoptotik yolak eee Tubulin polimerizasyonunu inhibe eder Pledgie-Tracy ve dig“erlerr)i/’ 2007) ' ’
eeee NF-kB sinyal yolunu asagi dogru regiile eder 4 y & ’
eeeee Bcl-2 ve fosforile Akt serin/treonin kinaz ekspresyonlarini azaltir
. AT . . . e (S. H. Kim, Park ve Moon, 2017; Lewinska,
Siilforafan Brassica Kemosensitivite/adjuvan | ® Mgge kansetr_}hucrelenknde p?k(ljltaléséh? !<emo_sen51ttl_vk1tes1r|1(1t_artlrlr luvla tamoksif Bednarz, Adamczyk-Grochala ve Wnuk,
oleracea L. tedavi ee ERa-negatif meme kanserinde ERa'nin epigenetik reaktivasyonu yoluyla tamoksifen | .. Yuanyuan Li, Meeran ve Tollefsbol
duyarliligmi artirir 20 175 ' !
o NF-xB ekspresyonunu inhibe eder (H.-N. Kim ve digerleri, 2014; Q. Li ve
oo ERK1/2-IKK-a ve NAK-IKK-B'nin aracilik ettigi COX-2 ekspresyonunu bloke eder digerleri, 2014)
Arasidonik asit yolagt
e In vivo SOX9 ve ALDHI ekspresyonlarini azaltir . . . . .
®e 2 hafta boyunca 50 mg/kg dozunda NOD/SCID ksenograft modelinde ALDH+'yi azaltir g%er]f;rivgo%%erlen’ AUES S el 1O
ve Wnt/B-katenin kendini yenileme yolaklarini asag1 dogru regiile eder £ ?
o ER ubikitinasyonunu aktive eder . .
Ostrojen sinyali e e Ostrojene duyarli gen promotorleri olan pS2 ve c-myc'yi inhibe eder 966118’_ Egg%:YZhD:l\J“CZi?)ol%) Kensler ve Zhou,
eee Nrf2 yolagini tetikleyerek DNA hasarina neden olur ' '
Lithospermum o Steroit siilfataz genlerinin ekspresyonlarimni azaltir
Sikonin erythrorhizon Apoptotik yolak e e Kaspaz-3'i etkinlestirir (Duru, Gernapudi ve Zhou, 2014; Y. Zhang,

Siebold & Zucc.

eee NF-«B yolagimni, Bel-2 ve Bax'1 baskilar
eeee 65'i asag regiile eder ve IxB-a fosforilasyonunu inhibe eder

Qian ve Li, 2009)

Kemosensitivite/adjuvan
tedavi

e ER negatif insan meme hiicrelerinde taksoliin kemosensitivitesini artirir

ee G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur ve ERK, Akt ve p70S6 kinazlarin
aktivasyonunu inhibe eder

eee uc.57'yi indiikleyerek tamoksifen direncini azaltir ve BCL11A'y1 asagi regiile eder

(W. Li, Liu, Jackson, Shi ve Zhao, 2014; C.-
H. Zhang ve digerleri, 2017)

1%



Cizelge 2.8. (devam) Meme kanseri tedavisinde bitkisel bilesiklerin aktiviteleri

Aromataz aktivitesi

ee CYP19 promotorleri 1.3 ve II'nin transaktivasyonunu baskilar

Bilesik Bitki kaynagi Mekanizmalar Agiklamalar Kaynaklar
(Bishayee, 2009; Qin, Zhang,
® DNMT 3b ekspresyonunu inhibe eder ve RASSF-1a metilasyonunu azaltir Clarke, Weiland ve Sauter, 2014;
Enicenctik reciilasyon oo SIRT1 ve asetil transferaz p300'ii aktive eder Stefanska, Karlic, Varga,
Pig gulasy eee MCF-7 hiicre hattinda DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b, HDAC1 ve metil CpG baglayici protein Fabianowska-Majewska ve
2 (MeCP2) ekspresyonlarini azaltir Haslberger, 2012; R.-H. Wang ve
digerleri, 2008)
(Hsieh ve Wu, 2010; Sinha,
Arasidonik asit yolagi e ERB, COX-2, NQO2, IKK ve GSTP1'i inhibe eder Sarkar, Biswas ve Bishayee,
2016)
Resveratrol Vitis vinifera L. e Aromataz mRNA ekspresyonunu azaltir (Yun Wang, Lee, Chan, Chen ve

Leung, 2006)

o Giinde 1 g resveratrol tilketimi, yiiksek viicut kitle indeksine sahip postmenopozal kadinlarda
Ostrojen metabolizmasinin yani sira seks steroit hormonu baglayici globulin iizerinde tamamlayici
etkilere sahiptir

(Chow ve digerleri, 2014)

Apoptotik yolak

® MCF-7 hiicrelerinde diisiik dozda p53'e bagimli yolagi uyarir

ee ER'ye bagl PI3K yolunu baskilar

eee Src tirozin kinaz ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT-3) fosforilasyon
yollari

eeee Akt fosforilasyonunu azaltir ve prokaspaz-9'u aktive eder

eeeee Mitokondriyal protein (Smac/DIABLO), kaspaz-9 ve kaspaz-3'ii aktive eder

(H. Kim ve digerleri, 2004; Laux,
Aregullin, Berry, Flanders ve
Rodriguez, 2004; Yan Li ve
digerleri, 2006; Sareen,
Darjatmoko, Albert ve Polans,
2007)

(Scheckel, Degner ve

s Rosmarinus S - e COX-2 ekspresyonunu, AP-1 aktivasyonunu azaltir ve ERK 1/2 aktivasyonunu antagonize eder .
Rosmarinik asit | otficinais L. Arasidonik asit yolagt | ¢ ¢ NF_ic yolunda interlokin-8 (IL-8) baskilar Romagnolo, 2008; H. Wang ve
digerleri, 2012)
Fagopyrum T - e HER2-negatif ve liclii-negatif meme kanseri hiicre hatlarinda kemosensitiviteyi geri kazandirir i . e
Rutin esculentum {(egrgloisensnlwte/adj wan | o4 TNBC hiicre hattinda c-Met kinaz aktivitesini azaltir ve ayrica 30mg/kg dozunda nude fare E/E](Si?yee;‘l:r? C;ng ;l)erl, AU Lt
Moench modelinde TNBC MDA-MB-231/GFP ortotopik ksenograftin bityiimesini 6nemli 6l¢iide azaltir & ?

6v
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Citrus aurantium L., Citrus maxima (Brum.) Merr. (syn. Citrus grandis), Citrus medica L.
ve Citrus paradisi Macfad. meyveleri Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiistinden 2021
yil1 Ocak ayinda temin edilmistir. Tiir teshisleri Batt Akdeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisti
Bahge Bitkileri Boliimiinden Ziraat Miihendisi Dr. Ertugrul TURGUTOGLU’nun
yardimiyla yapilmus, bitki numunelerine ait herbaryum 6rnekleri Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu’na (GUEF) kayit edilmistir (Cizelge 3.1). Calismamizda tiirlerin
kisaltilmis isimleri kullanilacagindan [C. aurantium (CA), C. grandis (CG), C. medica (CM)
ve C. paradisi (CP)], C. medica’nin kisaltmasi (CM) ile karismamasi amaciyla C.

maxima’nin sinonimi olan C. grandis (CG) ismi kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Citrus tiirlerinin herbaryum kayit numaralari

Tiir ad1 Herbaryum no
Citrus aurantium L. GUEF 3837
Citrus grandis (L.) Osbeck GUEF 3838
Citrus medica L. GUEF 3839
Citrus paradisi Macfad GUEF 3840

Meyvelerin kabuk kisimlar1 ayrilmig ve goélgede kurutulduktan sonra ekstraksiyon i¢in toz
haline getirilmistir. Meyve kabuklarinin kuru agirlik/yas agirlik oranlar1 CA, CG, CM ve CP
i¢in sirastyla 0,20; 0,15; 0,22 ve 0,12 olarak hesaplanmustir.

3.2. Citrus Tiirlerinin Ekstraksiyonu ve Kromatografik Calismalar

3.2.1. Ekstraksiyon

Metanolli (MeOH) ekstrelerin hazirlanmasi

Kurutulmus ve toz edilmis Citrus tiirlerinin meyve kabuklari tartilmis (10 g) ve lizerlerine
MeOH (200 mL) ilave edilerek calkalayici yardimiyla oda sicakliginda masere edilmistir.

Belirli zaman araliklarinda siiziilerek, kalan kisim iizerine tekrar MeOH ilave edilerek bu
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islem 3 defa tekrar edilmistir. Siiziilerek biriktirilen ekstreler rotavapor yardimiyla diisiik
sicaklik ve basingta distile edilerek ¢oziiclisiinden kurtarilmistir. CA igin %21,418; CG i¢in
%31,214; CM igin %31,339 ve CP icin %25,492 oraninda verim elde edilmistir (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2. Citrus meyve kabuklarinin MeOH ekstrelerinin yiizde verimleri

Citrus tirt Verim (%)
CA 21,418
CG 31,214
CM 31,339
CcpP 25,492

Citrus aurantium (CA), Citrus grandis (CG), Citrus medica (CM) ve Citrus paradisi (CP)

CA, CG, CM ve CP meyve kabuklarindan hazirlanan MeOH ekstrelerinin sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Ekstrelerin 100 pg/mL doza kadar 48 saat boyunca MCF-7 hiicre hattina
uygulanmasi sonucunda anlamli bir aktivitenin olmadig1 belirlendigi icin, test edilen en
yiiksek dozda dahi hiicre canliliginin devam etmesi nedeniyle arastirilan dozlarda ICsg
hesaplanamamistir. Bu nedenle, ekstraksiyon yonteminin degistirilmesi yoluna gidilmistir.
Buna gore materyaller n-hekzandan baslanarak hem dogrudan hem de sekansli bir sekilde
artan polaritedeki ¢oziciilerle ekstre edilmistir. Dogrudan bitkisel materyalin n-hekzan,
diklorometan (DCM) ve etil asetat (EtOAc) ile ham ekstreleri hazirlanmis, bununla birlikte,
sekansli bir sekilde n-hekzandan baslanarak, kalan bitki materyalinin EtOAc ve sonrasinda

MeOH ile ekstre edilmesiyle alt ekstreler hazirlanmistir.

Artan polaritedeki coziiciilerle sekansli bir sekilde hazirlanan ekstreler (art arda

ekstraksiyon)

n-Hekzan ham ekstresi

Kurutulmus ve toz edilmis Citrus tiirlerinin meyve kabuklar tartilarak (10 g) tizerlerine
dogrudan n-hekzan (200 mL) ilave edilerek ¢alkalayici yardimiyla oda sicakliginda masere
edilmistir. Belirli zaman araliklarinda siiziilerek, kalan kisim iizerine tekrar ayni hacimde n-
hekzan ilave edilerek bu islem 3 defa tekrar edilmistir. Stiziilerek biriktirilen ekstrelerin
rotavapor yardimiyla diisiik sicaklik ve basingta distile edilerek n-hekzandan kurtarilmasi

saglanmistir. Boylece 4 tiire ait 4 adet n-hekzan ham ekstresi elde edilmistir.
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EtOAc alt ekstresi:

n-hekzanli ham ekstreler hazirlandiktan sonra kalan kisim kurutularak, tizerlerine EtOAc
(200 mL) ilave edilerek g¢alkalayicit yardimiyla oda sicaklifinda masere edilmistir. Belirli
zaman araliklarinda siiziilerek, kalan kisim iizerine tekrar ayn1 hacimde EtOAc ilave edilerek
bu islem 3 defa tekrar edilmistir. Siiziilerek biriktirilen ekstrelerin rotavapor yardimiyla
diisiik sicaklik ve basingta distile edilerek ¢oziiciisiinden kurtarilmasi saglanmistir. Boylece

4 tiire ait 4 adet EtOAc alt ekstresi elde edilmistir.

MeOH alt ekstresi

EtOAc alt ekstresi hazirlandiktan sonra kalan bakiyeler kurutularak, tizerlerine MeOH (200
mL) ilave edilerek calkalayici yardimiyla oda sicakliginda masere edilmistir. Belirli zaman
araliklarinda stiziilerek, kalan kisim tizerine tekrar ayn1 hacimde MeOH ilave edilerek bu
islem 3 defa tekrar edilmistir. Siiziilerek biriktirilen ekstrelerin rotavapor yardimiyla diisiik
sicaklik ve basingta distile edilerek ¢oziiciisiinden kurtarilmasi saglanmistir. Boylece 4 tiire

ait 4 adet MeOH alt ekstresi elde edilmistir.

Diklorometan ve etil asetat ile hazirlanan ham ekstreler (dogrudan ekstraksivon)

DCM ham ekstresi

Kurutulmus ve toz edilmis Citrus tiirlerinin meyve kabuklari tartilmis (10 g) ve ilizerlerine
dogrudan DCM (200 mL) ilave edilerek ¢alkalayict yardimiyla oda sicakliginda masere
edilmigtir. Belirli zaman araliklarinda siiziilerek, kalan kisim iizerine tekrar ayni hacimde
DCM ilave edilmis ve bu islem 3 defa tekrar edilmistir. Stiziilerek biriktirilen ekstrelerin
rotavapor yardimiyla diisiik sicaklik ve basingta distile edilerek ¢oziiciisiinden kurtarilmasi

saglanmistir. Boylece 4 tiire ait 4 adet DCM ham ekstresi elde edilmistir.

EtOAc ham ekstresi

Kurutulmus ve toz edilmis Citrus tiirlerinin meyve kabuklari tartilmig (10 g) ve iizerlerine

dogrudan EtOAc (200 mL) ilave edilerek calkalayici yardimiyla oda sicakliginda masere

edilmistir. Belirli zaman araliklarinda siiziilerek, kalan kisim {izerine tekrar ayni hacimde
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EtOAc ilave edilerek bu islem 3 defa tekrar edilmistir. Siiziilerek biriktirilen ekstrelerin
rotavapor yardimiyla diisiik sicaklik ve basingta distile edilerek ¢oziicilisiinden kurtarilmasi
saglanmistir. Boylece 4 tiire ait 4 adet EtOAc ham ekstresi elde edilmistir. Ekstreler tartilarak

verim hesaplar1 yapilmis ve Cizelge 3.3°te sunulmustur.

Cizelge 3.3. Citrus tiirlerinden farkli polaritedeki ¢oziiciilerle hazirlanan ham ve alt
ekstrelerin verimleri

Citrus tiirii Ekstre tipi Verim (%)
n-Hekzan ham ekstresi 0,186
DCM ham ekstresi 0,408
CA EtOAc ham ekstresi 0,667
EtOAC alt ekstresi 0,106
MeOH alt ekstresi 9,241
n-Hekzan ham ekstresi 0,976
DCM ham ekstresi 1,166
CG EtOAc ham ekstresi 0,180
EtOAC alt ekstresi 0,0864
MeOH alt ekstresi 14,449
n-Hekzan ham ekstresi 0,101
DCM ham ekstresi 0,813
CM EtOAc ham ekstresi 0,728
EtOAC alt ekstresi 0,089
MeOH alt ekstresi 14,560
n-Hekzan ham ekstresi 0,467
DCM ham ekstresi 0,745
CcP EtOAc ham ekstresi 1,286
EtOAC alt ekstresi 0,079
MeOH alt ekstresi 12,016

Citrus aurantium (CA), Citrus grandis (CG), Citrus medica (CM) ve Citrus paradisi (CP)

3.2.2. Fraksiyonlama

Aktivite ¢alismalart goz oniinde bulunduruldugunda, ¢aligilan tiim Citrus tiirlerinin ham
ekstrelerinin (n-hekzan, DCM ve EtOAc) aktif bulundugu, en etkili ekstrenin CA EtOAc
ham ekstresi oldugu tespit edildigi icin, ileri ¢alismalara, daha yiiksek miktardaki CA
kabuklarindan EtOAc ham ekstresi hazirlanarak devam edilmistir. Bu amacla, kurutulmus

ve toz edilmis CA meyve kabuklar tartilmistir (974,108 g) ve iizerine dogrudan EtOAc (5
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L) ilave edilerek calkalayici yardimiyla oda sicakliginda masere edilmistir. Belirli zaman
araliklarinda siiziilerek, kalan kisim tizerine tekrar ayni hacimde EtOAc ilave edilerek bu
islem 3 defa tekrar edilmistir. Siiziilerek biriktirilen ekstrelerin rotavapor yardimiyla diistik
sicaklik ve basingta distile edilerek coziiciisiinden kurtarilmasi saglanmistir (41,018 g

ekstre). Ekstre verimi %4,2108 olarak hesaplanmistir.

CA EtOAc ham ekstresinin fraksiyonlandirilmasi amaciyla, diisiik ekstre verimi goz oniinde
bulundurularak, devam eden izolasyon ¢alismalarinda madde kaybi yasanmamasi igin
Sephadex LH-20 (SP LH-20) kolon kromatografisi yontemi tercih edilmistir. CA EtOAc
ham ekstresi “Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama” teknigi dogrultusunda 6nce SP LH-

20 ve sonrasinda silikajel kolon kromatografisi yardimiyla fraksiyonlandirilmistir.

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi

SP LH-20 (Sephadex™ LH-20, GE Healthcare) kolonu, CA EtOAc ham ekstresinin
fraksiyonlanmas1 amaciyla kullanilmistir. Islem esnasinda 3 ¢m eninde ve 70 cm boyunda

cam kolon kullanilmistir. Mobil faz olarak DCM:MeOH (1:1) kullanilmugtur.

Kolonun hazirlanmasi:

Yaklasik 60 g dolgu materyali, sismesi ve doygun hale gelmesi i¢in kolon hazirlanmadan bir
giin 6nce DCM:MeOH (1:1) ile karistirilip bekletilmistir. Stispansiyon halindeki dolgu
materyali, alt kismina pamuk yerlestirilmis cam kolona aktarilmis ve iist kisimdan
DCM:MeOH (1:1) ilave edilerek dolgu materyalinin oturmasi ve kolonun sartlandirilmasi

saglanmistir.

Kolon kromatografisi i¢cin numune tatbiki ve eliisyon:

Ayrimi yapilacak 23 g EtOAc ekstresi az miktarda DCM:MeOH (1:1) karisiminda
coziinerek adsorban yiizeyine tatbik edilmistir. Yiizeyin bozulmamasi amaciyla adsorban
iizerine pamuk yerlestirilmistir. Mobil faz iistten ilave edilerek fraksiyonlama islemleri
tamamlanmistir. Fraksiyonlar yaklasik 25 mL olacak sekilde 20 tane 50 mL’lik erlene
toplanmistir. Toplanan yirmi fraksiyonun, normal faz silika jel plak (Merck F 254 20 x 20,
1.05554) kullanilarak Ince Tabaka Kormatografisi (ITK) ile kontrolii yapilmis ve bu
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fraksiyonlar madde gruplarinin karakterine (molekiil biiytikliigii/agirligt) gore 3 fraksiyonda
birlestirilmis ve yogunlastirilmistir (SP FR.A: 2,6815 g, SP FR.B: 2,6216 g, SP FR.C
14,5943 g). 1lgili ekstrelerin ITK profilleri Resim 3.1°de sunulmustur.

Resim 3.1.SP LH-20 kolonundan toplanan fraksiyonlarin, farkli ¢oziicli sistemlerinde
yiiriitiildiikten sonraki UV 254 ve UV 366 dalga boylarindaki ITK goriiniimleri
(Mobil faz: CHCl3:MeOH:H,0)

Sitotoksik aktivite deneyleri sonucunda, fraksiyonlar arasinda gorece en yiiksek aktivite
gosteren SP FR.A ve SP FR.B fraksiyonlar1 birlestirilerek alt fraksiyonlarin elde edilmesi

islemlerine gegilmistir.

Normal faz silika jel kolon kromatografisi

SP LH-20 kolondan alinan fraksiyonlar SP FR.A ve SP FR.B birlestirilerek (5,3 g), 4 x 100
cm boyutlarinda ve yaklasik 300 g silika jel (silica gel 60 (0.063-0200 mm)) kullanilarak,
yeterli miktarda n-hekzan: EtOAc (2:8) yardimiyla hazirlanan cam kolona, kuru olarak
(fraksiyon, uygun bir ¢oziiclide tamamen ¢dziilerek, uygun boyutlu bir kapsiil i¢erisinde belli
bir miktar silika jelle muamele edilip, sonrasinda kurutularak hazirlanmistir) tatbik
edilmistir. Eliisyon ¢dziicii sistemleri maddelerin numuneyle, ITK takibi yapilarak, sirasiyla,
n-hekzan:EtOAc (v/v; 8:2; 800 mL), n-hekzan:EtOAc (v/v; 1:1; 1000 mL), n-hekzan:EtOAc
(v/v; 2:8; 500 mL), EtOAc (500 mL), EtOAc:MeOH (v/v; 8:2; 500 mL), EtOAc:MeOH (v/v;
1:1; 500 mL) ve MeOH (500 mL) seklinde hazirlanarak, kolonun iist kismina takilan ¢oziicii
haznesine, her ¢6ziicli, seviyesi kolonun {iist kismina geldigi zaman yavasca ilave edilmistir.
Her fraksiyon yaklasik 20 mL olacak sekilde 240 fraksiyon toplanmistir. Bu fraksiyonlar
ITK ile belirlenen kimyasal profillerine gore 4 alt fraksiyonda birlestirilmistir (Resim 3.2).
Buna gore, Fr a-g, CASK-1 (1,3 g), Fr h-lI, CASK-2 (730 mg), Fr m-p, CASK-3 (600 mg)
ve Frr-t, CASK-4 (1,4 g) olarak kodlanmustir.
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Resim 3.2.26/7 SK kodlu Silika jel kolon sonucunda toplanan fraksiyonlarin, n-
hekzan:EtOAc (2:8) ve son iki fraksiyonun EtOAc:MeOH (8:2) ¢ozici
sisteminde yiiriitiildiikten sonraki UV 366 altindaki ITK kromatogrami

3.2.3. Saflastirma ve izolasyon

In vitro sitotoksik aktivite sonuglarina gore en yiiksek etki gosteren CASK-3 alt fraksiyonu
tizerinde saflastirma ¢aligmalari gergeklestirilmistir. 26/7 SK’dan alinan CASK-3 (600 mg),
n-hekzan:EtOAc (7:3) ¢0zlicii sistemi ve ¢ok az miktar MeOH kullanilarak ¢6ziilmiis ve bir
enjektdr yardimiyla (enjeksiyon hacmi 5 mL) 80 g’lik Sepacore silika jel hazir doldurulmus
kartus kullanilarak fraksiyon toplayici ile entegre bir flash kromatografi sistemi kullanilarak
(iki adet Buchi C-601 pompa sistemi (10 bar), C-660 fraksiyon toplayici sistemi ve C-620
kontrol {initesi) ile fraksiyonlandirilmistir (10 mL/min, 6-8 bar, 24/10 SK). Eliisyon ¢6ziicii
sistemleri, sirasiyla, artan polaritede n-hekzan:EtOAc (v/v, 7:3; 400 mL), n-hekzan:EtOAc
(v/v, 5:5; 800 mL), n-hekzan:EtOAc (v/v, 3:7; 400 mL) hazirlanarak ve her ¢6ziicii bitiminde
elisyonun durdurulmas1 ve fraksiyonlarin ITK kontroliiniin yapilmasi suretiyle
stirdiiriilmustiir. Her fraksiyon yaklagik 2-3 mL olacak sekilde toplam 660 fraksiyon
toplanmistir. Bu fraksiyonlar ITK kromatogramlarina gére yikama fraksiyonu ile birlikte 20
alt fraksiyonda toplanmistir (Fra-z). Bu fraksiyonlarin ITK profili (UV 366 isaretlemeleri
plak iizerinde sag koseli parantezlerle gosterilen ve plagin %30’luk H2SOs (EtOH’de)
reaktifi ile muamele edilip 110°C’ye 1sitildiktan sonraki goriintiisii) Resim 3.3’te
sunulmustur. Fraksiyonlarin miktar1 ve igerdigi maddelerin karakterleri goz Oniinde
bulundurularak 20 alt fraksiyon uygun sekilde birlestirilerek fraksiyon sayis1 9’a
distiriilmiistiir. Buna gore, majér maddeleri tasiyan ve gorece daha az kompleks olan 7

fraksiyon tizerinde izolasyon ¢aligmalari siirdiiriilmiistiir.
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Resim 3.3. 24/10 Silika jel kolon sonucunda toplanan fraksiyonlarin, n-hekzan:EtOAc (3:7)
¢oziicli sisteminde yiiriitiildiikten ve %30 H2SO4 (EtOH igerisinde) reaktifi ile
muamele edilip 110°C’de 1s1tildiktan sonraki ITK kromatogrami

Fr b (8 mg), SP LH-20 kolonundan (1,5 x 40 cm) MeOH ile eliie edilmis ve CAS 5 (5 mg)
maddesi saf olarak elde edilmistir. Ayn1 sekilde, Fr o-s (15 mg), SP LH-20 kolonundan (1,5
x 40 cm) MeOH ile eliie edilmis ve CAS 10 (3,5 mg) maddesi saf olarak elde edilmistir. Fr
t (40 mg) ve Fry (70 mg) 25 mL’lik balonlarda laboratuvar ortaminda MeOH ve n-hekzan
coziicli karigimlariyla gece boyu ugmaya birakilmistir. Sonrasinda, balonlarin ¢eperlerinde
olusan beyaz renkli diizgiin olmayan kristaller, maddenin ¢6ziinmedigi/az ¢oziindiigl cesitli
organik ¢oziiciilerle (Et20, CgHs vb.) yikanarak alinmistir. Bu yikama iglemi birkag¢ saat
arayla tekrar edilerek sirastyla CAS 12 (19 mg) ve CAS 11 (12 mg) temizlenmistir. Kolonun
diger fraksiyonlarindan FR i-k (15 mg), Fr u-v (30 mg), Fr (z)’den preparatif iTK ile
ozellikle UV 366 aktif maddeler temizlenmeye calisilmistir ve bu fraksiyonlardan elde
edilen ve CAS 6 (1,5 mg), CAS 7 (0,9 mg), CAS 8 (0,6 mg), CAS 9 (1 mg) ve CAS 13 (2,4
mg) kodlu maddelerin *H ve 3C NMR spektrumlar1 alinmis, ancak madde miktarlari ve
maddelerde bulunan safsizliklar, yapi1 tayinine olanak verecek diizeyde spektrumlarin elde
edilememesine sebep oldugu icin bu maddelere raporda yer verilmemistir. Ancak yine de,
bu maddelerin proton spektrumlari incelendiginde major maddelerin kumarinlere ait
karakteristik pikleri tagidigi goriilmiistiir. Sonug olarak, CASK-3 fraksiyonundan in vitro
deneyler icin yeterli diizeyde izole edilen ve yapisi tayin edilen CAS 5, CAS 10, CAS 11 ve
CAS 12 elde edilmistir. Izolasyon calismalar1 Sekil 3.1°de dzetlenmistir.
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Sekil 3.1. CA meyve kabuklarinin ekstraksiyon, fraksiyonlama ve izolasyon semast
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3.2.4. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile nobiletin miktar tayini*

Izole edilen bilesiklerden CAS 11 kodlu nobiletin bilesigi, in vitro sitotoksik aktivite
deneylerinde, diger bilesiklerden daha yiiksek etki gosterdiginden, bu bilesigin in vivo
deneylerde ekstre igindeki miktar1 ile orantili olacak sekilde deney hayvanlarina
uygulanabilmesi icin ekstre i¢cindeki miktarinin belirlenmesi amaciyla HPLC ile miktar

tayini yapilmstir.

Ekstreden 27,0 £ 0,1 mg tartilarak 10,0 mL MeOH igerisinde ¢oziilmiistiir (15 mL tiip). 1 dk
vorteks uygulanmis ve daha sonra ¢ozelti 30 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Cozeltinin
1 mL’si 0,45 um enjektor filtreden siiziilerek viale alinmistir. Bu vialden 200 pL alinarak
800 uL MeOH ile seyreltilip Agilent 1260 serisi HPLC sistemi ile analizi yapilmistir. Miktar
tayini i¢in, 1-25 pg/mL araliginda 5 nokta nobiletin kalibrasyon ¢ozeltisi MeOH igerisinde

hazirlanmistir. HPLC analiz kosullar1 Cizelge 3.4°te verilmistir.

Cizelge 3.4. HPLC Analiz kosullar

HPLC Kosullar1
Kolon Agilent Poroshell SB-C18 (3,0 mm x 100 mm x 2,7 pm)
Kolon firin1 35°C
Enjeksiyon hacmi 5uL
Analiz siiresi 24 dk
Mobil faz A %0,1 formik asitli su
Mobil faz B Asetonitril
Akis 0.6 mL/dk
0 dk-10 %B
2 dk-10 %B
10 dk-70 %B
Akig programi 11 dk-95 %B
17 dk-95 %B
17,1 dk-10 %B
24 dk-10 %B
UV Dalgaboyu 280 nm, 40 Hz

*HPLC caligmalarimiz TUBITAK-2209 programu tarafindan desteklenen “Citrus aurantium L. Uzerinde
Yapilan Fitokimyasal Analiz Calismalar1” baslikli projemiz dahilinde yapilmustir.
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3.3. In vitro Sitotoksisite Calismalari

Cirtus tiirlerinin farkli ekstre ve fraksiyonlarinin ve aktif alt fraksiyondan izole edilen
bilesiklerin meme kanserinde sitotoksik etkisi olup olmadigini belirlemek amaciyla, 6strojen
pozitif olan MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda MTT yontemi uygulanmistir. Aktif
ekstre, fraksiyonlar ve bilesikler icin MCF-7 ile elde edilen sonuglar, saglikli insan meme
hiicresi MCF-10A ile karsilastirilarak, etkinin segiciligi de belirlenmistir. Segicilik indeksi
(SI), test edilen bir bilesigin normal ve kanser hiicreleri arasindaki seciciligini gosteren bir
indeks olup SI degerleri> 1 olan test bilesikleri, kanser hiicrelerine kanserli olmayan
hiicrelerden daha fazla toksik etki yarattigini gostermekte ve bu durum klinik olarak da
istenmektedir (Badisa ve digerleri, 2009). SI degeri, “SI=(normal hiicrelerin ICsg
degeri)/(kanser hiicrelerinin 1Csp degeri)” denklemi kullanilarak elde edilmistir.
Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan MTT yonteminde, MTT canli hiicrelere
aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan
katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan
olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir (Van

Meerloo, Kaspers ve Cloos, 2011).

3.3.1. Kiiltiir sartlar

MCF-7 hiicreleri (ATCC) %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin)
iceren DMEM besiyerinde, MCF-10A hiicreleri ise 20 ng/mL epidermal biiyiime faktori,
500 ng/mL hidrokortizon, 10 pg/mL insiilin, %10 FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL
streptomisin ile desteklenen DMEM/Ham F12 ortaminda 37°C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde flasklarda kiiltiire edilmistir. Biitiin deneylerde biiyiime fazindaki hiicreler
kullanilmuistir. Hiicreler yeterli confluent diizeyine ulastiginda, hiicreler deneye alinmadan
once tripan mavisi metodu ile canli hiicre saymmi yapilmistir ve mililitredeki hiicre sayisi

hesaplanmuistir.
3.3.2. Sitotoksisite protokolii
MTT yonteminde 96 cukurlu plakalarda her bir ¢ukura 5000 hiicre ekilmistir. Hiicre

yogunlugu %70-80 olduktan sonra hiicrelerin besi yeri fenol kirmizisi igermeyen besi yeri

ile degistirilmis, deney tasarimina gore artan konsantrasyonlarda ekstre, fraksiyon, alt
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fraksiyon veya izole edilen bilesiklerin uygulamalar1 yapilmistir. Doz se¢imi Ulusal Kanser
Enstitiisti (NCI) antikanser ilag tarama programina gore secilmis olup bitkisel ekstre ve
fraksiyonlarda 100 pg/mL en yiiksek konsantrasyon olarak belirlenmistir (Boyd, 1997).
Umut verici antikanser maddelerin izole bilesikler i¢in ICsp degerinin < 4 pg / mL olmasi
dikkate alinarak ise, izole bilesiklerde en yiiksek konsantrasyon 20 pg/mL olarak
planlanmistir (Suffness, 1990). Deney tasarimina sadece hiicreler ve besi yeri iceren (negatif
kontrol) ve ¢oziiciiyii de igeren (¢Oziicii kontrol) gruplar da eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak tamoksifen kullanilmistir. Bu hiicreler %5 CO2 igeren inkiibatorde 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. 48 saatin sonunda hiicrelerin iizerindeki besi yeri uzaklagtirilmig ve
hiicreler yikanarak, her bir cukura 200 pL taze besiyeri ve 50 pL 1 g/L konsantrasyondaki
MTT c¢ozeltisi eklenmistir. Ardindan hiicreler 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
cukurlardaki karisim uzaklastirilmis ve her gukura 160 pLL DMSO ilave edilmistir. Formazan
kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in calkalayicida 10 dakika bekletilmistir. Plaka okuyucuda 570
nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Sitotoksik aktivite deneyi her 6rnek icin 3 kez, her

seferinde en az ikili tekrarlar olarak galisilmis ve ICso degerleri hesaplanmustir.

Numunelerin saglikli hiicrelerde yaptig1 hasart belirlemek amaci ile MCF-10A hiicre hatti
tizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmis ve secicilik indeksi hesaplanmigtir. MCF-
10A (ATCC) hiicre hatt1 temin edilmis ve optimizasyon caligmalar1 yapilmistir. Saglikli
hiicre olmasi nedeni ile, hiicrenin kiiltiir ortam1 rutin ortamlardan farkli olarak ¢esitli biiytime
faktorlerini de icermistir. Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) : F12 besiyeri
icinde %20 fetal bovine serum (FBS), %1 antibiyotik, 10 pg/mL insan insiilini, 20 ng/mL
epidermal biiytime faktorii (hEGF), 500 ng/mL hidrokortizon ile kiiltiire edilen hiicreler

uygun biiylime paterni gdstermistir.

3.3.3. Mikroskopta hiicre morfolojisinin degerlendirmesi

Hiicreler ekildikten ve test maddeleri uygulandiktan sonra hiicre morfolojisinde meydana

gelen degisiklikler faz kontrast mikroskop ile diizenli olarak kontrol edilmistir.

3.4. In silico Biyolojik Aktivite Tahmin Calismalar:

Izole edilmis ve yapisi aydmlatilmis bilesikler, bilgisayar tabanli biyolojik aktivite

degerlendirmesi ile antikanser aktiviteleri agisindan analiz edilmistir. Bu amagla PASS
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(Prediction of Activity Spectra for Substances) programi kullanilmistir (Filimonov ve
digerleri, 2014). Bu yazilim, organik ila¢ benzeri bir molekiiliin genel biyolojik potansiyelini
degerlendirmek i¢in tasarlanmistir. Molekiiliin 3500'den fazla aktivite tiirli i¢cin tahminini
yaparak belirli aktif bilesik smiflarina ait olma olasiligin1 belirlemektedir. Calismada
hedeflenen antikanser etkide rol oynayabilecek biyolojik aktiviteler temel alinarak ilgili
biyolojik aktivite igin aktif olma olasiliklar1 (Pa) belirlenmistir. Etki siralamasinda (Pa-Pi)
degerleri dikkate alinarak siralama yapilmistir. Tanimlanan bilesikler PASS yazilimina
basitlestirilmis molekiiler girdi hatt1 giris sistemi kullanilarak girilmistir. Bu yazilim, ilgili
bilesigin arastirilan aktiviteyi tasima olasiligini tahmin etmesinin yani sira in vivo etkisi
gosterilmis bilesigin “yeni ilag molekiilii” olma 6zelligini de gostermektedir. In silico
analizlerde PASS biyolojik aktivite programinin yani sira mutajenite son noktasina yonelik
olarak yaygin kullanimi1 bulunan, VEGA QSAR Mutajenite konsensiis modeli, ToxTree
(SAR) mutajenite modeli ve ToxRead (Read-across) yaklasimlari ile mutajenik aktivite

degerlendirmeleri de yapilmistir.

3.5. In vivo Biyolojik Aktivite Calismalari

3.5.1. Deney hayvanlari

Arastirmada 21 giinliik 40-50 g agirliginda inbred Sprague-Dawley cinsi disi siganlar
kullanilmigtir. Hayvanlar, 21-24°C sicaklik, %45-55 nem ve 12 saat aydinlik/karanlik
dongiisii olan bakim odalarinda barmdirilmistir. Calisma igin Gazi Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan etik izin alind1 (karar no: 2020/04).

3.5.2. Deney hayvanlarinda tiimor indiiksiyonu ve uygulanan tedaviler

Deney hayvanlarina 1 mL %0,9 NaCl igerisinde ¢6ziinmiis N-metil-N-nitrozotire (NMU) 50
mg/kg tek doz, intraperitonal (i.p.) yolla uygulanarak 6strojen pozitif meme tiimorii modeli
olusturulmustur (Belobrajdic ve Mclintosh, 2000). Kontrol grubunda 6 hayvan, diger
gruplarin her birinde 8 hayvan olacak sekilde Cizelge 3.5’te belirtildigi gibi rastgele 7 gruba

ayrilmistir.
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Sham grubundaki hayvanlar saglikli siganlar olup, herhangi bir tedavi ve/veya NMU
uygulanmamustir. Kontrol grubundaki siganlarda tiimoér modeli olusturulmus ancak herhangi
bir tedavi protokolii uygulanmayip, test materyallerinin hazirlanmasinda tasiyici olarak
kullanilan %0,5 CMC ¢ozeltisi dahilen (p.0.) uygulanmistir. Referans grubuna ait sicanlara
kemoterapotik etkinligi bilinen tamoksifen 10 mg/kg dozda; C. aurantium meyve
kabuklarinin EtOAc ekstresi 500 mg/kg dozda; bu ekstreden elde edilen fraksiyon, alt
fraksiyon ve bilesik gruplarina ise in vitro deneylerde en etkili bulunanlar, sirasiyla SP
FR.A+B, CASK-3 ve CAS-11 (nobiletin) doz verim hesab1 yapilarak 8 hafta boyunca
dahilen (p.0.) uygulanmistir.

Cizelge 3.5. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Grup ad1 Uygulama

Sham Higbir uygulamanin yapilmadig1 grup

Kontrol NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiiksiyonu
%0,5 Karboksimetil selilloz (CMC) sulu ¢ozeltisi (p.o., 8 hafta)
NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiksiyonu

RELTIETS Tamoksifen (10 mg/kg, p.o., 8 hafta)

Ekstre NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiksiyonu

C. aurantium meyve kabuklarinm EtOAc ekstresi (500 mg/kg, p.o., 8 hafta)

NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiksiyonu
SP FR.A+B In vitro deneylerde en etkili bulunan fraksiyon (SP FR.A+B) (115,25 mg/kg, p.o., 8
hafta)

NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiksiyonu
In vitro deneylerde en etkili bulunan alt fraksiyon (CASK-3) (13,05 mg/kg, p.o., 8 hafta)

CASK-3

NMU 50 mg/kg (i.p.) ile timor indiksiyonu

N @l In vitro deneylerde en etkili bulunan bilesik (nobiletin) (12,65 mg/kg, p.o., 8 hafta)

In vivo deneylerde kullanilacak ekstre dozu (500 mg/kg) ve uygulama siiresi (8 hafta)
literatiir bilgileri 1s18inda planlanmistir (Jose, Amathi, Sathyamurthy ve Kumar, 2013; A.
Kim, Im, Gu ve Ma, 2016; Malleshappa, Kumaran, Venkatarangaiah ve Parveen, 2018;
Muhtadi, Azizah, Suhendi ve Yen, 2015). Fraksiyon (SP FR.A+B) ve alt fraksiyonun
(CASK-3) elde edilen miktarlarin ekstre igerisinde bulunma yiizdeleri sirasiyla %23,05 ve
%2,61 olarak; nobiletinin ise HPLC yo6ntemi kullanilarak ekstredeki miktart %2,53+0,06
olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte, nobiletinin antitiimér etkisinin degerlendirildigi
onceki caligmalar da detayli sekilde arastirilmis (Kohno ve digerleri, 2001; Saruhan ve

Dereli, 2016; Suzuki ve digerleri, 2004; Tang ve digerleri, 2011) ve calismalara, bilesigin
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deney hayvanlarina doz verim hesab1 yapilarak uygulanmasi dogrultusunda devam
edilmistir. Fraksiyon, alt fraksiyon ve nobiletinin ylizde verimleri, test edilecek ekstre dozu
(500 mg/kg) ile oranlanarak, deney hayvanlarina uygulanacak dozlarin sirasiyla 115,25
mg/kg; 13,05 mg/kg ve 12,65 mg/kg oldugu belirlenmistir. Ekstre, fraksiyon (SP FR.A+B)
ve alt fraksiyonun (CASK-3) in vivo deneyler igin gerekli olan miktarlarda elde edilebilmesi
amaciyla, kurutulmus kabuklarindan (5900 g) miktar arttirma ¢aligmasi yapilmis, daha dnce
izlenen protokole birebir uymak ve her asamda ITK kontrolii yapmak suretiyle, ekstre,
fraksiyon ve alt fraksiyon tekrar elde edilmistir. Nobiletinin in vivo deneylerde

uygulanabilmesi amacuyla, ticari iirlin satin alinarak deneylere devam edilmistir.

3.5.3. In vivo deneysel prosediir

NMU uygulamasi sonrast 6 ¢ift meme bezi haftalik olarak muayene edilmis, tiimoral
olusumlarin varlig1 inspeksiyon, palpasyon ile belirlenmis ve timér biiyiikligi 200 mm?®
hacime ulasan hayvanlarda tedavi protokoliine baslanmistir. Tedavi protokolii basladiktan
sonra hayvanlarin agirlik degisimleri, tiimor hacimleri ve genel saglik kontrolleri haftalik
olarak kontrol edilerek uygulamalara devam edilmistir. Protokoliin son giinii tiim hayvanlar
ksilazin (10 mg/kg/i.p.) ve ketamin (80 mg/kg/i.p.) derin genel anestezisi altinda kalpten kan
almarak sakrifiye edilmis ve tiim meme dokular1 diseksiyon yontemi ile c¢ikarilarak
biyokimyasal, immiinohistokimyasal, rutin histopatolojik analizler ve gen analizleri igin
uygun kosullarda muhafaza edilmistir. Tim hayati organlar metastaz yoOniinden
makroskobik olarak degerlendirilmistir. Metastaz goriilen organlarda da histopatolojik

analizler gergeklestirilmistir.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Anestezi protokoliinii takiben toraks acildiktan sonra intrakardiyak olarak alinan kan
ornekleri 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayristirilmis ve eppendorf
tiiplerine alinarak analizler yapilincaya kadar -80°C’de dondurularak saklanmistir. Bu
amagla, daha onceki calismalarda meme tiimorii ile iliski oldugu rapor edilmis biyokimyasal
parametrelerin (kanda interferon (IFN)-gama, yardimer (CD4Y) ve sitotoksik (CD8") T
hiicreleri ve dokuda CXCL-9, CXCL-10 ve CXCL-11) diizeyleri belirlenmistir (Cheng ve
Lopez, 1998). Biyokimyasal analizler i¢in tiire spesifik uygun kitler tercih edilmis (BT-lab,
Cat.No: E0103Ra, E1911Ra, E0045Ra, E1935Ra, E1188Ra, E1186Ra) ve iiretici firmanin
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kullanim talimatlarima gore ELISA yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu dogrultuda,
antikorlar ile Onceden kaplanmis plakalardaki kuyucuklara numunelerde bulunan
kemokinlerin, Streptavidin-HRP eklenmesiyle biotinlenmis antikorlara baglanmasi
saglanmis ve inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP  yikanarak
uzaklagtirllmigtir. Substrat ¢ozeltisi eklenerek kemokin miktariyla orantili renk olusumu
saglanmis, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle reaksiyon sonlandirilarak

orneklerin absorbanslar1 450 nm’de Olgiilmiistiir.

3.7. Gen Ekspresyon Analizleri

Gen ekspresyonunun degerlendirilmesi amaciyla alinan doku 6rneklerinden toplam RNA ve
cDNA izolasyonu ve Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemleri

asagidaki prosediirler dahilinde yapilmistir.

3.7.1. Toplam RNA ekstraksiyonu

50 mg doku numunesi mikrosantrifuj tiipiine alinarak, zirkonyum boncuk varliginda 6 pL
merkaptoetanol ilavesiyle 600 pL. LBD soliisyonu eklenmistir. Numune ve tampon
solisyonu konulmus tiipler Allsheng homojenizator cihazinda 30 sn boyunca 3200 rpm’de
2 defa homojenize edilmistir. Homojenizasyon iglemi ardindan 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 15 sn flash spin yapilarak siipernatan kismi spin kolona
aktarilmistir. Spin kolon 8000 x g de 1 dk santrifiij yapilarak atik tiipti degistirilmistir.
Kolona 500 pL. WBD-1 soliisyonu eklenmis ve 8000 x g de 1 dk santrifiij yapilarak atik tiipti
degistirilmistir. Isleme, kolona 500 uL. WBD-2 soliisyonu eklenerek 8000 x g de 1 dk
santrifiij edilerek devam edilmistir. Atik tiip yenisi ile degistirilerek bu adim tekrarlanmigtir.
Kolon temiz 1,5 mL mikrosantrifuj tiipline aktarilarak lizerine 50 pL. EBD soliisyonu
eklenmis ve eliisyon islemi tamamlanmistir. Elde edilen toplam RNA kullanilmak iizere -

20°C’de muhafaza edilmistir.
3.7.2. Niikleik asit ol¢iimleri
Thermo NanoDrop Microvolume Spectrophotometer cihazi kullanilarak numunelerin RNA

Olciimleri gergeklestirilmistir. Cihazda niikleik asit sekmesi segilerek 6l¢tim birimi RNA-40

olarak ayarlanmistir. Korleme icin eliisyon tamponu eklenmistir. Kdrleme ardindan
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numunelerin niikleik asit 6l¢iimleri her bir numune i¢in 2 pL olacak sekilde Olgiilmeye
devam edilmistir. Ol¢iim sonrasinda cDNA islemeleri i¢in her bir numune 250 ng/pL olacak

sekilde sabitlenmistir.

3.7.3. Revers transkriptaz islemi

RNA ekstraksiyonlar1 tamamlanarak 250 ng/uL sabitlenen numuneler degredesyonun oniine
geemek i¢in buz iizerine alinmistir. Revers tanskripsiyon islemi i¢in Sensifast cDNA kit
protokoliine uygun olarak toplam RNA 1 uL, 5x transAMP buffer 4 pL, revers transkriptaz
1 uL ve ddH2O 14 uL olacak sekilde toplam hacim 20 pL’ye tamamlanmistir. cDNA
karigim1 Abi Veriti 96 (Thermo, ABD) cihazinda transkripsiyon kosullar1 25°C 10 dk, 42°C

15 dk ve revers transkripsiyon enzimi inhibe etmek i¢in 85°C 5 dk olarak gerceklestirilmistir.

3.7.4. Real time PCR mRNA gen ekspresyon analizleri

Numunelerden elde edilen cDNAlarin her bir gen bdlgesi icin PCR islemleri
gerceklestirilmistir. PCR kosullarinda gen bdlgelerinin tasarimlarindan dolayr baglanma
sicakliklart degisiklik gosterebilir. ¢cDNA’larin PCR islemleri i¢in 1 pl. ¢cDNA, 2x
SensiFAST SYBR® No-ROX Mix, her bir gen bélgesi icin forward primer (10 uM) 1 uL,
revers primer (10 uM) 1 pL ve su 7 pL olacak sekilde toplam 20 puL hacimde reaksiyon
karisim1 hazirlanmistir. Real time PCR amplifikasyon kosullari ilk denatiirasyon 95°C 5 dk,
40 dongii 95°C 10 sn, 55°C (ER-alpha_ESR1, ER-beta_ ESRRB, GM_CSF_CSF2); 61°C
(PGR ve BAX); 63°C [(Anti-apoptotik protein (BCL2) ve ACTB)] 30 sn (real time okuma)
olacak sekilde gerceklestirilmistir. Cihaz Ct sonuglarinin normalizasyon iglemi ardindan FC

hesaplamalar1 yapilmistir. Primer dizini Cizelge 3.6’da sunulmustur.

Cizelge 3.6. Primer dizini

Hedef Gen Forwarded primer (5’-Diziler-3”) Revers primer (5’-Diziler-3”)
GM-CSF GTGCTCTGGAGAACGAAA CGTAGACCCTGCTTGTAT

Bax TTTGCTACAGGGTTTCAT GAGTCTGTATCCACATCA

Bcl2 GATGACTGAGTACCTGAA AGGAGAAATCAAACAGAG
Ostrojen a GACAGGAATCAAGGTAAA TACACTCCAGAATTAAGC
Ostrojen B CCAACTCAGATTCAATGT GTTTCACACTGTAGAAGT
Progesteron AATCCTGAATGAGCAGAG ATTGTGTTAAGAAGAAGTAAGA
B-Actin GAAGATCAAGATCATTGCTCCT TGGAAGGTGGACAGTGAG
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3.8. Histopatolojik Analizler

Sakrifiksayonun ardindan alinan meme bezleri ve tiimoral dokular 48 saat siire %10’luk
tamponlu formalin soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin islemlerden gegirilerek parafin
bloklar hazirlanmistir. Parafin bloklardan aliman 5 mikron kalinligindaki kesitler

Hematoxylin Eosin (HE) yontemleri ile boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelenerek

(Russo ve Russo, 2000) tarafindan yapilan sisteme gore siniflandirilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Sigan meme bezi tiimorlerinin siniflandirilmasi

I. Epitelyal neoplazmalar

A. Iyi huylu lezyonlar

1. Intraduktal papillom

2. Papiller kistadenom

3. Adenom

(a) Tubuler

(b) Laktasyon

B. Kanser 6ncesi lezyonlar

Intraduktal proliferasyon (IDP)

C. Malign lezyonlar

1. Noninvaziv-in situ-karsinom

(a) Duktal papiller (b) Duktal solid ve kribriform

(c) Duktal komedo

2. Invaziv karsinom

a) Papiller (b) Kribriform (c) Komedo

(d) Tubuler (e) Kistik Adenoid

I1. Stromal neoplazmalar

A. Benign: fibrom

B. Malign: fibrosarkom

I11. Epitelyal-stromal neoplazmalar

A. Benign: fibrom

B. Malign: fibrosarkom

IV. Neoplastik olmayan lezyonlar

Kistik degisiklikler

(a) Duktal

(b) Lobiiler

Ayrica, histopatolojik smiflandirilmada, géz 6niinde bulundurulan lezyon kriterleri Resim

3.4°de verildigi gibi degerlendirilmistir.
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A. Duktus laktiferusun normal histolojik goriinimi, B. Atipik duktal hiperplazi (ok), C. Papiller kist
adenom (duktus epitelinde papiller hiperplazi (biiylik ok) ve bezlerde kistik dilatasyon (ok baslar1)), D.
Noninvaziv duktal karsinoma insitu, etrafi bag doku ile sinirlandirilmis duktuslarda dilatasyon ve
hiperplastik duktus epitelinin liimene dogru papiller tarzda gelisimi, E. Invaziv papiller karsinom (ok
baslari: liimene dogru uzanan papiller olusumlar), F. Invaziv komedo karsinom (ok baslart: timér
hiicreleri merkezinde nekrotik odaklar), G. Invaziv kribriform karsinom (ok baslar: timér adaciklarinda
hiicre kordonlarmin olusturdugu bosluk tarzinda elek benzeri yapilar), H. Invaziv kistik adenoid karsinom
(kiigiik oklar: genis musin alanlar1 arasinda kiiciik, hiperkromatik niikleuslu hiicre kiimeleri), I. Invaziv
tubuler karsinom (kiiciik oklar: tubul formasyonlar)

Resim 3.4. Histopatolojik siniflandirilmada dikkat edilen lezyon kriterleri

Ek olarak, malignite saptanan tiimorler modifiye Scarff-Bloom-Richardson (SBR)
Derecelendirme  Sistemine gore (Cizelge 3.8 ve Resim 3.5) degerlendirilerek
diferansiyasyon dereceleri belirlenmistir (Bloom ve Richardson, 1957). Buna gore; tiibul
olusumu, ¢ekirdek boyutu ve mitotik figiir 1-3 arasi skorlanmis ve her kategori ayr1 olarak
hesaplanmustir. Skor puanlari toplamina gore tiimorler; grade-1 (skor: 3-5), grade-2 (skor:
6-7), grade-3 (skor: 8-9) olarak derecelendirilmistir. Mitotik figiirlerin degerlendirilmesinde,
mikroskopta 40°lik biiylitmede rastgele 10 alanindaki mitotik figlirler sayilmis ve SBR

klasifikasyonuna gore 0-7 arasi:1, 8-14 arasi: 2, 15’ten fazla: 3 olarak skorlanmustir.
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Cizelge 3.8. SBR Derecelendirme Sistemi

Tiibiil Olusumu Puan
%75 ten daha fazla 1
%10-70 arasinda 2
%10 dan daha az 3
Cekirdek Boyutu Puan
Kiiciik Diizenli Cekirdek 1
Normal hiicrelerden boy ve yapida orta 6lgekli farklilagma (1,5-2 kat) 2
Belirgin farklilasma (2 kattan fazla) 3
Mitotik Figiir Puan
0-7 aras1 1
8 ile 14 aras1 2
15 ya da daha fazla 3

Tubiil olusumu; A. %75 ten daha fazla; B. %10-70 arasinda; C. %10 dan daha az; Cekirdek Boyutu; D.
Kicuk Dizenli Cekirdek; E. Normal hiicrelerden 1,5-2 kat buyik; F. 2 kattan fazla ¢ekirdekte buyiime,
mitotik figiir (ok bas1) x 200 HE.

Resim 3.5. SBR Derecelendirme Sistemine gore degerlendirme kriterleri
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3.9. immunohistokimyasal Analizler

Immunohistokimyasal analizler i¢in Avidin-Biotin-Peroksidaz metodu kullanilmistir (Chan,
Lu, Merchant, Iglehart ve Miron, 2005). Parafin bloklardan alinan 4 mikron kalinligindaki
kesitler, ksilen ile deparafinize edildikten sonra dereceli alkol serileri igerisinden gecirilerek
suyu giderilmistir. Antijenik reseptorlerin aciga cikarilmasi i¢in 0,01 M sodyum sitrat
icerisinde 20 dakika inkiibe edildikten sonra, fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikanip
endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢cin PBS ile hazirlanan %3 liik hidrojen peroksit
icerisinde 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Nonspesifik baglanmalar %1 normal kegi
serumunda 1 saat bekletilmistir. Ardindan kesitlere PBS’de degisik oranlarda diliie edilen
ostrojen (ER-a) (Novus Bio, Cat no: NB100-81909), progesteron (Termo Fisher, Cat no:
PA5-94983), pansitokeratin (Novus Bio, Cat no: NBP1-78278), vimentin (Thermo Fisher,
Cat no: PA5-27231), laminin (Thermo Fisher, Cat no: PA1-16730), E-kaderin (Novus Bio,
Cat no: NBP2-16258), epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) (Novus Bio, Cat no:
NBP1-84815), P-63 (Novus Bio, Cat no: NBP1-85571) ve Ki-67 (Bioss, Cat no: BS-2130R)
primer antikorlar ile 1 gece siire ile 4°C’de inkiibe edilmistir. Tekrar PBS’de yikanan
kesitlere biotinlenmis sekonder antikor damlatilarak 10 dakika boyunca bekletilmistir.
Ardindan dokular PBS ile yikanarak ve streptavidin peroksidaz ile 10 dakika boyunca
muamele edilmistir. Renk ortaya ¢ikarici substrat olarak DAB (3,3-diaminobenzidin)
kullanilmistir. Bu soliisyon kesitler iistiine uygulandiktan sonra renk degisikligi olusmaya
basladig1 anda reaksiyon durdurularak, son asamada ise kesitler Mayer Hematoksilen ile 2
dakika siire ile boyandiktan sonra musluk suyunda yikanarak alkol ksilol serilerinden
gegirilerek entellan ile lamel kapatilarak 151k mikroskobunda uygun biiylitmede incelenerek
degerlendirilmistir. Ki-67 diginda immunohistokimyasal boyanmalarin degerlendirilmesi
amaciyla immunreaktivitenin yayginlig: (0.1: < %25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-
100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor
olusturulmustur (histoskor = yayginlik x siddet) (Pula ve digerleri, 2013). Proliferasyon
indeksi olarak kullanilan Ki-67 immun boyamanin degerlendirilmesinde ise her hayvana ait
timor kesitlerinde 200’lik biiylitmede rastgele 5 farkli alanin fotografi cekilerek ve
¢ekirdegi koyu kahve renkte Ki-67 pozitif timor hiicreleri sayilarak proliferasyon indeksi

hesaplanmustir.
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3.9.1. TUNEL boyama

Apoptozis tespiti icin TUNEL ((Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) dUTP ¢entik
ug etiketleme)) boyama yontemi kullanilmistir (Pula ve digerleri, 2013). Bu amagla, TUNEL
Apoptozis kiti kullanilmig ve iretici firmanin (Roche TUNEL Apoptozis kiti (In situ cell
death detection kit; Roche Diagnostics, Cat No: 11 684 817 910) prosediiriine gore
yapilmistir. Kesitler deparafinizasyon, dehidrasyon ve rehidrasyon asamalarinin ardindan 5
dakika PBS ile yikanmistir. Kesitler H.O» soliisyonunda 10 dakika bekletildikten sonra, 0,01
M sodyum sitrat tamponlu ¢ozeltisinde 5 dakika orta, 1 dakika yiiksek olmak {izere
mikrodalgada kaynatilmistir. PBS ile 3 kez 5'er dakika yikanan dokularin etrafi immunopen
ile cizilmistir. Ardindan kesitler %3'liik BSA (Bovine Serum Albumin) ile 20 dakika oda
1sisinda muamele edilmistir. TUNEL mixture karisimi hazirlanarak kesitler 1 saat siire ile
nemli karanlik ortamda 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. PBS ile yikanan kesitler %3'liik
BSA’da 20 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Kesitler Converted-Pod soliisyonu ile 30
dakika muamele edilmistir. PBS ile yikanan kesitlere renk ortaya ¢ikarici substrat olarak
AEC (3 amino-9-etilkarbazol) kromojende 5 dakika inkiibe edilmistir. PBS ile 3 kez S'er
dakika yikanan kesitler Mayer Hematoksilen ile 30 saniye boyandiktan sonra ¢esme suyunda
yikanarak gliserin jel ile lamel kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmistir. Her hayvana
ait timor kesitlerinde 200’lik biiyiitmede en yogun boyanma gosteren 5 farkli alanin
fotografi cekilerek ve gekirdegi koyu kirmizi renkteki TUNEL pozitif tiimor hiicrelerinin
yiizdesi belirlenerek apoptotik indeks hesaplanmistir (Pula ve digerleri, 2013). Daha sonra
apoptotik hiicre indeksi ve histoskor degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel

acidan degerlendirilme yapilmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Bulgular ortalama + standart hata (SH) olarak hesaplanmistir. Test ve kontrol gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar, ANOVA, Students-Newman-Keuls post-hoc testlerinin
Tek yonlii analizi, GraphPad Prism 8 Yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. p<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001).
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Calismalardan Elde Edilen Bulgular

4.1.1. izolasyon ¢alismalar1

In vitro sitotoksik aktivite sonuglarina gore, en yiiksek etki gosteren CASK-3 alt fraksiyonu
tizerinde saflastirma calismalar1 gergeklestirilmistir. Buna gore, CASK-3’ten tekrarlayan
kromatografik yontemlerle, 1 adet kumarin; izomeranzin (CAS 5) (Imai, Kinoshita ve
Sankawa, 1989), 3 adet metoksilli flavonoit; 3-metoksi nobiletin (CAS 10) (Ito, 1998),
nobiletin (CAS 11) (Uckoo, 2011) ve tangeretin (CAS 12) (Uckoo, Jayaprakasha ve Patil,
2011) izole edilerek yapilar1 1D, 2D NMR yontemleriyle karakterize edilmis ve literatiir
datalartyla dogrulanmistir. Metoksilli flavonoit tiirevleri olan CAS 10, CAS 11 ve CAS
12°nin ozellikle A halkasinda yer alan 6 ve 8 numarali karbonlarin kimyasal kayma
degerleri, HMBC spektrumu yardimiyla metil gruplarinin etkilestigi karbonlar dikkate
alinarak atfedilmistir. Bu degerler, sonrasinda ilgili literatiir verileriyle de dogrulanmistir.
Bilesiklere ait proton ve karbon 1D ve 2D NMR ve MS verileri, Cizelge 4.1-4.4 ve Sekil
4.1-4.20°de sunulmustur.

Izomeranzin (CAS 5)




74

Cizelge 4.1. CAS 5 bilesiginin *C ve 'H NMR spektroskopik degerleri (CDCls, *C: 150
MHz; *H: 600 MHz)

C No C/H C (8 in ppm) H (6 in ppm, J in Hz)
2 Cc 161,1

3 CH 143,9 6,19 (d, J=9.5)

4 CH 1131 7,61(d,J=9.4)
4a Cc 1121

5 CH 127,6 7,35(d, J =8.6)

6 CH 107,3 6,83 (d, J=8.6)

7 C 160,5

8 C 113,0

8a C 153,3

1 CH2 34,8 3,99 (s)

2 C 210,9

3 CH 41,0 2,80 (hept, J=6.9)
4 CHjs 18,5

5 CHs 18,5 1,19(d,J=7.0)
OMe 56,2 3,84 (s)
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Sekil 4.1. CAS 5 bilesiginin *H NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)
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Sekil 4.2. CAS 5 bilesiginin 3C NMR spektrumu (150 MHz, CDCls)
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Sekil 4.3. CAS 5 bilesiginin Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) spektrumu
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33394896 843 100 261.1121 -0.8 3298145 100
553403 14 16.6 262.1155 -0.3 b98BE7.1 | 182
----- 70372.8 1.8 2.1 263.1179 -0.8 66263.3 2
Jf [ m | b
S\ Chromatogram Results 1k Spectrum |dentification Results: + Scan:1 (rt: 7.32 min) @Cﬂl‘rmrdldmﬁﬁcaﬁm Results |

Sekil 4.5. CAS 5 bilesigine ait +ESI Toplam iyon kromatogrami, ana iyonu (m/z 261,1130)
gosterir spektrum ve kapali formiil eslesme sonucu
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3-Metoksi nobiletin (CAS 10)

Cizelge 4.2. CAS 10 bilesiginin **C ve *H NMR spektroskopik degerleri (CDCls, 2*C: 150
MHz; *H: 600 MHz)

C No CH C (8 in ppm) H (8 in ppm, J in Hz)
2 C 153,2

3 C 140,9

4 C 174,0

5 Cc 1440

6 Cc 138,0

7 C 151,4

8 Cc 148,3

9 Cc 146,9

10 C 115,2

1 C 123,6

2' CH 1111 7,81(d,J=21)
3 C 148,9

4 151,2

5 CH 111,2 7,01(d,J=8.5)
6' CH 122,1 7,84 (dd, J =85, 2.0)
3-OMe 60,0 3,89 (s)

5-OMe 62,4 3,98 (s)

6-OMe 62,1 4,00 (s)

7-OMe 62,0 4,10 (s)

8-OMe 61,8 3,95 (s)
3'-OMe 56,1 3,97 (s)
4'-OMe 56,1 3,97 (s)
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x10 7 |+ESI TIC Scan Frag=120.0V 10a2.d
1 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 6 |C22 H24 O9: +ESI Scan:1 (rt: 7.80 min) Frag=120.0V 10a2.d

4.5 433.1502
4. (IC22 H24 09]+H)+

2.5+ 887.0770

0.5+ 158.2333 277.1315 668.1026 949.0165

0- [ I 'y
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EJJ__éSpﬂ:h’l-nldﬂlﬁﬁcaﬁnthnﬂs:+Sﬂt1{lt?mniﬂ »

| Autematically Show Columns || Iﬂﬁl | (ﬂ % | 2 GR | @ & |
Best w4+ 1D Source W Formula R Species R miz V¥R Score¥ v Diff (ppm) W Score (MFG) TR
= = | MFG | €22 H24 09 | (MHy+ | 4331502 | 97.27 |-212 | 97.27 |

Species w4 miz W Score (iso. abund) 78 Score (mass) ¥-8 Score (MFG, MS/MS) w8 Score (MS) v Score (MFG) Y
4331502 975

Height (Calc) R Height Sum (Calc) v+ (Calc) v+ miz Ic) v+ Diff (mDa) v+ Height w4 Height % w8
40133999 77 433.1453 -0.9 3564605 100
820271.6 138 244 434 1527 -1 10410323 | 26.3
188775.5 a6 47 435.1551 -1 179640.8 45
266237 0.5 07 436.1578 -0.8 237526 0.6
KN i | b

_& Chromatogram Results Jj;é Spectrum ldentification Results: + Scan:1 (rt: 7.80 min) |@ Compound Identification Results |

Sekil 4.10. CAS 10 bilesigine ait +ESI Toplam iyon kromatogrami, ana iyonu (m/z
433,1502) gosterir spektrum ve kapali formiil eslesme sonucu
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Nobiletin (CAS 11)

Cizelge 4.3. CAS 11 bilesiginin *C ve *H NMR spektroskopik degerleri (CDCls, 2*C: 150
MHz; *H: 600 MHz)

C No CH C (8 in ppm) H (3 in ppm, J in Hz)
2 Cc 161,1

3 CH 107,0 6,61 (br s)

4 C 177,4

5 C 1442

6 Cc 138,1

7 Cc 1515

8 Cc 148,5

9 Cc 1478

10 Cc 115,0

1 Cc 1241

2 CH 108,7 7,40 (d, J=2.2)
3 C 149,4

4 C 152,0

5 CH 111,4 6,98 (d, J = 8.5)
6 CH 119,7 7,56 (dd, J =8.4,2.2)
5-OMe 62,4 4,00 (s)

6-OMe 62,1 3,93 (s)

7-OMe 61,9 3,93 (s)

8-OMe 61,8 4,08 (s)
3'-OMe 56,2 3,94 (s)
4'-OMe 56,1 3,95 (s)
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x10 7 |+ESI TIC Scan Frag=120.0V 11a2.d
1 1

3.5+

13

i 2 3 4 5 6 7 & 9 10 1 12
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 6

1.8+

C21 H22 O8: +ESI Scan:1 (rt: 7.55 min) Frag=120.0V 11a2.d

403.1387
(IC21 H22 O8] +H)+

1.6+
1.4+
1.2

827.0592

08-
06-
04-
02 1582287

0- . ;

100

274.3198 510.0555  623.0866 962.9653  1092.8527

I

500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

200 300 400

Eﬁmnldﬁuiﬁcaﬁunm:+f‘mtl{lt155niﬂ x

| Automatically Show Celumns || EE' | (ﬂ % | [ | % % |
Best w4 |D Source W R Species VB miz ¥ ScoreV w4 Diff (ppm) W Score (MFG) W
=- |(:' | MFG | (M+H)+ | 403.1387 | 9967 |{m1 |99.G? |

Formula
| c21H22 08

Species wH miz W8 Score (iso. abund) V8 Score (mass) W Score (MFG, MS/MS) w8 Score (MS) w8 Score (MFG) Y =7

NS 1) 403.1387 99.23 100 3967 3967

Height (Cale) - Height Sum® (Calc) w4 Height % (Calc) v-+= miz (Calc) w4 Diff (mDa) v+ Height v+ Height % 4=
1777335.3 781 100 403.1387 0.1 1752145.8 | 100
4138046 182 233 4041421 0.3 399674 223
75206.5 33 42 405.1446 -0.1 756105 42
10037.4 04 06 406.1472 2 89537 05

IEN

L

/% Chromatogram Results | 1% Spectrum Identification Results: + Scan.1 (rt. 7.55 min) |&3% Compound Identification Results |

Sekil 4.15. CAS 11 bilesigine ait +ESI Toplam iyon kromatogrami, ana iyonu (m/z
403,1387) gosterir spektrum ve kapali formiil eslesme sonucu
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Tangeretin (CAS 12)

Cizelge 4.4. CAS 12 bilesiginin *C ve *H NMR spektroskopik degerleri (CDCls, 2*C: 150
MHz; *H: 600 MHz)

C No CH C (3 in ppm) H (6 in ppm, J in Hz)
2 Cc 161,3

3 CH 106,8 6,60 (s)

4 C 177,5

5 C 1442

6 C 138,2

7 Cc 1515

8 C 148,5

9 C 147,8

10 C 115,0

1 C 123,9

2 CH 127,8 7,87 (d,J=8.6)
3 CH 114,6 7,01(d, J=8.7)
4 C 162,4

5 CH 114,6 7,01(d, J=8.7)
6 CH 127.8 7,87 (d,J=8.6)
5-OMe 62,4 3,94 (s)

6-OMe 61,8 4,09 (s)

7-OMe 62,1 4,01 (s)

8-OMe 61,9 3,94 (s)

4-OMe 55,6 3,88 (s)
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Sekil 4.16. CAS 12 bilesiginin *H NMR spektrumu (600 MHz, CDCls)
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x10 7 |+ESI TIC Scan Frag=120.0V 12a2.d
3.5q1 1
3.25-
3,
2.754
2.5
2.25-

1.75+
1.5+
1.25+

0.75+

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 8 |C20 H20 O7: +ESI Scan:1 (rt: 7.97 min) Frag=120.0V 12a2.d

6+ 373.1288
(IC20 H20 O7]+H)+

31 767.0450

200.2977 561.1265 933.0552
0- ) | A

100 200 300 400 500 600 700 800 90 1000 1100 1200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Eji:éslﬂ:hmldﬁiﬁﬁmﬁmm:ffm[1ﬁt?'ﬂ?niﬂ »®

| Autormatically Show Columns || Iﬂ%] | ng ﬂ | T G | % ﬁ |
Best T+ ID Source TR Formula - Species WHE miz TH ScoreV W Oiff (ppm) 7B Score (MFG) 7+
= | | MFG | c20H20 O7 | (MeH)+ | 3721288 | 9823 [-132 | 9823 |

Species W miz ¥ Score (iso. sbund) W8 Score (mass) ¥ B Score (MFG, MS/MS) w8 Score (MS) W H Score (MFG) ¥

(M+H)+ 3731288 960
Height (Calc) = Height Sumi (Calc) w4 Height % (Calc) W+ miéz (Calc) v+ Diff (mDa) =7+ Height W+ Height % w-+=
5311514 791 100 373.1282 -08 52188705 | 100
1175549 6 175 221 3741316 -0.2 12646346 | 242
2003645 3 38 3751234 02 2027561 39
251621 04 0.5 376.1367 0.2 267289 0.5
J < | m | b

_& Chromatogram Results _Llj Spectrum |dentification Results: + Scan:1 (rt: 7.97 min) |§_§ Compound ldentification Results |

Sekil 4.20. CAS 12 bilesigine ait +ESI Toplam iyon kromatogrami, ana iyonu (m/z
373,1288) gosterir spektrum ve kapali formiil eslesme sonucu

4.1.2. HPLC ile nobiletin miktar tayini sonuclari

Nobiletin bilesigi ve CA EtOAc ekstresi i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. En son

uygulanan gradient metot ile numune igerisinde diger bilesenler i¢in kromatografik ayrim
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saglanmustir. Kalibrasyon egrisi 1-2.5-5-10-25 pg/mL derisim araliginda olusturulmustur, r2
degeri 0.99957 olarak elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.21°de verilmistir. Numune
enjeksiyonu ile elde edilen sinyal (alan degeri) olusturulan kalibrasyon denklemi ile
degerlendirilmistir. C. aurantium’un etil asetatli kabuk ekstresi i¢erisinde nobiletin miktari

agirlikga %2,53 + 0,06 olarak hesaplanmuistir.

Nobiletin, VW D1 A
Area = 15.568031*Amt+3.9827244

Area
Rel. Res% (1): -7.633

400
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Correlation: 0.99957

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Sekil 4.21. Nobiletinin kalibrasyon egrisi

Numune igerisinde bulunan ve kromatografik girisim yapabilecek bilesikler ve nobiletine ait

kromatogramlar Sekil 4.22 ve 4.24°te verilmistir. Nobiletin alikonma siiresi 10,22 dk’dur.
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Sekil 4.23. Nobiletinin madde kalibrasyon (a, b, c, d, €) ve CA EtOAc ekstresinin (f) kromatogramlari
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4.2. In vitro Sitotoksisite Calisma Sonuglari

CA, CG, CM, CP MeOH cekstrelerinin tamoksifene karsi etkinliginin karsilastirildigi
sitotoksisite tayini yapilmistir. MeOH ekstreleri sitotoksisite tayininde 5 dozda
kullanilmigtir. Doz belirlemesi ABD Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) antikanser ilag tarama
programina gore bitkisel ekstre ve fraksiyonlarda 100 pg/mL en yiiksek konsantrasyon
olarak belirlenmistir. Ayrica ekstrelerin suda ¢ozilniirliik testi yapilarak en yliksek
konsantrasyona ulagma durumu onaylanmistir. Dozlar 100-31,6-10-3,16 ve 1 ug/mL olarak
olusturulmustur. CA, CG, CM ve CP’nin MeOH ekstrelerinin 100 pg/mL doza kadar 48 saat
boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi sonucunda doza bagli olarak sitotoksik aktivitesi
degerlendirildiginde anlamli bir aktivitenin olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.5). Test edilen
en yiiksek dozda dahi hiicre canliliginin devam etmesi nedeniyle arastirilan dozlarda ICso
hesaplanamamis, sonuglar % hiicre canliligi olarak ele alinmistir (Sekil 4.25). Test
sisteminin ilk kurulusunda, MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik aktivite gosterdigi bilinen ve
laboratuvarda tarihsel verisi bulunan doksorubisin kullanilarak deney sistemi optimize

edilmistir.

Cizelge 4.5. MeOH ekstrelerinin MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi sonucu elde edilen yiizde
hiicre canlilig1 sonuglari

Konsantrasyon Ekstrelerin % Hiicre Canlilig1 (Ortalama + SH)

(ng/mL) CA CG cM cp

0 100 100 100 100

1 98,48 = 0,98 100,84 + 1,09 97,96 + 2,15 87,10+ 3,01
3,16 103,21 £ 0,82 97,71 £ 1,28 91,49 £ 5,48 88,55+ 3,82
10 95,44 + 3,85 104,10 +2,13 90,55 + 4,32 90,45 + 2,03
31,6 98,69 + 1,78 98,53 + 1,63 99,74 + 1,94 88,75+ 1,75
100 83,87+ 3,46 99,78 + 1,37 91,48 + 2,06 89,47+ 1,12

CA: Citrus aurantium; CG: Citrus grandis; CM: Citrus medica; CP:

Citrus paradisi
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Sekil 4.25. Citrus tiirlerinin MeOH ekstrelerinin 48 saatlik uygulamalarinda MCF-7 hiicre
canlilig1 tizerine etkisi

MeOH ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattinda etkili bulunmamasi nedeniyle, ekstraksiyon

yonteminin degistirilmesi yoluna gidilmistir. Buna gore;

Bitkisel materyal, n-hekzandan baslanarak hem dogrudan hem de sekansl bir sekilde artan
polaritedeki c¢oziiciilerle ekstre edilerek, bu ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri

degerlendirilmistir. Dogrudan bitkisel materyalin n-hekzan, DCM ve EtOAc ile hazirlanan
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ham ekstreleri ile sekansli bir sekilde n-hekzandan baslayarak, kalan bitki materyalinin
EtOAc ve sonrasinda MeOH ile ekstre edilerek hazirlanan alt ekstrelerinin sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Oncelikle 4 tiire ait toplam 20 ekstre en yiiksek konsantrasyon olan 100
ug/mL dozda 48 saat boyunca MCF-7 hiicreleri ile muamele edilerek sitotoksik aktivite
caligmast tek dozda cgalisilmistir (Sekil 4.26). Daha sonra etkileri yiiksek bulunan ham
ekstrelerin ve EtOAcC alt ekstrelerinin doz cevap etkileri 5 dozda ¢aligilmis, sonuglar Cizelge
4.6-4.7 ve Sekil 4.27-4.28°de sunulmustur. MeOH alt ekstrelerinin sitotoksik etkileri yliksek

olmadigindan doz-cevap etkileri ¢alisilmamaistir.

MCF-7 100 pg/ml
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Ekstreler ve Tamoksifen

Sekil 4.26. Citrus tiirlerinin ham ve alt ekstrelerinin 100 pg/mL konsantrasyonda 48 saatlik
uygulamalarinda MCF-7 hiicre canlilig1 lizerine etkisi
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Cizelge 4.6. Citrus tiirlerinin ham ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri

(ICs0 degerleri)

Gruplar Ekstre tipi ICso + SH
n-Hekzan ham ekstresi 16,80 = 2,95 pg/mL
CA DCM ham ekstresi 3,23 £0,29 pg/mL
EtOAc ham ekstresi 0,77 £ 0,16 ug/mL
n-Hekzan ham ekstresi 3,42+ 0,41 pg/mL
CG DCM ham ekstresi 8,14 £ 0,80 pg/mL
EtOAc ham ekstresi 3,34 +£ 0,36 pg/mL
n-Hekzan ham ekstresi 1,56 £ 0,35 pg/mL
CM DCM ham ekstresi 10,88 + 1,68 pug/mL
EtOAc ham ekstresi 1,26 £ 0,17 pg/mL
n-Hekzan ham ekstresi 4,65 + 1,12 pg/mL
CP DCM ham ekstresi 4,58 + 0,84 pg/mL
EtOAc ham ekstresi 13,41 + 1,59 pg/mL
Tamoksifen - 2,18+ 0,37 uM

CA: Citrus aurantium; CG: Citrus grandis; CM: Citrus medica; CP: Citrus paradisi

Cizelge 4.7. Citrus tiirlerinin EtOAc alt ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik
etkileri (1Cso degerleri)

Ekstre tipi Gruplar ICs0 + SH
CA 43,61 +£4,42 pg/mL
CG 7,81+ 0,66 ng/mL
EtOAC alt ekstresi
CM 71,72 + 18,16 ng/mL
CP 23,85 + 1,84 pg/mL
- Tamoksifen 2,18+ 1,84 uM

CA: Citrus aurantium; CG: Citrus grandis; CM: Citrus medica; CP: Citrus paradisi
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n-hekzan: n-hekzan ham ekstresi; DCM: Diklorometan ham ekstresi; EtOAc: Etil asetat ham ekstresi

Sekil 4.27. Citrus tiirlerinin ham ekstrelerinin 48 saatlik uygulamalarinda MCF-7 hiicre
canlilig1 {izerine etkisi
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CA: Citrus aurantium; CG: Citrus grandis; CM: Citrus medica; CP: Citrus paradisi

Sekil 4.28. Citrus tiirlerinin EtOAc alt ekstrelerinin 48 saatlik uygulamalarinda MCF-7
hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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Elde edilen bulgular neticesinde, aktivite sonuglar1 da géz 6niinde bulunduruldugunda, CA
EtOAcC ham ekstresinin en yiiksek sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (ICsp: 0,768 + 0,16
pg/mL). Meme kanseri hiicresinde aktif oldugu belirlenen CA EtOAc ham ekstresinin
saglikli meme hiicrelerinde yapabilecegi olasi hasar1 belirlemek amaci ile ayn1 ekstre MCF-
10A hiicre hatt1 izerinde de uygulanmus, sitotoksik etkisi ve segicilik indeksi hesaplanmustir.
Yapilan ¢alismada, CA EtOAc ham ekstresinin MCF-10A saglikli meme hiicre hattinda ICsg
degerinin 30,07 £ 1,62 pg/mL oldugu tespit edilmistir. Deneyin pozitif kontrolii tamoksifene
ait ICso degeri ise 9,35 £ 0,56 pg/mL’dir. CA EtOAc ham ekstresinin MCF-7 hiicre hattinda
ICs0 degeri 0,768 + 0,16 pg/mL oldugundan secicilik indeksi 39,15 olarak hesaplanmistir.
Bu deger ekstrenin kanserli hiicreyi dldiiriirken normal hiicrelere daha az hasar verdigini,

kanserli hiicreyi se¢gme 6zelliginin yiiksek oldugunu gdéstermektedir.

Fraksiyonlama ¢aligmalarina, sitotoksik etkili olmasinin yaninda, meyvelerin temin
kolaylig1 ve ekstraksiyon verimliligi agisindan da avantajli olan bu tiir tizerinden devam

edilmistir.

Sitotoksik aktivite deneylerinde MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine, ilk asamada kurulan SP
LH-20 kolonundan alinan fraksiyonlar SP FR.A, SP FR.B ve SP FR.C kodlu fraksiyonlar
100; 31,6; 10; 3,2 ve 1 pg/mL dozlarda uygulanmistir. Deneyler sirasinda, elde edilen
fraksiyonlarda ¢6ziiniirliik problemi yasanmamistir. Sonuglar Cizelge 4.8 ve Sekil. 4.29°da
verilmistir. Elde edilen bulgulara goére, SP FR.A ve SP FR.B fraksiyonlarinin MCF-7
hiicrelerine en yiiksek 100 pg/mL dozlarda uygulandiginda kontrole kiyasla sitotoksik
aktiviteye sahip oldugu (ICso degerleri sirasiyla 50,20 + 8,450 ve 52,47 + 9,46), ancak SP
FR.C fraksiyonunun en yiiksek dozda dahi anlamli bir sitotoksik aktivite gostermedigi (ICso
> 100) tespit edilmigstir. CA EtOAc ekstresinin SP LH-20 kolon fraksiyonlarinin MCF-10A
hiicre hattindaki sitotoksisitesi degerlendirildiginde ise, SP FR.A i¢in ICsg 59,67 + 9,94
pg/mL iken diger fraksiyonlarda test edilen konsantrasyonlarda sitotoksisite
gozlenmemistir. Alt ekstrelerin meme hiicrelerinde seg¢icilik indeksleri hesaplandiginda SP
FR.A’nm 1,19 oldugu bulunmustur. SP FR.B’nin MCF-10A hiicreleri tizerine ICso degeri
tam say1 olmadigindan (>100 pg/mL) 100 varsayimi ile >1,91 oldugu hesaplanmistir. SP
FR.C i¢in ise secicilik indeksi hesaplanamamistir. Hem SP FR.A hem de SP FR.B’nin

secicilik indeksinin 1’den biiyiik olmas1 olumlu bir sonugtur.
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Bununla birlikte, 100 pg/mL dozda SP FR.A ve SP FR.B fraksiyonlarinda MCF-7
hiicrelerinde tespit edilen aktivite, daha diisiik dozlara inildiginde goriilmediginden, CA
EtOAC ham ekstresinde goriilen giiclii sitotoksik etkinin (ICso: 0,768 £ 0,16) fraksiyonlama
ile azaldig1 sonucuna varilmistir. Ham ekstrede bulunan bilesiklerin fraksiyonlama ile
etkileri azaldigindan, olasi sinerjik etkinin kayboldugu diistiniilmiistiir. Elde edilen bu veriler
dogrultusunda, izolasyon ¢alismalarina, aktivite-yonlendirmeli olarak, fraksiyonlar arasinda

gorece en ylksek aktivite gosteren fraksiyon tizerinde devam edilmistir.

Cizelge 4.8. CA EtOAcC ekstresinin SP LH-20 kolon fraksiyonlarinin MCF-7 ve MCF-10A
hiicre hattindaki sitotoksik etkileri ve se¢icilik indeksleri

Fraksiyon ICso + SH (MCE-7) ICso +£ SH (MCF-10A) Segicilik indeksi
SP FR.A 50,20 £+ 8,45 pg/mL 59,67 + 9,94 ng/mL 1,19

SP FR.B 52,47 £ 9,46 pg/mL > 100 pg/mL >191

SPFR.C > 100 pg/mL > 100 pg/mL -

Tamoksifen 3,57 +£0,62 uM 7,47 £ 1,30 uyM 2,09

SP: Sephadex LH-20; FR: Fraksiyon
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Sekil 4.29. CA EtOAc ekstresinin SP LH-20 kolon fraksiyonlarinin A) MCF-7 ve B) MCF-
10A hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri
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SP LH-20 kolon fraksiyonlarindan (SP FR.A + SP FR.B), silika jel kolon kullanilarak elde
edilen alt fraksiyonlar (CASK 1-4), MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarina 48 saat siiresince
uygulanarak hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.9 ve Sekil 4.30°da verilmistir. En aktif fraksiyon olarak CASK 3 bulunmustur. Alt
fraksiyonlarin segicilik indeklseri (SI) hesaplandiginda, degerlerin birbirine yakin oldugu,
CASK 1, 2, 3 ve 4 i¢in sirastyla 0,977; 0,917; 0,847 ve 1,099 oldugu belirlenmistir. SI
degerinin 1’in iizerinde olmas1 istenmekle beraber, CASK 4’in MCF-7 hiicre hattindaki
sitotoksik etkisi diger fraksiyonlara gore diisilk bulundugundan, MCF-7 hiicre hattinda en
yiiksek sitotoksik etki gdsteren alt fraksiyon (CASK 3) lizerinden izolasyon g¢aligmalara

devam edilmistir.

Cizelge 4.9. Silika jel kolon fraksiyonlarinin (alt fraksiyonlarin) MCF-7 ve MCF-10A hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkileri ve segicilik indeksleri

Alt fraksiyon ICs0 £ SH (MCF-7) ICs0 + SH (MCF-10A) Secicilik indeksi
CASK 1 69,71 £ 4,66 ng/mL 68,15+ 3,01 ng/mL 0,977
CASK 2 47,17 + 4,17 pg/mL 4330+2,11 pg/mL 0,917
CASK 3 37,10 + 4,26 pg/mL 31,43 + 1,44 pg/mL 0,847
CASK 4 79,19 + 7,10 pg/mL 87,02 + 11,86 pg/mL 1,099
Tamoksifen 4,77 £ 0,90 uM 11,03 £ 0,63 uM 2,312
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Sekil 4.30. Silika jel kolon fraksiyonlarinin (alt fraksiyonlarin) MCF-7 ve MCF-10A hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkileri
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CASK 3’ten izole edilen CAS 5 (izomeranzin), CAS 10 (3-metoksi nobiletin), CAS 11
(nobiletin) ve CAS 12 (tangeretin) kodlu bilesikler tizerinde MCF-7 ve MCF-10A hiicre
hatlarina kars1 hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.31). MCF-7
hiicrelerinde incelenen izole bilesikler igerisinde en aktif bilesigin CAS 11 oldugu tespit
edilmigtir. Diger bilesikler test edilen konsantrasyonlarda belirgin sitotoksik aktivite
gdstermemistir. Izole edilen bilesiklerin MCF-10A saglikli hiicreleri {izerinde yapilan
sitotoksik aktivite ¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore, nobiletinin SI degerinin 1’in
tizerinde oldugu anlasilmaktadir. Bu veriler dogrultusunda, in vivo deneylerde etki

degerlendirme calismalari i¢in CAS 11 (nobiletin) bilesigi 6ne ¢ikmustir.

Cizelge 4.10. CASK 3’ten izole edilen bilesiklerin MCF-7 ve MCF-10A hiicre hatlarindaki
sitotoksik etkileri ve segicilik indeksleri

Bilesik ICs0 = SH (MCF-7) ICs0 + SH (MCF-10A) Secicilik indeksi
CAS 5 >20 pg/mL >20 pg/mL

CAS 10 >20 pg/mL >20 pg/mL

CAS 11 18,87 £ 4,73 pg/mL >20 pg/mL >1,1

CAS 12 >20 pg/mL 17,92 + 1,21 pg/mL <09
Tamoksifen 6,56 + 1,36 uM 8,00+ 0,73 uM 1,22
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4.3. In silico Biyolojik Calisma Sonuglar:

Aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon c¢aligmalar1 sonucunda dort tane bilesik
izole edilerek kimyasal yapilari aydinlatilmistir. Bu bilesikler izomeranzin (CAS 5), 3-
metoksi nobiletin (CAS 10), nobiletin (CAS 11) ve tangeretin (CAS 12)’dir. Bilesiklerin
yapt-aktivite iligkisi analizleri ile antikanser aktiviteye yonelik tahmin sonuglarinin elde
edilmesi ve mevcut in vitro ve in vivo deneylerden elde edilen sonuglar igin destekleyici veri

saglanmas1 amaglanmustir.

Bilgisayar tabanli biyolojik aktivite degerlendirmesi ile dncelikli olarak antikanser aktivitesi
acisindan olasilik degerlendirmesi yapilmakla birlikte, ilgili kimyasallara ait biyolojik
aktivite acisindan mevcut veritabani temel alinarak, en yiiksek olasilikla goriilebilecek ii¢
aktivite bilgisi de verilmistir. Bu amagla PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances) programi kullanilmistir (Filimonov ve digerleri, 2014). Bu yazilim, organik ilag
benzeri bir molekiiliin genel biyolojik potansiyelini degerlendirmek icin tasarlanmis olup
4000’den fazla aktivite tiirii i¢in tahmin yapmaktadir. Antikanser etkide rol oynayabilecek
biyolojik aktiviteler temel alinarak ilgili biyolojik aktivite i¢in molekiiliin aktif olma
olasiliklar1 (Pa) belirlenmistir. Pa olasiligi, tahmin edilen molekiiliin veri setindeki "aktifler"
alt kiimesinde en tipik olan molekiillerin yapilariyla benzerligini yansitmaktadir. Analizler
“Pa-P1” (Pi: inaktif olma olasiligi) degerleri dikkate alinarak siralanmigtir. Degerlerin
0,7’den biiylik olmasi olasilik agisindan daha anlamlidir. Pa icin 0,3 degerinin alti
almmamistir. Bununla birlikte, sonuglarin yorumlanmasi sirasinda, olasilik tahmininde
bilesigin yazilimda diisiik olasilikli ¢ikmasi veri setinde benzer yapida bilesiklerin
olmadigini ve yeni bir molekiil-aktivite kesfini de se¢enekler arasinda sunmaktadir. In silico
analizlerde ayrica CLC-Pred (hiicre hatt1 sitotoksisite tahmincisi) yazilimi (v. 2.0)
kullanilarak kanser hiicre hatlarinda bilesiklerin olas1 sitotoksik etkisinin tahmini
gerceklestirilmistir (Lagunin ve digerleri, 2018). Diger taraftan, bu bilesiklerin mutajenite
degerlendirmesi i¢in yaygin kullanimi bulunan VEGA QSAR mutajenite konsensiis modeli
(v.1.0.4), ToxTree (SAR) mutajenite modeli (v.3.1.0) ve ToxRead (0.25 Beta) (Read-across)
yaklagimlar1 ile mutajenik aktivite degerlendirmeleri de yapilmistir. Bilesikler yazilimlara
basitlestirilmis molekiiler girdi hatt1 giris sistemi (SMILES) kullanilarak girilmistir. Bu
bilesiklere ait kimyasal yapilar, Cas numaralar1 ve in silico analizlerde kullanilan SMILES

bilgileri Cizelge 4.11’de sunulmustur.
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Cizelge 4.11. In silico analizleri yapilan bilesiklerin bilgileri

Bilesik ad1 Cas No Kimyasal yap1 SMILES
5 4
O . —C(C= _
. . e CC(C)C(=0)CC1=C(C=Cc2=C10C
Izomeranzin | 1088-17-1 o (=0)C=C2)0OC
-
4a
5
3-Metoksi COC1=C(C=C(C=C1)C2=C(C(=0)
nobiletin 1178-24-1 C3=C(02)C(=C(C(=C30C)0C)0C)
0cC)oc)oc
COC1=C(C=C(C=C1)C2=CC(=0)C
Nobiletin 478-01-3 3=C(02)C(=C(C(=C30C)0C)0C)O
C)oC
COC1=CC=C(C=C1)C2=CC(=0)C
Tangeretin 481-53-8

3=C(02)C(=C(C(=C30C)0C)0C)0
c
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Yapist aydinlatilmis bilesiklere ait antikanser aktiviteye yonelik tahmin sonuglar1 Cizelge
4.12’de gdsterilmistir. Izomeranzine ait antikanser aktiviteye yonelik tahmin sonuglarina
bakildiginda en yiliksek 0,691 olasilikla antineoplastik amacgli kullanilabilecegi
hesaplanmustir. Arastirilan dort bilesik arasinda antikanser aktivite agisindan en az sonug
veren bilesik izomeranzin olmustur. Diger ii¢ bilesik antikanser aktivite agisindan benzer
sonuclar vermis, antineoplastik etki, apoptozis agonisti ve serbest radikal siipiiriicii etkiler

acisindan 0,7 olasilik degeri lizerinde aktivite tahmin edilmistir.

PASS biyolojik aktivite analizlerinde antikanser aktiviteden bagimsiz olarak veri seti temel
alindiginda en ytiksek olasilikla iligkilendirilen aktiviteler; izomeranzin igin kardiyovaskiiler
analeptik (0,882-0,004), CYP2A11 substrat1 (0,854-0,003) ve CYP2C12 substrati (0,865—
0,020) olarak bulunmustur. 3-Metoksi nobiletin i¢in klordekon rediiktaz inhibitorii (0,942—
0,003), membran biitlinliigii agonisti (0,923—0,003) ve HIF1 A ekspresyon inhibitorii (0,910—
0,005) olma olasilig1 yiiksektir. Nobiletin i¢in en yiiksek hesaplanmis aktiviteler sirasiyla,
HIF1A ekspresyon inhibitorii (0,946-0,004), klordekon rediiktaz inhibitorii (0,941-0,003)
ve membran biitiinliigli agonisti (0,919-0,007) dir. Tangeretin bilesiginin de benzer sekilde
klordekon rediiktaz inhibitori (0,945-0,003), HIF1A ekspresyon inhibitorii (0,942—0,004)
ve membran biitiinliigii agonisti (0,937-0,004) olarak yiiksek olasilikla aktivite gosterecegi

hesaplanmustir.



118

Cizelge 4.12. 1zole edilen bilesiklerin antikanser aktivite ile iliskili PASS ile hesaplanmis

sonugclari

Bilesik Pa - Pi Biyolojik aktivite
0,691 - 0,028 Antineoplastik
0,617 - 0,009 Meme kanserinde antineoplastik
0,539 - 0,008 Serbest radikal siipiiriicii

(. 0,496 - 0,021 Antimetastatik_ .
0,471 - 0,046 Apoptoz agonisti
0,376 - 0,025 Kemopreventif
0,322 - 0,050 Antikarsinojenik
0,325-0,072 Solid tiimorlerde antineoplastik
0,892 - 0,004 Apoptoz agonisti
0,864 - 0,006 Antineoplastik
0,704 - 0,004 Serbest radikal siipiiriicii
0,665 - 0,007 Meme kanserinde antineoplastik
0,656 - 0,006 Antilésemik
0,613 - 0,004 Antioksidan
0,583 - 0,009 Kolorektal kanserde antineoplastik
0,581-0,011 Kemopreventif
0,566 - 0,009 Kolon kanserinde antineoplastik

L 0,531 - 0,007 Prostat kanseri tedavisi

3-Metoksi nobiletin —— — ; - -
0,528 - 0,005 Kiigiik hiicreli akciger kanserinde antineoplastik
0,534 -0,012 Akciger kanserinde antineoplastik
0,528 - 0,017 Antikarsinojenik
0,506 — 0,006 Melanomada antineoplastik
0,538 — 0,040 Preneoplastik durumlarin tedavisi
0,481 — 0,005 Serviks kanserinde antineoplastik
0,479 — 0,005 Skuamoz hiicreli karsinomada antineoplastik
0,459 — 0,005 Karsinomada antineoplastik
0,448 — 0,006 Beyin kanserinde antineoplastik
0,434 - 0,026 Solid tiimérlerde antineoplastik
0,880 — 0,005 Apoptoz agonisti
0,848 — 0,007 Antineoplastik
0,742 - 0,003 Serbest radikal stiptiriicii
0,698 — 0,005 Meme kanserinde antineoplastik
0,641 — 0,008 Kemopreventif
0,636 — 0,007 Antil6semik
0,630 — 0,004 Antioksidan
0,592 - 0,009 Kolorektal kanserde antineoplastik
0,591 - 0,013 Antikarsinojenik
0,577 - 0,009 Kolon kanserinde antineoplastik

A 0,525 - 0,005 Melanomada antineoplastik

Nobiletin - - - -
0,491 - 0,005 Serviks kanserinde antineoplastik
0,491 -0,014 Akciger kanserinde antineoplastik
0,462 — 0,005 Skuaméz hiicreli karsinomada antineoplastik
0,458 — 0,005 Karsinomada antineoplastik
0,441 — 0,006 Beyin kanserinde antineoplastik
0,426 — 0,007 Kiigiik hiicreli akciger kanserinde antineoplastik
0,423 -0,010 Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde antineoplastik
0,474 - 0,063 Preneoplastik durumlarin tedavisi
0,380 — 0,007 Sarkomada antineoplastik
0,385-0,012 Over kanserinde antineoplastik
0,311 -0,005 Uterus kanserinde antineoplastik
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Cizelge 4.12. (devam) izole edilen bilesiklerin antikanser aktivite ile iliskili PASS ile
hesaplanmis sonuglari

0,888 — 0,004 Apoptoz agonisti
0,824 — 0,009 Antineoplastik
0,715 - 0,004 Serbest radikal siipiiriicii
0,679 — 0,006 Meme kanserinde antineoplastik
0,645 — 0,004 Antioksidan
0,616 — 0,008 Antilésemik
0,606 — 0,010 Kemopreventif
0,531 -0,011 Kolorektal kanserde antineoplastik
0,517 -0,011 Kolon kanserinde antineoplastik
0,503 — 0,006 Melanomada antineoplastik
. 0,489 - 0,011 Prostat kanseri tedavisi

Tangeretin - .
0,489 — 0,020 Antikarsinojenik
0,457 — 0,006 Serviks kanserinde antineoplastik
0,453 — 0,005 Beyin kanserinde antineoplastik
0,460 — 0,016 Akciger kanserinde antineoplastik
0,448 — 0,005 Skuamoz hiicreli karsinomada antineoplastik
0,437 — 0,006 Karsinomada antineoplastik
0,414 — 0,007 Kiigiik hiicreli akciger kanserinde antineoplastik
0,447 - 0,074 Preneoplastik durumlarin tedavisi
0,373 -0,008 Sarkomada antineoplastik
0,365 — 0,014 Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde antineoplastik
0,364 - 0,013 Over kanserinde antineoplastik

CLC-Pred ile en yiiksek olasilikla sitotoksik aktivite gosterebilecek ii¢ kanser hatti
incelendiginde, izomeranzin igin en yiiksek (0,646—0,007) T47D — meme karsinoma, daha
sonra ise (0,375-0,078) NALM-yetiskin B akut lenfoblastik 16semi ve (0,357-0,060) HL-60
— promiyeloblast 10semi hiicre hatlarinda sitotoksik etki gdsterebilecegi hesaplanmistir. 3-
Metoksi nobiletin i¢in en yiiksek (0,356—0,009) CWR22R- prostat karsinoma epitelyal hiicre
hatti, (0,374-0,054) HL-60 — promiyeloblast 16semi hiicre hatt1 ve (0,307-0,029) LS174T —
kolon adenokarsinoma hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite tahmini yapilmistir. Nobiletin igin
en yiiksek (0,332-0,017) CWR22R — prostat karsinoma epitelyal hiicre hatti, (0,361-0,058)
HL-60 — promiyeloblast losemi hiicre hattt ve (0,323-0,020) LS174T — kolon
adenokarsinoma hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite tahmini yapilmistir. Calismamizda,
MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi en yiiksek olan nobiletin bilesiginin CDC-Pred
analizi ile MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik aktivite tahmini “0,359-0,103” olarak
belirlenmistir. Tangeretin bilesiginin en yiiksek olasilikla sitotoksik aktivite goriilebilecek
kanser hiicre hatlar1 tahminleri ise, (0,377-0,053) HL-60 — promiyeloblast 16semi hiicre
hatt1, (0,325-0,020) CWR22R — prostat karsinoma epitelyal hiicre hatt1 ve (0,321-0,026)

AGS — gastrik adenokarsinomadir.
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Cizelge 4.13. izole bilesiklerin mutajenik aktivite degerlendirme sonuglar

Bilesik ad1 ToxTree Vega QSAR (skor) | ToxRead (skor) | Son Degerlendirme
[zomeranzin T +(0,2) +(0,51) Mutajenik
3-Metoksi nobiletin + - (0,45) - (0,95) Mutajenik degil
Nobiletin - - (0,5) - (0,95) Mutajenik degil
Tangeretin - - (0,35) -(0,81) Mutajenik degil

Mutajenik aktivite degerlendirmesinde ise (Cizelge 4.13), bilgi temelli ve istatistik temelli
yaklasimlarin c¢apraz okuma yaklagimi ile desteklendigi analizde, izomeranzinin
“mutajenik” oldugu bulunmustur. ToxTree in vitro mutajenite modiiliinde bilesigin
“kumarinler ve furokumarinler” uyarici grubunu igerdigi belirlenmistir. 3-Metoksi nobiletin
bilesiginde ToxTree yazilimi flavonoit yapr ile iligkili yapisal uyarici vermesine karsin total
degerlendirmede bilesigin “mutajenik olmadig1” belirlenmistir. Nobiletin ve tangeretin

bilesikleri de tiim yaklagimlarda “mutajenik degil” olarak tahmin edilmistir.

4.4. In vivo Biyolojik Aktivite Calisma Sonuglari

Sicanlara NMU uygulamasinin ardindan meme bezleri haftada bir kez muayene edilmistir
ve timér biiyiikligi 200 mm?® hacime ulasan hayvanlarda tedaviye baslanmistir. In vitro
sitotoksik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalart dogrultusunda en
aktif bulunan Ekstre (CA EtOAc), Fraksiyon (SP. FR.A+B), Alt fraksiyon (CASK-3) ve
bilesik (Nobiletin) deney hayvanlarina uygulanmistir. Tedavi uygulamalar1 bagladiktan
sonra hayvanlarin agirlik degisimleri, timor hacimleri ve genel saglik kontrolleri haftalik
olarak kontrol edilerek uygulamalara devam edilmistir. Protokoliin son giinii tiim hayvanlar
derin genel anestezi altinda kalpten kan alinarak sakrifiye edilmis ve tiim meme dokular1
cikarilarak biyokimyasal, immiinohistokimyasal, rutin histopatolojik analizler ve gen
analizleri i¢in uygun kosullarda muhafaza edilmistir. Tiim hayati organlar metastaz
yoniinden makroskobik olarak degerlendirilmistir. Metastaz goriilen organlarda da

histopatolojik analizler gerceklestirilmistir.
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4.4.1. Hayvan agirhiklan ve tiitmor hacimleri

Her hafta tartilan hayvanlarin agirliklart ve Olgiilen tiimorlerinin hesaplanan hacimleri

Cizelge 4.14 ve 4.15’te sunulmustur.

Cizelge 4.14. Hayvanlarin haftalik viicut agirlik dl¢timleri

Hayvan agirlig1 (g) ortalamasi + SH
Sham Kontrol Tamoksifen Ekstre SP FR.A+B CASK-3 Nobiletin

141,33£3,72 141,66+3,89 146,16+4,41 148,0045,20 152,50+4,28 162,00+5,07™ 158,43+3,01"

195,33+2,33 189,13+2,52 198,16+4,82 194,0049,04 213,16+4,34" 201,16+10,24 195,57+2,59

205,66+1,99 192,43+2,28 200,00+4,29 198,17+8,77 218,33+2,70 206,67+10,38 201,0+3,24
225,67+3,21"" 195,25+0,82 207,83+4,06 199,50+10,20 224,67+1,36™ 213,00+9,38 213,43+2,49
250,67+2,82"" 195,88+2,55 213,5045,37 203,5049,04 223,33+2,85™ 223,33+9,78™ 217,14+3,99"
267,83+2,97" 191,00+3,29 218,17+3,44™ | 210,00+8,29 226,17+3,84™" 222,83+10,28™ 218,14+3,92™
280,67+2,43" 197,13+2,61 222,67+4,49™ | 212,50+6,51 220,67+3,73" 234,50+9,98" 224,00+4,29™
288,33+3,627" | 193,17+1,94 | 223,50+2,95™ | 217,83+8,67" | 226,00+4,39"" 227,33+8,41™ 227,00+3,77"

Elde edilen bulgular, tabloda “Ortalama deger + Standart hata (SH)” olarak verilmistir. Grup degerleri Kontrol
Grubu ile karsilagtirilmistir. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; H: Hafta

Cizelge 4.14 ve 4.15’te sunulan, sirasiyla hayvan viicut agirhigi ve timor hacim verileri,
tedavi protokoliiniin ilk haftasinin son giiniinde baslayarak, takip eden sekizinci haftanin son
giiniinde yapilan 6l¢timleri gdstermektedir. Sham grubu hayvanlarina herhangi bir uygulama
(deney indiiksiyonu, tedavi vs.) yapilmadigindan, ortalama haftalik agirlik artiglarinin
normal seyrinde devam ettigi gozlenmistir. Siganlarin viicut agirliklar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubu hayvanlarinin ortalama viicut agirliklarinin ikinci
haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar, diger tiim gruplardan diisiik seyrettigi;
kontrol grubu sonuglariyla kiyaslandiginda, sekizinci haftanin sonunda ekstre grubunun
(p<0,05); referans grubunun (p<0,01) fraksiyon, alt fraksiyon ve bilesik gruplarinin
(p<0,001) istatistiksel anlamlilik gosterdigi belirlenmistir. Timoér olusumu gozlenen
sicanlardaki agirlik artisinda azalmanin olmasi, bu azalmanin en yiiksek oranda kontrol

grubunda tespit edilmis olmasi beklenen bir bulgu olarak degerlendirilmistir.
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Tiimér hacminin hesaplanmasi i¢in V=0,5 x (W? x L) formiilii kullanilmistir (V: Tiimor
Biiyiikliigii; W: Tiimdriin kisa kenarmin uzunlugu; L: Tiimdriin uzun kenarinin uzunlugu)
(Jun ve digerleri, 2020). Tiimor olusumunun, NMU uygulamasindan ortalama 6 hafta sonra
gerceklestigi belirlenmistir. Daha 6nce yapilan in vivo ¢alismalarda da, kimyasal ajanlarla
olusturulan tiimorlerin  benzer zamanlarda olusum gosterdigi rapor edildiginden,
caligmalarimiz daha Onceki yapilan bu c¢alismalara paralellik gostermistir (Belobrajdic ve
Mclntosh, 2000; Tsubura ve digerleri, 2011).



Cizelge 4.15. Olgiilen tiimérlerin hesaplanan hacimleri
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Tiimor hacmi (mm?®) ortalamas1 = SH

H
Sham Kontrol Tamoksifen Ekstre SP FR.A+B CASK-3 Nobiletin

1 | 0,0£0,0™" 1501,80+116,97 1068,21+157,85 1069,20+216,69 1550,67+111,16 1461,25+181,048 1146,97+39,28

2 | 0,0£0,0™ 6076,13+1093,81 1879,64+182,23™ 2286,08+657,49™" 2103,55+484,14™" 2088,80+452,61™" 1483,95+466,93
3 | 0,0£0,0"™ 14052,34+5863,90 1862,63+410,86™" 1583,67+432,58™" 2094,67+487,51™" 1307,87+415,29™ 1803,83+377,81™"
4 | 0,0+0,0™" 12481,50+£1125,21 1695,31+155,55™"" 4145,75+837,95™"" 2802,08+320,49™"" 2463,98+210,62"" 2886,84+265,28"""
5 0,0+0,0™" 13711,4745315,21 1158,93+432,97™ 4289,30+1113,29" 2885,43+1010,12™ 2055,42+535,58™ 3016,35+684,37"™
6 | 0,0£0,0"™ 10695,97+983,87 1037,00+176,22""" 1575,33+116,94™" 2610,10+412,20™"" 2088,80+244,80™"" 2239,16+1192,09™""
7 | 0,0£0,07™ 10177,80+£2044,76 1134,29+695,52"" 4980,42+1593,81" 2601,04+687,09™" 4711,00+1314,09" 2820,96+547,54™"
8 | 0,0£0,0™™ 10688,18+2016,64 501,10+269,35""" 2915,80+957,70""" 4131,344655,04™" 4367,14+909,04™ 2390,62+321,37""

Elde edilen bulgular, tabloda “Ortalama deger + Standart hata (SH)” olarak verilmistir. Grup degerleri Kontrol Grubu ile karsilastirilmigtir. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
**** p<0,0001 H: Hafta
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Tiimdr hacim sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu hayvanlarinin
ortalama tiimor hacimlerinin ikinci haftanin sonundan sekizinci haftanin sonuna kadar, diger
tim gruplardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kontrol grubundaki hayvanlara herhangi
bir tedavi uygulanmadigindan, tiimor hacminin 8. haftanin sonunda yiiksek bulunmasi
(10688,18 + 2016,64 mm?) beklenen bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Tiim hayvanlarda
Olciilen tiimor hacimlerinin zamana bagl olarak artis veya azalis gosterdigi, grup igi
varyasyonlarin da bazi 6l¢iim zamanlarinda daha fazla oldugu gézlenmistir. Tedavi sonrasi
haftalik tiimor hacmi Olglimleri degerlendirildiginde, referans grubundaki timor
hacimlerinin daha kontrollii seyrettigi; diger gruplarda ise dalgalanmalarin (artis veya azalis
oranlar1) daha fazla oldugu goriilmektedir. Ekstre grubunda, 7. haftanin sonundaki 6l¢iime
kiyasla (4980,42 + 1593,81 mm?®), 8. haftanin sonunda yapilan 6l¢iimde tiimér hacminde
hizl1 bir diisiis kaydedilmistir (2915,80 + 957,70 mm?). Diger taraftan, SP FR.A+B grubunda
2. haftadan 7. haftaya kadar kontrollii giden tiimér hacmi (2094,67 + 487,51-2885,43 +
1010,12 mm?® araliginda) 8. hafta sonunda artis gostermistir (4131,34 + 655,04). Nobiletin
grubu hayvanlarinin timér hacimleri 1. haftadan itibaren 8. haftaya kadar 1146,97 + 39,28
mm3-3016,35 + 684,37 mm? arasinda 6l¢iilmiis, son hafta timér hacmi ise 2390,62 + 321,37
mm? olarak hesaplanmistir. Bu grupta en yiiksek tiimoér hacmi 5. haftamin sonunda
hesaplanmis; 6, 7, ve 8. haftalarda timor hacimleri kontrolli seyretmistir. Tedavi gruplari
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, her haftanin 6l¢timleri i¢in farkli oranlarda istatistiksel
anlamliliklarin bulundugu tespit edilmistir. Sakrifikasyondan once yapilan dlglimlerde (8.
haftanin sonu) referans, ekstre ve nobiletin gruplar i¢in hesaplanan tiimdr hacimlerinin
sirastyla 501,10 + 269,35; 2915,80 + 957,70 ve 2390,62 + 321,37 mm? oldugu ve bu
degerlerin kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu (p<0,0001) tespit edilmistir. Deney
sonunda en 1yi iyilesmeyi gosteren deney gruplarindan ekstre ve nobiletin gruplari i¢in tiim
haftalar bazinda istatistiksel karsilasgtirma yapilmis ancak iki grup arasinda anlamli bir fark
tespit edilmemistir (p>0,05). Iyilesmenin en iyi oldugu nobiletin ile tedavi edilen grupta
go6zlenen tiimor hacmi kiigiilmesinin; tedavi almayan kontrol grubu ve tamoksifen ile tedavi
edilen referans grubuna kiyasla deney sonunda alinan fotograf goriintiisii Resim 4.1’de

verilmistir.
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a. Kontrol grubu; b. Nobiletin grubu; c. Tamoksifen grubu

Resim 4.1. Deney sonunda hayvanlarda gézlenen tiimor goriintii 6rnekleri

4.5. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Sakrifikasyon sonucunda alinan kan Orneklerinin serumlar1 ayristirilmis ve daha onceki
caligmalarda meme tiimori ile iligki oldugu rapor edilmis biyokimyasal parametrelerin
(CD4* ve CD8*, IFN-gamma) diizeyleri olgiilmiistiir. Kan biyokimyasal analizleri tiire
spesifik kitler kullanilarak iiretici firmanin kullanim talimatina goére yapilmistir. Deney
protokolii sonunda c¢ikarilan tiimor gelismis meme dokularinda CXCL-9, CXCL-10 ve
CXCL-11 diizeyleri ELISA yontemi ile belirlenmistir (Cheng ve Lopez, 1998).

Biyokimyasal analizlerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.16 ve 4.17°de sunulmustur.
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Cizelge 4.16. Serum CD4", CD8" ve IFN-gamma diizeyleri

Grup ad1 CD4* (ng/mL) CD8* (ng/mL) IFN-gamma (ng/L)
Sham 41,39+£2.48 44.30+4,39 21,35+0,62*
Kontrol 50,81+3,09 65,96+9,69 29,79+5.,03
Tamoksifen 49,57+2,72 59,17+4,95 20,38+1,34*
Ekstre 45,504+2,59 73,07+£2,27 25,53+£2,32

SP FR.A+B 32,61+6,32** 74,77+6,93 23,77+1,76
CASK-3 43,55+1,69 54,04+7,05 22,07+0,40
Nobiletin 37,47+3,43%* 55,57+9,85 17,094£0,89**

Elde edilen bulgular, tabloda “Ortalama deger + Standart hata (SH)” olarak verilmistir. Grup degerleri Kontrol
Grubu ile karsilagtirilmigtir. * p<0,05; ** p<0,01

Timor gelisimi ve uygulanan tedavilerin bagisiklik hiicrelerinin dinamikleri ve enflamasyon
siireglerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla, ¢alismamizda, CD4* ve CD8" T hiicreleri
ve IFN-gamma’nin kandaki diizeylerine bakilmistir. Elde edilen sonuglar, tedavi gruplarinda
CD4" ve CD8" hiicre diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugunu; meydana
gelen azalmanin CD4" diizeyi ig¢in SP FR.A+B (32,61 + 6,32; p<0,01) ve nobiletin (37,47 +
3,43, p<0,05) gruplarinda, kontrol grubuna (50,81 + 3,09) kiyasla anlamli oldugunu
gostermistir. Kan CD8" seviyesinde tedavi uygulamasi ile gozlenen azalislar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Kan IFN-gamma seviyesinin, kontrol grubuna
(29,79 + 5,03) kiyasla sham 21,35 £+ 0,62, p<0,05); referans (20,38 + 1,34; p<0,05) ve
nobiletin grubunda (17,09 £ 0,89, p<0,01) anlaml derecede diisiik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.17. Doku CXCL seviyeleri

Grup ad1 CXCL-9 (ng/L) CXCL-10 (ng/L) CXCL-11 (ng/L)
Sham 209,53 £ 24,68**** 119,85 £ 10,22** 40,98 +£9,63*
Kontrol 438,15+ 52,04 211,06 +26,90 78,59 + 10,97
Tamoksifen 250,40 £ 19,84 ** 136,25 £ 20,147* 74,59 £ 6,35
Ekstre 245,82 +41,03%* 139,63 + 19,49* 60,91 +£9,45

SP FR.A+B 255,86 £ 35,18** 107,33 +£ 9,95%* 58,66 + 6,12
CASK-3 257,89 £ 23,44** 103,57 £ 9,84*** 55,96 + 7,95
Nobiletin 169,84 & 17,31%*** 114,81 + 22,81 %** 42,78 + 5,24%

Elde edilen bulgular, tabloda “Ortalama deger + Standart hata (SH)” olarak verilmistir. Grup degerleri kontrol

grubu ile karsilastirilmigtir. * p<0,05; ** p<0,01
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CXCL-9 ve CXCL-10 ve CXCL-11 diizeylerinin azalmasi tedavide istenen bir durumdur.
Tedavi gruplarinda, her {i¢ kemokin diizeyinde de azalma saptanmistir. CXCL-9
diizeylerinde tedavi gruplarinda anlamli diizeyde azalis oldugu belirlenmistir (p<0,01 ve
nobiletin i¢in p<0,0001). Doku CXCL-9 seviyesi degerlendirildiginde tedavi gruplarinda
yine istatistiksel olarak anlamli diisiis kaydedilmis; CXCL-11 diizeyleri i¢in sadece nobiletin
grubunda anlamli bir azalma meydana gelmistir (42,78 + 5,24; p<0,05).

4.6. Gen Ekspresyon Sonuclari

Calismamizda meme dokularinda yapilan gen ekspresyon analizleri sonucunda (Cizelge
4.18) GM-CSF, ostrojen oo ve progesteron ekspresyonlar: kontrol grubuna gore, tedavi
gruplarinda azalmig, ancak istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. Diger
taraftan, Ostrojen 3 ekspresyonunun, referans (1,45 + 0,29; p<0,001), ekstre (1,16 + 0,32;
p<0,001), SP FR.A+B (1,40 + 0,18; p<0,01), CASK-3 (0,95 + 012; p<0,001) ve nobiletin
(0,93 £ 0,15; p<0,001) gruplarinda kontrol grubuna (7,69 + 3,32) kiyasla baskilandig:
belirlenmistir. Benzer sekilde, referans (1,31 & 0,38; p<0,001) ekstre (1,69 + 0,44; p<0,01),
SP FR.A+B (0,95 + 0,50; p<0,0001), CASK-3 (1,41 £+ 0,33; p<0,001) ve nobiletin (1,09 +
0,19; p<0,0001) gruplarinda Bax geni ekspresyonunun kontrol grubuna (3,90 + 0,56) kiyasla
baskilandigi, degerlerin saglikli sham grubuna yaklastig: tespit edilmistir. Bel2 ekspresyonu
ise kontrol grubuna kiyasla (0,12 £+ 0,02) nobiletin uygulanan grupta artmis (0,91 + 0,13;
p<0,0001), sham grubuna yaklasan bir deger gostermistir. Diger tedavi gruplarinda ise
referans (0,23 £+ 0,12) ve SP FR.A+B (0,09 £+ 0,01) gruplart disinda, degerlerin kontrol

grubuna yakin oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.18. Meme dokularinda yapilan gen ekspresyon analizleri

Grup ad1 GM-CSF BAX Bcl2 Ostrojen o, Ostrojen B Progesteron
Sham 0,89+0,12" 0,93+0,13" 1,09£0,17°" 0,95:£0,24 0,91£012"" 1,00+0,22
Kontrol 2,70+0,49 3,90+0,56 0,12+0,02 1,03+0,29 7,69+3,32 2,42+0,74
Tamoksifen 1,76£0,53 1,31+£0,38™ 0,23+0,12 0,86+0,19 1,45£0,29™ 1,07+0,38
Ekstre 1,38+0,25 1,69+0,44" 0,110,02 0,95+0,32 1,16£0,32"" 0,95+0,29
SP FR.A+B 1,72+0,57 0,95+0,50"" 0,09+0,01 0,72:0,19 1,40+0,18" 0,88+0,12
CASK-3 2,31+0,47 1,41£0,33™ 0,15+0,03 1,04+0,17 0,95£012"" 1,04+0,41
Nobiletin 1,19£0,19 1,09+0,19" 0,91£0,13"" 0,89+0,09 0,93+0,15™" 1,43+0,55

Elde edilen bulgular, tabloda “Ortalama deger + Standart hata (SH)” olarak verilmistir. Grup degerleri kontrol
grubu ile karsilagtirnnlmigtir. * p<0,05; ** p<0,01
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4.7. Histopatoloji ve Inmunohistokimya Analizlerinin Sonuclari

Histolojik olarak tiimorler Russo ve Russo, 2000 kriterleri dikkate alinarak
siiflandirilmistir. Gruplarda tespit edilen malign lezyonlarin genellikle birden fazla hiicre
tipinden meydana geldigi gozlenmekle birlikte, karisikliga yol agmamak ic¢in hiicre
grubunun daha yogun oldugu tipe gore histolojik siniflandirilma gergeklestirilmistir. Sham
gruptaki hayvanlarda, meme bezlerinin normal histolojik gériiniimde oldugu gézlenmistir.
Kontrol, ekstre, SP FR.A+B, CASK-3 ve nobiletin gruplarindaki bazi hayvanlarda degisen
histolojik tip ve sayida meme bezinde adenokarsinoma ve karsinomalarin olustugu
belirlenmistir. Referans grubunda ise, bir hayvanda invaziv adenokarsinom meydana geldigi
tespit edilmistir. Inceleme sonucunda Sham grubu hari¢ olmak iizere, deney gruplarinda
malign tiimorlerin yiiksek oranda meydana geldigi belirlenmistir. Elde edilen kesitlerde, non
invaziv duktal karsinoma in situ, invaziv papiller karsinom, invaziv tubuler karsinom,
invaziv kribriform karsinom, invaziv komedo karsinom ve invaziv kistik adenoid karsinoma

saptanmistir.

SBR derecelendirme sistemine gore gruplardaki malign tiimdrler kontrol grubunda 2 G-I, 3
G-Il, 1 G-11I; ekstre grubunda 5 G-1, 1 G II; SP FR.A+B grubunda 4 G-I, 1 G-1I; CASK-3
grubunda 4 G-I, 1 G-II; nobiletin grubunda 6 G-I, 1 G-I11 ve referans grubunda 2 G-I, 1 adet
G-Il olarak degerlendirilmistir. Bu durum genel olarak kontrol grubu disindaki diger
gruplardaki malign timorlerin iyi diferensiyasyona sahip olduguna ancak kontrol grubunda
olusan malign timorlerde diferensiyasyon kaybinin meydana geldigi seklinde

yorumlanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. SBR derecelendirme sistemine gore gruplarda belirlenen grade diizeyleri

Derecelendirme S K T E SP C-3 N
Grade-I - 2 2 5 4 4 6
Grade-I1 - 3 1 1 1 1 1
Grade-I111 - 1

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu

Metastaz yoniinden bobrek dokular1 incelendiginde, sham ve kontrol gruplari harig, referans

(1 hayvan), ekstre (1 hayvan), SP FR.A+B (1 hayvan), CASK-3 (1 hayvan) ve nobiletin (2
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hayvan) gruplaria ait toplam 6 hayvanda bdobrek dokusunda metastazlarin sekillendigi
gozlenmistir (Resim 4.2). Uterus ve ovaryum dokularinda ise metastaza iliskin bir bulguya

rastlanmamustir.

A. Bobregin kortikomedullar bolgesinde sinirlart belirsiz meme adenokarsinom metastaz odagi, B. Bobrek
korteksinde hiperkromatik ¢ekirdekli tubuler formasyonlar gosteren metastaz (sag), gomerulus (ok basi) C.
Tubular yapilar olusturmus timér hiicre gruplari (ok baslar1), HE, D. Metastazli tiimdr hiicreleri arasinda bag
doku olusumlar (oklar) arasinda metastatik tubular formasyonlar (ok baslari), MTC

Resim 4.2. Bobrek dokusunda metastaz

Immunohistokimyasal E-kaderin yayginlik ve histoskorlar1 bakimidan gruplar arasinda
istatistiksel ~ farklilik (p<0,01) saptanirken, siddet bakimindan anlamli farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). E-kaderin yaygmhigi ve histoskorunun referans ve sham
gruplarinda diger gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.20). Aralarinda
farklilik olmamakla birlikte en yiiksek histoskor degerinin nobiletin grubunda, daha sonra
sirastyla kontrol, ekstre, CASK-3 ve SP FR.A+B gruplarinda oldugu belirlenmistir (Resim
4.3).
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Cizelge 4.20. E-kaderin immun boyama degerleri

S K T E SP c-3 N
Yayginlik 0,10+0,00° | 0,57+0,03® | 0,33+0,09* | 0,53+0,04® | 0,43+0,11% | 0,57+0,11* | 0,64 + 0,04
Siddet 2,86+0,14 2,67+0,21 2,75+0,16 2,83+0,17 2,83+0,17 2,67+0,21 2,86+0,14
Histoskor 029+0,01° | 1,53+0,18® | 0,83+0,21% | 1,53+0,18 | 1284033 | 1,50+0,33® | 1,84+0,172

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E:

Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3

Grubu; N: Nobiletin Grubu; ¢: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin H. E-kaderin

e
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boyamada yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.3. E-kaderin immunopozitifligi
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Immunohistokimyasal olarak EGFR boyama yayginlik, siddet ve histoskor bakimindan

gruplar arasinda istatistiksel farklilik saptanmamistir (p>0,05). EGFR pozitifliginin

yaygmligi en belirgin olarak ekstre grubunda, siddet olarak ise ekstre ve CASK-3

gruplarinda olustugu gézlenmistir (Cizelge 4.21 ve Resim 4.4).

Cizelge 4.21. EGFR immun boyama degerleri

S K T E SP C-3 N
Yayginhk 0,14 £ 0,04 0,15+ 0,05 0,10+ 0,00 0,20 + 0,06 0,15+0,05 0,10+ 0,00 0,10 £ 0,00
Siddet 1,14+ 0,37 1,25+ 0,42 1,06 £ 0,22 1,42+ 0,44 0,67 0,11 1,42+£0,27 1,29 £ 0,46
Histoskor 0,24 +0,16 0,23 +£0,12 0,11+0,02 0,27 +£0,11 0,09 £ 0,02 0,14+ 0,03 0,13+£0,05

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E:

Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; ¢ :Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

- CASKE
L

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. EGFR immun
boyamada yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.4. EGFR immunopozitifligi
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Immunohistokimyasal ER yayginlik ve histoskorlar1 bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel farklilik (p<0,001) saptanirken, siddet bakimindan anlamli farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). ER yayginlig1 ve histoskorunun referans ve sham gruplarinda
diger gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.22 ve Resim 4.5). Anilan
gruplar disinda, ER boyamanin tiimér hiicrelerinde yaklasik %60-70 civarinda oldugu

gbzlenmistir.

Cizelge 4.22. Ostrojen immun boyama degerleri

S K T E SP c-3 N
Yayginlhk 0,10+0,00° | 0,65+0,05® | 0,31+0,10* | 0,62+0,07®° | 0,60+0,14® | 0,72£0,09° | 0,64 £ 0,04
Siddet 3,00£0,00 | 2,83+0,17 2,63+0,18 2,83+0,17 2,50 0,22 2,83+0,17 2,57+0,20
Histoskor 0,30+0,00° | 1,85+£020* | 0,73+0,19* | 1,78+0,25* | 143+0,35® | 2,00+0,24* | 1,63+0,11®

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; ® ¢:Aym satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

- B
.SV ERA
L
W Nophtr

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. ER
pozitifliginde yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.5. ER immunopozitifligi
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Tiimor hiicrelerinde proliferasyonu ortaya koymak i¢in yapilan Ki-67 immun boyamada en
az hiicre ¢cogalmasi gosteren grubun Sham grubu oldugu; en fazla hiicre ¢gogalmasinin ise
kontrol ve ekstre gruplarinda bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 4.23 ve Resim 4.6).
Kontrol ve ekstre gruplar1 arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0,05). Bu gruplardan
istatistiksel agidan anlamli sekilde hiicre proliferasyonunda azalma SP FR.A+B grubunda
bulunmustur. Ayn1 benzerlikteki azalma SP FR.A+B grup ile referans, CASK-3 ve nobiletin
gruplar1 arasinda da tespit edilmistir (p<0,001). Referans, CASK-3 ve nobiletin gruplar
arasinda hiicre ¢ogalmasinin benzer oldugu izlenmistir. Proliferasyon indeksi bakimindan
referans, CASK-3 ve nobiletin gruplar1 ile sham grubu arasinda anlamli farklilik

saptanmuigtir.

Cizelge 4.23. Ki-67 immun boyama degerleri

S K T E SP C-3 N

Ki-67 | 23,69 +1,749 | 164,93 +11,03? 77,90 £3,51° | 171,70 £7,77% | 109,40 £6,06° | 74,40 +4,77° 77,60 + 3,96°

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; ¢ %¢: Aym satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

T TR Y

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. Ki 67 boyamada
yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.6. Ki 67 immunopozitifligi
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Immunohistokimyasal laminin yaygimlik ve histoskoru bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel farklilik (p<0,001) saptanirken, siddet bakimindan anlamli farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Laminin yayginlig1 ve histoskorunun referans ve sham gruplarinda
diger gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir. Aralarinda farklilik olmamakla birlikte en
yliksek histoskor degerinin Kontrol grubunda, daha sonra sirasiyla ekstre, nobiletin, CASK-

3 ve SP FR.A+B gruplarinda oldugu dikkati ¢ekmistir (Cizelge 4.24 ve Resim 4.7).

Cizelge 4.24. Laminin immun boyama degerleri

S K T E SP C-3 N

Yaygnlik 0,10+ 0,00° | 0,67+0,08° | 0,34+0,11® | 0,65+0,05® | 0,57+0,11*® | 0,62+0,12%® | 0,73 + 0,06

Siddet 2,43+020 | 2,67+0,21 2,25+0,25 2,50+0,22 2,33+0,33 2,33+£0,21 2,14+0,14

Histoskor 0,24 +0,02° | 1,83+0,31% 0,70 +£0,22% | 1,65+0,24* | 1,25+0,27® | 1,35+0,24® | 1,59+0,21%®

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; »® ¢: Ayni satirdaki farkl harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)
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A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. Laminin
boyamada belirlenen yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.7. Laminin immunopozitifligi
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Miyoepitel hiicrelerini ortaya koymak i¢in yapilan P-63 immun boyamada yayginlik ve
histoskor bakimindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik (p<0,001) saptanirken, siddet
bakimindan anlamh farklilik gézlenmemistir (p>0,05). P-63 yayginlig1 ve histoskorunun
Referans ve Sham gruplarinda diger gruplara gore daha az oldugu belirlenmistir. Aralarinda
farklilik olmamakla birlikte en yiiksek histoskor degerinin SP FR.A+B grubunda daha sonra
sirastyla nobiletin, ekstre, CASK-3 ve kontrol gruplarinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.25 ve Resim 4.8).

Cizelge 4.25. P-63 immun boyama degerleri

S K T E SP C-3 N
Yaygimlik 0,10 £ 0,00° 0,50 £0,04® | 0,26+0,08" | 0,45+0,08®° | 0,53+0,11® | 0,52+0,08® | 0,69+0,06
Siddet 2,86 £0,14 2,33+£0,33 2,38 +£0,26 2,83+£0,17 3,00 £ 0,00 2,50+0,22 2,00+ 0,31
Histoskor 0,29 +£0,01° 1,23 +0,26® | 0,50 +0,12 | 1,25+0,22% | 1,60+ 0,33 1,25+£0,22% | 1,41 +0,28%

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; »® ¢: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)
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A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. P-63 immun
boyamada yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.8. P-63 immunopozitifligi
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Immunohistokimyasal pansitokeratin yayginlik ve histoskorlar1 bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel farklilik (p<0,001) saptanirken, pansitokeratin boyanma siddeti bakimindan

anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0,05). En diisiik pansitokeratin pozitifliginin Referans

ve Sham gruplarinda oldugu belirlenmistir. En yiiksek histoskor nobiletin grubunda ardindan

kontrol, ekstre, CASK-3, SP FR.A+B ve referans gruplarinda tespit edilmistir (Cizelge 4.26

ve Resim 4.9).

Cizelge 4.26. Pansitokeratin immun boyama degerleri

S K T E SP c-3 N
Yaygmlik 0,14+0,04° | 0,70+0,06® | 036+0,11* | 0,62+0,07® | 0,58+0,12% | 0,57+0,11% | 0,77 +0,06°
Siddet 2,00 £ 0,00 2,50 £ 0,22 2,50+0,19 2,67+0,21 2,33+0,21 2,67+0,21 2,43 40,20
Histoskor 0,29 £ 0,09° 1,75+022%® | 0,81+022* | 1,68+026® | 1,28+0,26* | 1,58+0,34%* | 1,89+0,23?

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3

Grubu; N: Nobiletin Grubu

ab.c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. Pansitokeratin
yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.9. Pansitokeratin immunopozitifligi
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Immunohistokimyasal progesteron siddet ve histoskor bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel farklilik (p<0,05) saptanirken, yayginlik bakimindan anlamli farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Progesteron histoskorunun en diisiik referans ve sham gruplarinda
oldugu belirlenmistir. Aralarinda istatistiksel anlamli fark bulunmamakla birlikte, en yiiksek
histoskor degerinin nobiletin grubunda oldugu, daha sonra sirastyla ekstre, CASK-3, kontrol
ve SP FR.A+B gruplarinda oldugu dikkati ¢ekmistir (Cizelge 4.27 ve Resim 4.10).

Cizelge 4.27. Progesteron immun boyama degerleri

S K T E SP c-3 N
Yayginlik 0,10 £ 0,00 0,10 = 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00
Siddet 0,86 +0,26° | 1,58+£037® | 0,87+0,08° | 1,67+0,40® | 133+040% | 1,67+£042% | 2,14+0,262
Histoskor 0,09+0,03° | 0,16+0,04% | 0,08+0,01° [ 0,170,042 | 0,130,042 | 0,17£0,04% | 0,21 £0,032

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; »® ¢: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)
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A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. Progesteron
yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.10. Progesteron immunopozitifligi
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Tiimor hiicrelerinde apoptotik indeksi ortaya koymak i¢in yapilan TUNEL boyamada tiimor

hiicrelerinde apoptozisin en az sham grubunda; en fazla ekstre grubunda bulundugu

belirlenmistir (Cizelge 4.28 ve Resim 4.11). Apoptozis siralamasi bakimindan ekstre

grubunu, istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmanin bulundugu SP FR.A+B grubunun

takip ettigi gozlenmistir. Referans, kontrol ve nobiletin gruplarinda ortalama apoptotik

indeks degerlerinin benzer oldugu (p>0,05), bu degerlerin Ekstre ve SP FR.A+B gruplarinin

degerlerinden daha diisiik, CASK-3 grubu degerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

CASK-3 grubu ile Sham grubu arasinda apoptozis sayis1 bakimindan anlamli istatistiksel

farklilik saptanmistir (p<0,001).

Cizelge 4.28. Ortalama apoptotik indeks degerleri

S K T

E

SP

C-3

N

Apoptotik

e
indeks R

61,00 £522% | 75,03 +4,99°

166,00 + 10,97%

107,57 +6,57°

45,13 + 4,73¢

68.89 £ 5.02%

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu; ¢4 ¢: Ayn satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamlidir (p<0,001)

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. TUNEL

boyamada apoptotik indeks grafigi

Resim 4.11. TUNEL immunopozitifligi




139

Immunohistokimyasal olarak vimentin boyama yayginlik, siddet ve histoskor bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel farklilik saptanmamistir (p>0,05). Vimentin pozitifliginin
yaygmligi en belirgin olarak kontrol grubunda, siddet olarak ise ekstre ve CASK-3
gruplarinda olustugu gézlenmistir (Cizelge 4.29 ve Resim 4.12).

Cizelge 4.29. Vimentin immun boyama degerleri

S K T E SP C-3 N
Yayginhk 0,10 + 0,00 0,30 + 0,06 0,17 +0,05 0,20 + 0,06 0,20 £ 0,06 0,20 + 0,06 0,10 £ 0,00
Siddet 2,14+0,14 2,00 £ 0,26 1,18+£0,13 2,33+0,21 2,00 £+ 0,00 2,33+£0,21 2,28+0,18
Histoskor 0,21+0,14 0,65+0,17 0,34 +0,10 0,48 £0,17 0,40 £0,13 0,43 +£0,12 0,23 £ 0,02

S: Sham; K: Kontrol Grubu; T: Tamoksifen Grubu; E: Ekstre Grubu; SP: SP FR.A+B Grubu; C-3: CASK-3
Grubu; N: Nobiletin Grubu

A. Sham; B. Kontrol; C. Tamoksifen; D. Ekstre; E. SP FR.A+B; F. CASK-3; G. Nobiletin; H. Vimentin
immun boyamada yayginlik, siddet ve histoskor grafigi

Resim 4.12. Vimentin immunopozitifligi
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5. TARTISMA

Citrus meyveleri kumarinler, flavonoitler ve glikozitleri, ugucu yag bilesikleri, limonoitler,
B ve C vitaminleri, karotenoitler, mineraller ve diyet liflerince zengin bir icerige sahiptir.
Insan saglig1 icin essiz bir kaynak niteligi tasimakta; antitiiméral, kardiyoprotektif, serbest
radikal siiptiriicli, bakterisidal ve antiviral etkileri nedeniyle nutrasotik, geleneksel bitkisel
tibbi iiriin ve bitkisel ila¢ olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (Ezzati ve digerleri,
2020; Flavia Cristina Fernandes Pimenta, Tavares, ve digerleri, 2017). Etkiden sorumlu
bilesik gruplarindan flavonoitlerin ve ugucu bilesiklerin meyvenin kabuk kisminda (meyve
ekzokarpi, flavedo) daha fazla miktarda bulundugu, kumarin tiirevi bilesiklerin ise sadece
bitkinin kabuk ve kok kisimlarinda bulundugu g6z Oniinde bulundurularak (Favela-
Hernandez ve digerleri, 2016), ¢alismamizda turuncgil meyve kabugu atiklarinin katma
degeri yiiksek triinler olarak degerlendirilme potansiyellerinin ortaya konulabilmesi
amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda g¢alismamizda, in vitro ve in vivo antitimor etkilere
sahip oldugu bildirilen flavonoitler, kumarinler ve limonoitler gibi cesitli sekonder
metabolitleri iceren fakat {iizerinde daha Once meme tiimoriine kars1 ayrintili ve
karsilastirmali  antikanser aktivite c¢alismasi bulunmayan Citrus tirlerinin meyve
kabuklarinin meme tiimori tizerindeki tedavi edici etkileri in vitro ve in vivo yontemlerle
arastirtlmistir. Farkli molekiil iskeletlerine sahip potansiyel sitotoksik etkili bilesikleri bir
arada bulundurmasi nedeniyle Citrus aurantium L. (turung) (CA), Citrus grandis (L.)
Osbeck (pomelo) (CG), Citrus medica L. (aga¢ kavunu) (CM) ve Citrus paradisi Macfad.
(greyfurt) (CP) bitkilerinin meyve kabuklarindan hazirlanan ekstrelerin ve ekstrelerden, in
vitro (MCF-7 hiicre hatt1) sitotoksik aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama ¢aligmalari
dogrultusunda elde edilen fraksiyonlarin ve sekonder metabolitlerin in vivo N-metil-N-

nitrozotiire (NMU)-nedenli meme tiimorii modeli iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Calisma kurgumuzda CA, CG, CM CP meyve kabuklarindan MeOH ekstrelerinin
hazirlanmasi, bu ekstrelerin sitotoksik aktivitelerinin arastirilmasi ve en yiiksek aktiviteye
sahip ekstrenin belirlenmesi, aktif ekstrenin uygun solvanlarla (n-hekzan, DCM, EtOAc,
BuOH) sivi-s1v1 ekstraksiyon teknigi kullanilarak kalan su fazi da olmak iizere bes adet alt
ekstreye ayrilmasi ve kromatografik yontemler kullanilarak aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama prosediirii dahilinde fraksiyonlama ve izolasyon ¢aligmalarinin yapilmasi

planlanmistir. Ancak caligmalarimiz kapsaminda, CA, CG, CM ve CP’nin MeOH
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ekstrelerinin 100 pg/mL doza kadar 48 saat boyunca MCF-7 hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda doza bagli olarak sitotoksik aktiviteleri degerlendirildiginde, anlamli bir
aktivitenin olmadig1 gézlenmistir. Bu nedenle, ekstraksiyon yontemi degistirilerek bitkisel
materyallerden dogrudan n-hekzan, DCM ve EtOAc ham ekstreleri; bunlarla birlikte, n-
hekzanl ekstrelerin kalan bakiyeleri iizerinden sekansli polarite artisi ile sirastyla EtOAc ve
MeOH ilavesi ile EtOAc ve MeOH alt ekstreleri hazirlanmistir. Toplam 20 ekstre en yiiksek
konsantrasyon olan 100 pg/mL dozda 48 saat boyunca MCF-7 hiicreleri ile muamele
edildiginde, ham ekstrelerin (n-hekzan, DCM ve EtOAc ham ekstreleri) ve EtOAc alt
ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin yiiksek oldugu ancak MeOH alt ekstrelerinin herhangi
bir sitotoksik etkilerinin bulunmadig: belirlenmistir. Aktif bulunan ham ve alt ekstrelerin (16
adet ekstre) doz-cevap etkileri 5 dozda calisilmistir. Citrus tiirlerinin kabuklarindan
hazirlanan MeOH’lii ham ekstrelerde sitotoksik etki goériilmezken; n-hekzan, DCM ve
EtOAc ham ekstrelerinde sitotoksik etkinin tespit edilmesi, gérece daha nonpolar bilesiklerin
(polimetoksili flavonoitler, kumarinler, terpenoitler, limonoitler vb.) polar bilesiklerden
(basit flavonoitler ve flavonoit glikozitleri gibi) daha etkili olabileceklerini diisiindtirmiistiir.
Daha o6nce yapilan calismalarda da, flavonoit ve kumarin aglikonlart ve limonoit tipi
bilesiklerin petrol eteri, benzen, kloroform, EtOAc ve aseton gibi nonpolar ekstrelerde
bulundugu rapor edilmistir (G. K. Jayaprakasha, Brodbelt, Bhat ve Patil, 2006; Szewczyk ve
Bogucka-Kocka, 2012). Calismamizda aktivitenin daha nonpolar ekstrelerde goriilmesi,

anilan bilesiklerin etkiden sorumlu olabileceklerini diisiindiirmiistiir.

Hazirlanan ham ve alt ekstreler iizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda, MCF-7 hiicre
hattindaki en yliksek sitotoksik etkinin CA EtOAc ham ekstresi tarafindan saglandigi
belirlenmistir. Bu nedenle, anilan ekstrenin saglikli hiicre hattt MCF-10A {izerindeki etkisi
degerlendirilmis ve secicilik indeksi 39 olarak hesaplanmistir. Bu deger, klinik yansimasi
acisindan ekstrenin kayda deger derecede 1yi bir secicilige sahip oldugunu gostermistir. Bu
dogrultuda, CA EtOAc ham ekstresi iizerinde fraksiyonlama ¢alismalarina baglanmustir. ileri
caligmalara CA EtOAc ham ekstresi lizerinde devam etmek lizere, daha yiiksek miktarda
tartilan CA kabuklarindan EtOAc ham ekstresi hazirlamigtir. CA EtOAc ham ekstresinden,
SP LH-20 kolon kromatografisi yontemi kullanilarak SP FR.A, SP FR.B ve SP FR.C olmak
iizere 3 fraksiyon elde edilmis ve fraksiyonlar {izerinde hiicre kiiltiirli caligmalar1 yapilmastir.
Fraksiyonlarin MCF-7 hiicre hatt1 ile 48 saat muamele edilmesi sonucu MTT testi ile
sitotoksik aktivite degerlendirmesi yapilmistir. Sitotoksik aktivite bulgularina gére, SP FR.A
ve SP FR.B’nin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu, SP FR.C’nin ise
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diger iki fraksiyondan daha diisiik aktivite gosterdigi belirlenmistir. En aktif fraksiyonlarin
(SP FR.A ve SP FR.B) etkilerinin ham ekstreden diisiik oldugu tespit edilse de, calisma
kurgusuna bagli kalinarak, izolasyon c¢alismalarina, aktivite-yonlendirmeli olarak,
fraksiyonlar arasinda gorece en yiiksek aktivite goOsteren fraksiyon {iizerinde devam
edilmistir. Fraksiyonlama neticesinde aktivitenin azalmasi, ekstredeki bilesiklerin olasi
sinerjik etkilerine baglanabilecegi gibi, her ne kadar elde edilen fraksiyonlarda ¢éziinme
problemi yasanmamis olsa da, fenolik bilesiklerin alt fraksiyonlarda zenginlesmesine bagh

olarak olusabilecek agregatlarin aktivite kaybina neden olabilecegini diisiindiirmiistiir.

SP FR.A ve SP FR.B i¢in sitotoksik aktivite sonuglari benzerlik gosterdiginden, bu iki
fraksiyon birlestirilmis ve silika jel kullanilarak 4 alt fraksiyona ayrilmistir (CASK 1-4). Alt
fraksiyonlarin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etki degerlendirme ¢aligmalarinda, en
yiiksek sitotoksik aktivite gosteren CASK-3 alt fraksiyonundan kromatografik yontemlerle
izolasyon c¢aligmalarina devam edilmistir. CASK-3’iin sitotoksik etkisi, bir Onceki
basamakta elde edilen SP FR.A ve SP FR.B fraksiyonlarindan daha yiiksek bulunmustur.
CASK-3’ten 1 adet kumarin; izomeranzin (CAS 5), 3 adet metoksilli flavonoit; 3-metoksi
nobiletin (CAS 10), nobiletin (CAS 11) ve tangeretin (CAS 12) izole edilerek yapilar1 1D,
2D NMR yontemleriyle karakterize edilmis ve elde edilen bulgular literatiir bilgisiyle
dogrulanmistir (Imai ve digerleri, 1989; Ito, Fujiwara, Koizumi ve Furukawa, 1998; Uckoo
ve digerleri, 2011). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, C. aurantium’un meyvelerinden art arda
ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen EtOAc ekstresinin HPLC analizinde,
nobiletin, tangeretin, naringenin, naringin, hesperetin, hesperidin ve neohesperidin
bilesikleri tespit edilmistir (K. Liu ve digerleri, 2016). Yine C. aurantium meyve
kabuklarinin sulu alkollii ekstrelerinde naringin, hesperidin, neohesperidin, diosmin, morin,
kafeik asit, klorojenik asit, kumarik asit, elajik asit bilesikleri (Ana ve digerleri, 2018);
meyvelerinin sulu alkollii ekstrelerinde neohesperidin, sinefrin ve naringin bilesikleri
belirlenmistir (Yan ve digerleri, 2021). C. aurantium’dan soguk sikma yontemi ile elde
edilen ugucu yagin ugucu olmayan fraksiyonunda kumarin ve polimetoksiflavon tiirevi
bilesiklerin (meranzin hidrat, meranzin, izomeranzin, bergapten, epoksibergamottin hidrat,
nobiletin, 3-metoksi nobiletin, tangeretin ve ostol) bulundugu rapor edilmistir (Anwar,
Ahmed, Speciale, Cimino ve Saija, 2016). Meyvenin kabugunda genellikle aglikonlarin
varlig1 géze carpmaktadir (Suntar ve digerleri, 2018). Calismamizda, C. aurantium meyve
kabuklarinin EtOAc ekstresinden izole ettigimiz bilesiklerin (izomeranzin, 3-metoksi

nobiletin, nobiletin, tangeretin) daha 6nce C. aurantium meyvelerinin c¢esitli solvan
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ekstrelerinde bulundugu belirlenmistir. Bu baglamda, calisma sonuc¢larimiz, yukarida
belirtilen c¢alismalarla uyum gostermistir. Bununla birlikte, c¢alismamizda etkisini
degerlendirdigimiz diger Citrus tiirlerinin de (Citrus grandis, C. medica ve C. paradisi) in
vitro deneylerde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Literatiirde bu tiirlerin de
nobiletin igerdigi ile ilgili kayitlar bulunmaktadir. Daha dnce yapilan ¢alismalarda, nobiletin
bilesigini i¢eren Citrus tiirlerinin C. aurantium, C. grandis, C. paradisi, C. medica, C.
reticulate, C. sinesis, C. miaray, C. depressa, C. mandalina, C. unshiu arnicia indica, C.
reshni, C. tachibana, C. leiocarpa, C. tardiva, C. succosa, C. kinokuni, C. erythrosa, C. sunki
ve C. deliciosa oldugu rapor edilmistir (Anmol ve digerleri, 2021; Dadwal, Joshi ve Gupta,
2022; Itoh, Iwata ve Toda, 2016; Kohno ve digerleri, 2001; Lee, Charles, Kung, Ho ve
Huang, 2010; Murakami ve digerleri, 2000; A. P. Singh, Kandpal, Sharma ve Chitme, 2021;
Uckoo, Jayaprakasha, Vikram ve Patil, 2015; Uckoo ve digerleri, 2011).

Umut vaat edici antikanser bilesikler icin ICso degerinin < 4 pg/mL olmasi dikkate
alindigindan, izole bilesiklerde en yiiksek konsantrasyon 20 pg/mL olarak c¢alisilmistir
(Suffness, 1990). Izomeranzin, 3-metoksi nobiletin ve tangeretin bilesiklerinin uygulanan
dozlarda MCF-7 hiicre hattina karst etkili bulunmadigi; tamoksifenle kiyaslandiginda
nobiletinin orta derecede sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Kumarin yapisindaki
bilesik olan izomeranzin ile flavonoit yapisindaki 3-metoksi nobiletin ve tangeretin
bilesiklerinin MCF-7 hiicre hatlarindaki ICso degerleri 20 pg/mL degerinin {izerinde
kalmistir. Dolayisiyla, metoksilli flavonoit bilesikleri arasinda 3. pozisyonda metoksi grubu
tasimayan ancak 3' pozisyonunda metoksi grubu tasiyan nobiletin bilesiginin aktif oldugu
ortaya konulmustur. Izole edilen bilesiklerin MCF-10A saglikli hiicreleri iizerinde yapilan
sitotoksik aktivite ¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore, nobiletinin SI degerinin 1’in
tizerinde oldugu belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda, in vivo deneylerde etki
degerlendirme ¢alismalari i¢in nobiletin bilesigi 6ne ¢ikmistir. Calismamizda, in vitro
aktivite yonlendirmeli izolasyon ¢aligmalar1 dogrultusunda, C. aurantium’un aktivitesinden
nobiletin bilesiginin biiyilik 6l¢iide sorumlu oldugu belirlenmis olmakla birlikte, ekstrenin
fraksiyonladik¢a azalma gosteren aktivite profili, ekstredeki diger sekonder metabolitlerin

de aktiviteden kismen sorumlu olabilecegini diistindiirmiistiir.

Yapilan bir in vitro ¢alismada, C. aurantium flavonoitlerinin, hiicre dongiisiiniin G2/M
fazinda durdurulmasini ve apoptozisi indiikledigi, cdc2, cdc25c ve siklin B1 ekpresyonunu

azalttig1 ve p21WAF1/CIP1 ekpresyonunu arttirarak antitiimor etki gosterdigi bildirilmistir
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(Nagappan ve digerleri, 2014). C. aurantium bilesikleri tizerinde yapilan sitotoksik aktivite
caligmalari, nobiletin ve tangeretin bilesikleri ve bu bilesiklerin tiirevleri iizerinde
yogunlasmis olup, cesitli kanser hiicre hatlarina karsi, hiicre canliligimi azaltic1 etki ve
ozellikle meme, prostat, kolon, kolorektal kanserlerde antikanser aktivite gosterdikleri rapor
edilmistir (Anwar ve digerleri, 2016; C. Chen, Ono, Takeshima ve Nakano, 2014; Jianchu
Chen ve digerleri, 2015; Kisacam, 2023; Y.-C. Ko ve digerleri, 2020; N. Li, Zhang, Jiang,
Sun ve Yu, 2019; Mdkhana, Zaher, Abdin ve Omar, 2021; Meiyanto, Hermawan, Junedi,
Fitriasari ve Susidarti, 2011; J. Wang ve digerleri, 2014; J. G. Wang, Jian, Li ve Zhang,
2021). Tangeretin ve nobiletinin JCS l6semi hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi
bildirilmistir (Mak ve digerleri, 1996). Nobiletinin MCF-7 hiicre hattinda sitotoksik etki
gosterdigi (J. Liu ve digerleri, 2018; Meiyanto ve digerleri, 2011; J. Wang ve digerleri, 2021)
bununla birlikte, tangeretinin MCF-7 hiicre hattina kars1 apoptotik etkisinin bulunmamasi
nedeniyle bu bilesigin tiirevlerinin hazirlanmasi ile sitotoksik etkinin saglanmasina yonelik
caligmalarin yapildig1r goriilmektedir (J. Wang ve digerleri, 2014). Wu ve diger
arastirmacilar tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, nobiletinin T47D ve MCF-7
iizerinde invazyon ve migrasyonu 0nledigi, meme kanseri gelisimini inhibe ettigi, karacigere
metastazini Onledigi bildirilmistir (Y. Wu ve digerleri, 2023). Bu bulgular, ¢calismamizda en
yiiksek in vitro sitotoksik aktivite gosteren nobiletin bilesigi i¢in elde edilen in silico verileri

de desteklemektedir.

Literatiirde izomeranzine ait az sayida ¢alisma bulunmakta ve bu c¢alismalar bilesigin anti-
enflamatuvar etkileri iizerinde yogunlasmaktadir (Kuo ve digerleri, 2017; Ge Xu ve
digerleri, 2016). Calismamizin in silico asamasinda izomeranzinin “mutajenik” oldugu
belirlenmis olup, literatiirde izomeranzinin mutajenik aktivitesine yonelik herhangi bir
caligma bulunmamaktadir. Nobiletin ve tangeretin bilesikleri ise in silico ¢alismamizda
“mutajenik degil” olarak tahmin edilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, Citrus kabuklarindan
izole edilen flavonoit karisiminin (nobiletin (%32,5), tangeretin (%14) ve 8 farkli flavonoit)
mutajenite degerlendirmesi i¢in Ames ve L5178Y tk+/— fare lenfoma hiicrelerinde
calisilmig, metabolik aktivasyon varlig1 ve yoklugunda mutajenik aktivite gostermemistir
(Delaney ve digerleri, 2002). Bununla birlikte, hem tangeretinin hem de nobiletinin
antimutajenik etkilerinin de deneysel olarak gosterilmesi (Calomme, Pieters, Vlietinck ve
Berghe, 1996), bu metabolitlerin kanserde kemopreventif amagli kullanilabilecegini ortaya

koymustur.



146

Kimyasal ajan kullanilarak indiiklenen in vivo kanser c¢alismalari, kanser yapici
kimyasallarin hayvanlara uygulanmasindan sonra tiimériin olusumunun beklenmesi ve
sonraki asamada tedavi siire¢lerinin baslamasi seklinde ilerlemektedir. Bu nedenle, soz
konusu siire¢ uzun siiren ve deney hayvanlarinin refahinin saglanmasi i¢in 6zel c¢aba
gerektiren kosullar1 icermektedir. Bu nedenle, 3R ilkesi geregi, ¢alismamiz, tlim test
numunelerinin antitiimoral etkilerinin in vitro aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve
izolasyon teknigi kullanilarak etkili bulunanlarin belirlenmesi (etkisiz olanlarin elenmesi) ve
etki potansiyeli yiiksek olanlarin etkilerinin in vivo deney modeli kullanilarak
degerlendirilmesi seklinde planlanmistir. Bu dogrultuda, in vitro ¢alismalarda en yiiksek
sitotoksik aktivite gosteren numuneler, (ekstre/fraksiyon/alt fraksiyon/bilesik) biyolojik etki

tayinleri amaciyla in vivo ¢alismalar i¢in se¢ilmistir.

In vivo deneylerde arastirilmasi planlanan ekstre dozlarmin 500 mg/kg olacak sekilde
basglanmasi ve 8 hafta boyunca siirdiiriilmesi literatiir bilgileri 1s1ginda planlanmistir (Jose ve
digerleri, 2013; A. Kim ve digerleri, 2016; Malleshappa ve digerleri, 2018; Muhtadi ve
digerleri, 2015). Ekstreden hazirlanan fraksiyon, alt fraksiyon ve bilesik hayvanlara doz-
verim hesabi yapilarak uygulanmistir. Nobiletin bilesiginin ekstredeki ylizde miktarinin
hesaplanmasi amaciyla HPLC yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada, izomeranzin, 3-metoksi
nobiletin, nobiletin ve tangeretin bilesiklerinin ekstredeki miktarlarinin sirasiyla %1,77,
%0,67, %2,53, %0,92 oldugu belirlenmistir. Nobiletinin ekstredeki verimi, ekstrenin etkili
dozu (500 mg/kg) ile oranlandiginda, hayvanlara uygulanacak doz 12,65 mg/kg olarak
hesaplanmistir. Bununla birlikte, nobiletinin antitiimdr etkisinin degerlendirildigi 6nceki

caligmalar detayl sekilde arastirilmistir.

Nobiletinin deney hayvanlarindaki antikanser aktivite caligmalarindaki etkili olabilecek doz
araliginin belirlenmesi amaciyla literatlir taramasi yapilmistir. Yapilan g¢alismalarda,
nobiletinin %0,01 ve %0,05 oranlarinda sicanlarin yemlerine karistirilarak hayvanlarin oral
beslenme ile nobiletin almalarmin saglandig1 rapor edilmistir (Kohno ve digerleri, 2001;
Suzuki ve digerleri, 2004; Tang ve digerleri, 2011). Bir siganin ortalama agirliginin 300 g
ve ortalama agirlikta bir siganin giinliik 20 g yem tiikettigi gz onilinde bulunduruldugunda
(Saruhan ve Dereli, 2016), nobiletinin antikanser aktivitesinin arastirildigi ¢alismalarda,
sicanlara uygulanan doz araliginin 6,67-33,33 mg/kg oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
nobiletinin in vivo antikanser aktivitesinin daha ¢ok fareler {izerinde arastirildigi belirlenmis

ve bu caligsmalar incelendiginde, kullanilan dozlarin genel olarak 10 mg/kg ve 80 mg/kg
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araliginda oldugu goriilmiistiir (Jianchu Chen ve digerleri, 2015; S.-L. Feng ve digerleri,
2020; E. Kim ve digerleri, 2022; Minagawa ve digerleri, 2001; Miyamoto, Yasui, Tanaka,
Ohigashi ve Murakami, 2008; Y. Sun ve digerleri, 2019; Uesato ve digerleri, 2014; Wei ve
digerleri, 2019; X. Wu ve digerleri, 2017). Bu dozlar (fare dozu); sigan dozuna teorik olarak
uyarlanirken yiizey alanina gore ¢evirme yapildigindan, sicandaki etkili doz araliginin 5
mg/kg ve 40 mg/kg olacagi belirlenmistir (sigan dozu kat sayis1 ¥4’dir) (Janhavi, Divyashree,
Sanjailal ve Muthukumar, 2022; Nair ve Jacob, 2016). Farclerde yapilmis olan in vivo
caligmalarda kullanilan etkili dozun, sican dozuna teorik olarak uyarlanarak hesaplamasiyla
elde edilen bu doz araliginin (5 mg/kg ve 40 mg/kg), siganlarda yapilmis olan ve yukarida
bahsi gegen calismalardaki dozlara (6,667 mg/kg ve 33,333 mg/kg) uygulamada da benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Bahsi gecen doz araliklarinda nobiletinin etkili oldugu
bildirilmistir. Dolayistyla, daha once yapilan bu c¢alismalar, bilesigin deney hayvanlarina
ekstredeki verimine oranlanarak, 12,65 mg/kg dozda, uygulanmasi konusunda bir karsitlik
olusturmamis, aksine ¢alisma planimiza baghi kalinarak calismalarimizin  devam

ettirilmesini desteklemistir.

In vivo galismalarda, hayvan agirliklar1 ve tiimor hacimleri haftalik 6lgtimlerle hesaplanmis,
kontrol grubu hayvanlarindaki viicut agirliklarinin diigiik seyrettigi tespit edilmistir. Kontrol
grubunda agirhik artislarinin  yiiksek olmamasi, ancak tedavi gruplarinda hayvan
agirhiklarinin daha yiiksek olmasi ve bu degerlerin referans grubuna yaklasik degerler
gOstermesi istenen bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Timor hacim sonuglari istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu hayvanlarinin ortalama tiimor hacimlerinin diger
tiim gruplardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kontrol grubundaki hayvanlara herhangi
bir tedavi uygulanmadigindan, tiimor hacminin 8. haftanin sonunda yiiksek bulunmasi
beklenen bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Tedavi gruplarinda haftalik tiimér hacmi
Olctimleri degerlendirildiginde, referans grubundaki tiimoér hacimlerinin daha kontrollii
seyrettigi; diger gruplarda ise dalgalanmalarin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Tedavi
gruplart kontrol grubu ile kiyaslandiginda, her haftanin ol¢limleri i¢in farkli oranlarda
istatistiksel anlamliliklarin bulundugu tespit edilmistir. Sakrifikasyondan once yapilan
Olctimlerde (8. haftanin sonu) en diisiik tiimor hacimleri sirasiyla ekstre, nobiletin ve referans
gruplar1 i¢in tespit edilmis, bu degerlerin kontrol grubuna kiyasla anlamli oldugu
belirlenmistir. Deney sonunda en iyi iyilesmeyi gosteren deney gruplarindan ekstre ve
nobiletin gruplari i¢in tiim haftalar bazinda istatistiksel karsilagtirma yapilmig ancak iki grup

arasinda anlaml bir fark tespit edilmemistir. Iyilesmenin en iyi oldugu grubun nobiletin ile
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tedavi edilen grup oldugu ortaya konulmustur. In vitro sitotoksik etki sonuglarina gore en
potent grup ekstre grubu iken, in vivo ¢alisma sonucunda ekstreden izole edilen nobiletinin
etkisinin tiimor hacminin kiigiilmesinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Nobiletinin
timor hacmi iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi daha 6nceki c¢aligmalarda, kontrol
grubuna kiyasla nobiletin uygulanan farelerde ovaryum tiimorii (Jianchu Chen ve digerleri,
2015), renal karsinom (Wei ve digerleri, 2019), akciger tiimorii (Da, Liu, Zhan, Liu ve Wang,
2016; S.-L. Feng ve digerleri, 2020; Y. Sun ve digerleri, 2019) ve {i¢lii negatif meme timaort
(E. Kim ve digerleri, 2022) boyutlarinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Calismamizda belirlenen nobiletin grubundaki hayvanlarin tiimor hacmindeki
azalma, yapilmis onceki ¢aligmalar ile paralellik gdstermis olup, nobiletinin tiimdr tipinden

bagimsiz olarak antitiimor etkinlie sahip oldugu ortaya konulmustur.

Calismamizda, bagisiklik tepkilerinin baglatilmasinda merkezi bir rol oynayan ve hiicre
aracili bagisikliktaki ana lenfositler olan CD4" ve CD8" T hiicre (Rad, Ajdary, Omranipour,
Alimohammadian ve Hassan, 2015) diizeylerinin belirlenerek, test numunelerinin bu
hiicreler tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. CD4* bagisiklik hiicreleri
enflamatuvar sitokinlerden olan IFN-gamma’nin da kaynagi kabul edilmektedir
(Jorgovanovic, Song, Wang ve Zhang, 2020). Kanda yapilan IFN-gamma, CD4* ve CD8"
diizeyleri Olciimlerinde, tedavi gruplarinin kontrol grubuna kiyasla farkli oranlarda
degisiklikler gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda, serum CD4" seviyeleri
degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore tedavi gruplarinda diizeyin daha diisiik oldugu,
en diisiik seviyenin sirastyla SP FR.A+B ve nobiletin gruplari i¢in belirlendigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte, referans, CASK-3 ve nobiletin gruplarinda serum CD8" diizeyinde azalma
kaydedilmis, ancak gruplar arasi anlamlilik saptanmamustir. Kan IFN-gamma seviyelerinde
de, kontrol grubuna kiyasla sham ve referans ile nobiletin grubunda anlamli derecede diisiis
gozlenmistir. Nobiletin uygulanan grupta bu ii¢ parametre bakimindan diisiis tespit

edilmistir.

CD4" ve CD8" serum diizeyleri ile ilgili yapilan galigmalarda, tiimoriin sistemik bagigiklig
anlamli olarak etkilemedigi ancak tiimor dokularindaki lokal bagisiklik sistemini etkiledigi
rapor edilmistir (Rad ve digerleri, 2015). You vd. (2021) tarafindan yapilan bir bagka
caligmada da, Pearson korelasyon katsayisi analizinde, serum CD4" seviyelerinin, bu
hiicrelerin tiimor mikrogevresine infiltrasyonu ile korele oldugu ancak serum CDS8*

diizeyinin timor mikrogevresi infiltrasyonu ile aym egilimi gostermedigi ortaya
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konulmustur (You ve digerleri, 2021). Bu bulgular 1s1¢inda, ¢alismamizda da, serum CD8"
seviyelerinde meydana gelen ancak anlamli olmayan miktarsal degisikliklerin, sz konusu

duruma bagli olabilecegi diisliniilm{istir.

Yarim ve digerleri (2022) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, nobiletinin
otoimmiin ensefalomiyelit fare modelinde enflamatuvar reaksiyonlarla iliskili sitokinlerin
ekspresyonu iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Beyin ve omurilik dokusundaki
iltihaplanma siirecinde rol oynayan CD4*, CD8" ve IFN-gamma diizeylerinin nobiletin
uygulamasi ile azaldigi ve bu bilesigin nérodejeneratif hastaliklarda kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Yarim ve digerleri, 2022). Li ve digerleri tarafindan yapilan bir baska ¢alismada,
farelerde konkanavalin A-nedenli akut akciger hasari modelinde nobiletinin 10 mg/kg dozda
uygulanmast ile enflamatuvar sitokinlerden IFN-gamma salimini baskilayarak anti-
enflamatuvar etki gosterdigi ortaya konulmustur (M. Li ve digerleri, 2020). Urolojik
kanserlerde ve akciger kanserinde de nobiletin uygulamasinin IFN-gamma diizeylerinde
diistis yaptigi rapor edilmistir (Ashrafizadeh, Ahmadi, Mohammadinejad, Kaviyani ve
Tavakol, 2020; Pantsulaia, lobadze, Pantsulaia ve Chikovani, 2014). Calismamizda,
nobiletinin IFN-gamma diizeyinde azalma gostermesi, bilesigin olasi anti-enflamatuvar
etkisini agiklamaktadir. Yang ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, nobiletinin TPA-
nedenli IFN-gamma ve CD4" artisimi ve artan Ki-67 ekspresyonunu inhibe ettigi
belirlenmistir. Immunohistokimyasal ¢alismalarda referans, CASK-3 ve nobiletin
gruplarinda gozlenen Ki-67 ekspresyonunun inhibisyonu, biyokimyasal ¢alismalardaki ayni
gruplarda gozlenen serum IFN-gamma ve CD4" diizeyindeki azalma ile paralel olup,
calismamiz daha Once yapilan ¢alismalarla paralellik gostermistir (G. Yang ve digerleri,

2018).

Meme kanserli dokularda, timore 6zgii T hiicreleri, pro-enflamatuvar molekiiller GM-CSF,
IL-12 ve IFN-gamma'nin yani sira CXCL-9, CXCL-10 ve CXCL-11’in transkripsiyonel
seviyelerinde dnemli Ol¢iide artis gozlendigi rapor edilmistir (Y. Li ve digerleri, 2020; S.-C.
Yang ve digerleri, 2004). CXCL-9, CXCL-10 ve CXCL-11"in saliminin agirlikli olarak IFN-
gamma tarafindan yonlendirigi bilindiginden (Tokunaga ve digerleri, 2018), anilan kemokin
seviyelerinin, IFN-gamma’nin azalmasi ile uyum gostermesi, sonug¢larimizin tutarli
oldugunu ortaya koymustur. Anilan kemokinlerin diizeylerinin azalmasi tedavide istenen bir
durumdur. Tedavi gruplarinda, her ii¢c kemokin diizeyinde de azalma saptanmis; CXCL-9 ve

CXCL-10 i¢in bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce



150

yapilan ¢aligsmalarda, nobiletinin CXCL-10 diizeyini diistirdiigii bildirildiginden (Hosokawa,
Hosokawa ve Ozaki, 2021; L. Hu ve digerleri, 2023) bulgularimiz daha once yapilan

calismalar1 destekler niteliktedir.

Citrus tiirlerinin ekstrelerinin GM-CSF ftizerindeki etkilerine yonelik ¢alisma bulunmamakla
birlikte Gu ve diger arastirmacilar tarafindan nobiletinin etkisi arastirilmis ve bilesigin
dekstran sodyum siilfat-nedenli kolit olusturulan fareclerde GM-CSF’yi baskilayarak pro-
enflamatuvar sitokinlerin (INF-y, IL-1B, IL-2, IL-6, TNF-a) seviyesini diisiirdiigii rapor
edilmistir (Gu ve digerleri, 2017). Bagka bir ¢alismada, nobiletin immun sistemi baskilanmis
ratlarda CXCL-10, TNF-0, GM-CSF ve IL-6 diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltmigtir (L. Hu
ve digerleri, 2023). Calismamizda elde ettigimiz bulgular, bahsigecen kaynaklarla uyum

gostermektedir.

Bax ve Bcl2 proteinleri tiimor regiilator proteinleri olup, limon kabuklarindan hazirlanan
ekstreler ve nobiletinin etki mekanizmasinin arastirilmasina yonelik yapilan bazi in vitro
caligmalarda, ekstrelerin ve nobiletinin Bax ekspresyonunu arttirdigi ve Bcl-2
ekspresyonunu azalttig1 ortaya konulmustur (Gao, Xu, Zhang ve Zhao, 2021; J. Liu ve
digerleri, 2018; Ma ve digerleri, 2014; J. G. Wang ve digerleri, 2021). Bununla birlikte
literatiirde, Citrus unshiu kabuk ekstresinin ve nobiletinin HT22 hipkampal n&ronal
hiicreleri iizerinde hidrojen peroksit-nedenli oksidatif stres durumunda Bcl2 ekpresyonunu
arttirarak ve Bax ekspresyonunu azaltarak antiapoptotik etki gosterdiginin rapor edildigi
calismalarin da bulundugu gorilmiistiir (Cho, Jung, Lee, Cho ve Choi, 2015; ljaz, Tahir,
Samad ve Anwar, 2021). Benzer sekilde, siganlarda olusturulan serebral iskemi deney
modelinde, nobiletinin 10 mg/kg ve 25 mg/kg dozlarda hayvanlara uygulanmasinin Bcl2 gen
seviyelerinde artisa neden oldugu belirlenmistir (L. Zhang ve digerleri, 2013). Arsenik-
nedenli karaciger hasar1 deney modelinde, albino si¢anlara 25 ve 50 mg/kg dozunda
uygulanan nobiletinin enflamasyon, apopotozis ve histolojik hasari saglikli grup degerlerine
yaklasacak sekilde anlamli derecede geri cevirdigi; Bax ekspresyonunu azaltip, Bcl2
ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Ijaz ve digerleri, 2023). Yang ve digerleri tarafindan
yapilan baska bir ¢calismada, farelerde olusturulan deneysel epilepsi modelinde, nobiletinin
(25 ve 50 mg/kg dozlarda) Bax ekspresyonunu azaltip, Bcl2 ekspresyonunu arttirdigi rapor
edilmistir (G. Yang ve digerleri, 2018). Diger taraftan, tim bunlardan farkli olarak,
nobiletinin MCF-7 ve SK-BR-3 hiicrelerinde Bax seviyesinde herhangi bir degisiklige neden
olmadan, farkli yolaklardan (Bcl-xI, AKT, mTOR) apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi de
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bildirilmistir (C. Chen ve digerleri, 2014). Calismamizda, kontrol grubuna gore, test
numunelerinin Bax seviyesini diislirdiigii, Bel2 seviyesini artirdig tespit edilmistir. Yapilan
literatiir tarama ¢alismalar1 ve Bax ve Bcl2 ekspresyonlart ile ilgili elde ettigimiz bulgular
birlikte degerlendirildiginde, deney gruplarinin, kullanilan deney modeli, tedavi dozlar,
uygulama yolu ve siiresi, kanser hiicresi tipi vb. degiskenlere bagl olarak Bax ve Bcl2 gen
ekspresyonu tizerinde farkli etkiler gdsterebilecegi sonucuna varilmistir. Arastirmamizda,
daha 6nce yapilmis olan bu ¢alismalara benzer olarak, ekstre, fraksiyon, alt fraksiyon ve
bilesik ile tedavi edilen hayvanlarin meme dokularinda Bax gen ekspresyonunda anlamli
derecede diisiis; ve bilesik grubunda Bcl2 ekpresyonunun anlamli derecede artig

kaydedilmistir.

Calismamizda, NMU enjeksiyonu ile Ostrojen pozitif meme tiimdrii modeli olusturulan
sicanlarda, ekstre, fraksiyon ve nobiletinin Ostrojen-B ekspresyonunu anlamli derecede
inhibe ettigi ve nobiletinin baskilayici etkisinin, referans olarak kullanilan tamoksifenden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ostrojen-o, ve progesteron ekpresyonlarinda da azalma
kaydedildigi; tedavi gruplarindan elde edilen sonuglarin sham grubuna yakin oldugu; ancak
kaydedilen azalmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edilmistir. Dolayisiyla,
tedavi gruplarinin Ostrojen ve progesteron modiilasyonu yoluyla anti-timor etki
gosterebilecegi ortaya konulmustur. Daha 6nce yapilmis olan in vivo strojenik ve anti-
ostrojenik etki ¢alismalarinda, Citrus flavonoitlerinden kersetin, naringin ve naringeninin
anti-ostrojenik aktivite gosterdigi ve meme tiimor hacimlerini azalttigi bildirilmis ve Citrus
flavonoitlerinin 6strojen modiilasyonu ve aromataz inhibisyonu yaparak menopoz 6ncesi ve
sonrast meme kanseri hastalarinda kullanimi onerilmistir (El-Kersh ve digerleri, 2021).
Flavonoitler iizerinde yapilan bir bagka ¢aligmada, kastisin, krisin, epimedinler (A-C),
genkvanin, ikarin, ikarizit II, nobiletin, kersetin, rutin ve tangeretinin Ostrojenik etki
gostermedigi tespit edilmistir (Kiyama, 2023). Nobiletin bilesiginin, farkli hiicre hatlar
tizerindeki in vitro etkilerinin mekanistik olarak degerlendirildigi bir ¢alismada, Ostrojen
pozitif hiicre hattinda Bax ve Bcl2 ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir fark olugturmamasi
nedeniyle, in vitro ostrojen negatif meme kanseri hiicre hattina kars1 etkisinin, daha yiiksek
olabilecegi ongorilmiistiir (C. Chen ve digerleri, 2014). Ancak, bilesik {izerinde bu iki

metodolojinin kiyaslandigi yeterli sayida in vitro ¢alisma bulunmamaktadir.

Histopatolojik analizlerde sham grubuna ait meme dokusunun normal histolojik goriiniimde

oldugu belirlenmis, test gruplarinda ise, meme dokusunda degisen histolojik tip ve sayida
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adenokarsinoma ve karsinoma bulgularina rastlanmigtir. Test gruplarindan elde edilen
kesitlerde, non invaziv duktal karsinoma in situ, invaziv papiller karsinom, invaziv tubuler
karsinom, invaziv kribriform karsinom, invaziv komedo karsinom ve invaziv Kistik adenoit
karsinoma saptanmistir. Malign karakterli tiim lezyonlarin %58,82’sinin invaziv papiller
karsinoma oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, ratlarda meme tiimorii
indiiksiyonunun intraperitoneal yoldan tek doz NMU uygulamasi ile basariyla
olusturulabilecegi kanaatine varilmistir. Yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda, tiim
tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore tiimor derecelendirmesinin azaldigi sonucuna

varilmistir.

Meme tiimoérlii dokularda yapilan ¢alismalarda, ER (Gutiérrez ve digerleri, 2020), Ki-67
(Davey, Hynes, Kerin, Miller ve Lowery, 2021), laminin (Qiu, Tan, Fu, Zhu ve Zhang,
2018), P63 (Koker ve Kleer, 2004), pansitokeratin (Fischer ve digerleri, 2023), progesteron
(Trabert, Sherman, Kannan ve Stanczyk, 2020), apoptozis (Yuan ve digerleri, 2022) ve
vimentin (X. Wang ve digerleri, 2020) seviyelerinin artis gosterdigi belirlenmistir.
Calismamizda da, NMU-nedenli dstrojen pozitif meme tiimdrii modelinde bu parametrelere
ait degerlerin artig gosterdigi, test numunelerinin uygulanmastyla bu seviyelerin modiile
edildigi gorilmistiir. Bununla birlikte, meme tiimorlii dokuda E-kaderin (Karsten ve
digerleri, 2022) ve EGFR (Hashmi ve digerleri, 2019). diizeylerinin hiicre tipine ve hormon
bagimli olup olmadigina gore degiskenlik gosterebildigi bildirilmistir. Ozellikle E-
kaderin’in tlimor ilerlemesinin patogenezinde farkli potansiyellerinin oldugu, hiicre yapisma
molekiillerinin siirekli ekspresyonunun, tiimor biiylimesinin ve metastazinin baskilanmasina
mutlaka katkida bulunmayacagi ve bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu goriisii
savunulmaktadir (Karsten ve digerleri, 2022). Calismamizda ise, E-kaderin diizeyinin
kontrol grubunda artti31 tedavi ile birlikte azaldig1 goriilmiistiir. EGFR diizeyinin ise gruplar
arast degiskenlik gosterdigi dikkati ¢ekmistir. E-kaderin ve EGFR diizeylerindeki bu
degisimin timor hiicre tipine gore degiskenlik gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Elde
ettigimiz bu veriler dogrultusunda, proliferasyon ve apoptotik indeks basta olmak iizere
histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular birlikte degerlendirildiginde, tedaviye en
1y1 yanitin nobiletin grubunda; tiimor skorlandirilmasinda en olumsuz sonuglarin ise kontrol

grubunda oldugu kanaatine varilmstir.

Yapilan caligmalarda, nobiletin bilesiginin son yillarda olduk¢a 6nemli bilesikler arasinda

yer aldig1 ve ¢ok cesitli hastaliklarin tedavisindeki terapotik potansiyelinin yogun bir sekilde
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arastirildigr goriilmektedir. Yapilan bu galisamalar, nobiletinin in vivo kullanim igin giivenli
bir ajan oldugunu, uzun siireli toksisiteye veya toksisite belirtileri olan kilo ve karaciger
agirhginda azalmaya neden olmadigini gostermistir (Lin, Chen, Li, Lin ve Wang, 2017;
Miyamoto ve digerleri, 2008; Yabing Wang, Xie, Ai ve Su, 2019; H. Zhang, Lv, Xiao, Jothi
ve Yang, 2020). Calismamizda da, 8 hafta siireyle nobiletin uygulamasina bagl olarak kilo
kaybi1 ve klinik toksisite bulgusuna rastlanmamistir. Cok sayida metoksi grubunun varligi
nedeniyle suda ¢oziiniirliigii zayif oldugundan biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu nedenle,
bilesigin ¢oziinlirligliniin ve dolayisiyla gastrointestinal emiliminin arttirilmasi i¢in amorf
kat1 dispersiyonlar ve nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmaktadir (Hattori ve digerleri,

2019; Luque-Alcaraz ve digerleri, 2012; Wani, Sharma, Zhong ve Chauhan, 2020).

Sonug olarak, ¢aligmamizda, aktivite-yonlendirmeli olarak izole ettigimiz ve en yiiksek
aktivite gosteren nobiletin bilesigi ile ilgili yukarida da agiklanan antikanserojenik aktivite
caligmalarinin birgogunun in vitro hiicre deneylerinden elde edilen bulgular oldugu ve
bilesik lizerinde meme tiimoriine yonelik yeterli sayida in vivo preklinik g¢alismanin
bulunmadig: goriilmektedir. Yapilan calismalarda, nobiletinin tiimor hiicreleri tizerindeki
etkileri hiicre bilylimesinin ve ¢cogalmasinin engellenmesi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi,
hiicre apoptozunun indiikklenmesi ve gen, transkripsiyon ve translasyon diizeyinde
migrasyon ve invazyonun engellenmesi seklinde agiklanmistir (Borah, Gunawardana,
Torres, McDonnell ve Van Slambrouck, 2017; C. Chen ve digerleri, 2014; J. Liu ve digerleri,
2018; Morley, Ferguson ve Koropatnick, 2007; Sp ve digerleri, 2017; Y. Wu ve digerleri,
2021; H. Zhang ve digerleri, 2020). Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada ise nobiletinin,
nude farelerde MCF-7 hiicre hatt1 enjeksiyonu ile olusturulan 6strojen pozitif in vivo deney
modelinde, 30 ve 60 mg/kg dozlarda haftada 2 kez olmak {izere oral yolla 4 hafta boyunca
uygulanmast ile, ERK-STAT ve JNK-c-JUN yolaklarin1 downregiile ederek meme
kanserinin karaciger metastazini inhibe edebilecegi bildirilmis ve nobiletinin meme kanseri
icin terapdtik bir ajan olma potansiyeline sahip bir bilesik olma 6zelligi ortaya konulmustur
(Y. Wu ve digerleri, 2023). Bununla birlikte, nobiletinin A549/T ksenograft fare modelinde
coklu ilag rezistans (MDR) tiimorlerinde paklitaksel ile kombine uygulandiginda tiimor
boyutlarni1 kiigtlttiigii bulunmustur (J. Feng ve digerleri, 2020). Calismamizda,
konvansiyonel hayvanlarda kimyasal-nedenli Ostrojen pozitif meme tiimorii modelinde
nobiletinin bagisiklik hiicreleri, sitokin ve kemokinler ile timér mikrogevresi tizerindeki
etkileri ve bu modiilasyonun nasil saglandigi ortaya konulmustur. Tiimoér mikrogevresi

nispeten karmasik oldugundan in vivo deneylerle daha somut sonuglar ortaya konulmus, in
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vitro bulgularm in vivo sonuglarla uyumlulugu degerlendirilmis ve ileri arastirmalara yol

gosterici olmasi agisindan 6nemli bulgular elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Citrus aurantium L. (turung), Citrus grandis (L.) Osbeck (pomelo), Citrus
medica L. (agag kavunu) ve Citrus paradisi Macfad. (greyfurt) bitkilerinin meyve
kabuklarinin meme tiimori tizerindeki etkileri arastirilmistir. En aktif bulunan C. aurantium
EtOAc ektsresinden aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon c¢alismalari
dogrultusunda etkili bulunan fraksiyon, alt fraksiyon ve bilesigin antikanser etkileri dstrojen
pozitif in vivo model ile arastirilmis ve antitiimér etkinligin doku ve gen diizeyinde ortaya
konulmasiyla, bilimsel literatiire 6nemli katkilar sunulmasi saglanmistir. Hem ekstrenin,
hem fraksiyonlarin hem de nobiletin bilesiginin farkli oranlarda tiimor-nedenli sitokinleri ve
genleri modiile ettigi anlagilmistir. Yapilan tiim degerlendirmelerde, nobiletinin en iyi etki
gosteren bilesik oldugu belirlenmistir. Ileri calismalarda, bu bilesigin farkli dozlari ile farkli
uygulama siirelerinin aragtirtlmasinin, bilesigin  biyoyararlanimi da gbéz Oniinde
bulundurularak etkili formiilasyonlarinin hazirlanmasinin, etki mekanizmasina yonelik
arastirmalarin nude fareler ve zebra baliginin kullanildig1 daha gelismis in vivo modellerde
farkli meme tiimori tiplerinde ¢alisilmak suretiyle ortaya konulmasmin gerekli oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica meme kanseri tedavisinde nobiletinin kemoterapi ve hedefe
yonelik ilaglarla kombine edilmesine iliskin nispeten az sayida ¢alisma bulundugundan,
nobiletinin diger kemoterap6tik ajanlarla birlikte kullaniminda olasi sinerjik etkilerinin
arastirtlmasina yonelik ileri ¢alismalar yapilmalidir. CLC-Pred araciligi (in silico) ile yapilan
sitotoksik aktivite analizlerinde nobiletinin prostat ve kolon kanserlerinde ve 16semide etki
gosterebilecegine yonelik tahminler de elde edilmistir. Nobiletin {izerinde ileride bu kanser

tiplerinde yapilacak yeni ¢alismalarin 6nemli sonuglar getirmesi muhtemel olabilecektir.

Calismamizda etkisini degerlendirdigimiz diger Citrus tiirlerinin de (Citrus grandis, C.
medica ve C. paradisi) sitotoksik etki gosteren ekstreleri {izerinde ileri preklinik ve
fitokimyasal ¢aligmalar yiiriitiilebilir. Bununla birlikte, Citrus meyve kabugu atiklart ¢ok
cesitli molekiil iskeletlerine sahip potansiyel sitotoksik etkili bilesikleri igeren ve terapdtik
degeri yiiksek olan yan firiinler oldugundan, bu atiklarin iilkemize ekonomik yarar
saglayacak bir kaynaga doniistiiriilmesinin hedeflenmesi ve nobiletin gibi diger biyoaktif
sekonder metabolitlerin elde edilmesi amaciyla ¢esitli iiretim proseslerinin gelistirilmesine

yonelik ¢aligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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