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BEYAN

Bu tez ¢aligmasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tim agamalarda etik digi hi¢bir davranisimin olmadigmi, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez galigmasi1 sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklan da kaynaklar listesine
aldigimi, vine bu tezin galigilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Gizem Yaman
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1. OZET

Beslenme anne karnindan itibaren yasamin sonlanmasina kadar gegen her siiregte
yasamimizin vazgegilmezi olarak yer alir. Bireylerin yeterli ve dengeli beslenmesi, kalp-
damar hastaliklari, diyabet, obezite, kanser vb. hastaliklarin goriilme riskinin azaltilmasi ve
tedavisinde, vitamin mineral yetersizliklerinin ve protein-enerji malnitrisyonunun
Onlenmesi gibi beslenme sorunlarinin en aza indirilmesinde rol oynamaktadir. Ayni
zamanda yeterli ve dengeli beslenme, besin 6geleri ve diger biyoaktif maddelerin yeteri

kadar alinmasin1 ve besin 6gelerinin 6gtlinlere dengeli olarak dagitilmasini gerektirir.

Meyve ve sebzelerde yiiksek diizeyde bulunan polifenollerin saglik {izerindeki olumlu
etkileri gogunlukla in vitro ¢alismalarla ortaya konmus olup bu bilesiklerin insanlardaki
metabolik doniistimleri ve biyoyararlilik konular1 g6z ardi edilmistir. Antikanserojen ve
diger yararli Ozellikler iceren bu bilesiklere dogal antioksidanlar da denilmektedir.
Polifenollerin  koruyucu etkisinin en o6nemli nedeni, antioksidan aktiviteye sahip
olmalaridir. Bu baglamda, serbest radikal olusumunun ve antioksidan kapasitenin
belirlenmesi ile s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini azaltmak iizere tedavide
antioksidan alimi1 6nemli olmaktadir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma
sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve oksidatif stres olarak
adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen tiirleri, kanser olusumunda bir araci gorevi
gorurler ve mutagenez, karsinogenez ve programli hiicre 6liimiine (apoptoz) yol acan DNA
zincir kirilmalarindan sorumludurlar. Apoptozis, onkogenezis ve hiicre siklusu ile yakin
iliski gostermektedir. Bu nedenle apoptotik yolaklarin ortaya konmasi, bu yolaklarla
kullanacagimiz polifenollerimizin hiicre siklusu etkilesimlerinin arastirilmasi oldukca

blylk énem tasimaktadir.

Bu ¢alismamizda, Hep3B hiicre soyunda apoptozis ve inflamatuar surecte, enginar
bitkisinin (Cynara Scolymus) polifenollerinden Cynarin ve Iniilin’in etki mekanizmalarina
bakilacaktir. Apoptotik belirteglerden; kaspaz-3, Smac-Diablo, Apaf-1, ve sitokrom-c
diizeylerine, inflamasyon sitokinlerinden; IL-1p, IL-6 ve TNF-a diizeylerine bakilacaktir.

Key words: Polifenoller, Cynarin, Iniilin, Oksidatif stres, Hep3B, Apoptozis, Antioksidan



2. SUMMARY

Nutrition is the most important part in every era of our lives from mother’s womb
till death. Eating healthy and regularly reduces the chance of heart-vain problems,
diabetes, obesity, cancer etc. and in treatment it plays a significant role in vitamin
insufficiency and prevent nutrition problems like protein-energy malnutrition. At the same
time, adequate and balanced nutrition ensure sufficient take of the nutritional elements and
other bioactive materials and helps splitting in balance the nutritional elements to the

meals.

Polyphenols which are found in large amount in fruits and vegetables, health
benefits were discovered by ‘in vitro’ researches and ignored the components
metabolically transformations and bio-efficiency in humans. These components which
contain anti-carcinogenic and other beneficial properties are called ‘organic antioxidants’.
The main reason for Polyphenols protection effects is having antioxidant activities.
Therefor with the creation of free radicals and determining the capacity of antioxidants,
avoiding and curing the diseases in question would be easier. But in some cases, the
available antioxidant defense system is not enough to prevent all the free radicals and a
case that is called oxidative stress, is formed. Reactive oxygen types give assignment to an
instrument in cancers formation and responsible in mutagenesis, carcinogenesis and
scheduled cell deformation (apoptosis). They show close relations with apoptosis,
oncogenes and cell cycle. So presenting the apoptotic paths will lead to polyphenols which

by using, it would open up very important ways for research of interaction of cell cycles.

Our study emphasis on Cynarin and Inuline effect mechanisms of artichoke plants
(Cynara Scolymus) polyphenols in Hep3B cell strains apoptosis and inflammatory states.
Researches include caspase-3, Smac-Diablo, Apaf-l1 and cytochrome c¢ level from
apoptotic identifier, IL-1p, IL-6 and TNF-a level from inflammation cytokines.

Key words: Polyphenols, Cynarin, Inuline, Oxidative stress, Hep3B, Apoptosis,

Antioxidant



3. GIRIS VE AMAC

Beslenme anne karnindan itibaren yasamin sonlanmasina kadar gegen her siirecte
yasamimizin vazgecilmezi olarak yer alir. Bireylerin yeterli ve dengeli beslenmesi, kalp-
damar hastaliklari, diyabet, obezite, kanser vb. hastaliklarin goriilme riskinin azaltilmasi ve
tedavisinde, vitamin-mineral ve protein-enerji malnatrisyonunun énlenmesi gibi beslenme
sorunlarinin en aza indirilmesinde rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda yeterli ve dengeli
beslenme, besin Ogeleri ve diger biyoaktif maddelerin yeteri kadar alinmasini, besin
Ogelerinin Ogiinlere dengeli olarak dagitilmasini ve bireye 0zel olarak planlanmasim

gerektirir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)ne gére insanlar, zamanlarinin ve ekonomik
imkanlarinin 6nemli bir kismini sagliksiz beslenmeden kaynaklanan sorunlari ¢ézebilmek
icin harcamaktadirlar. Bitkisel agirlikli beslenen bireylerin kendilerini daha zinde
hissettiklerini bildiren raporda, saglikli ve zinde bir yasam i¢in diyetin biiyiik kisminin taze
sebze ve meyvelerden olusan bir diyet olmasi Onerilmektedir (1). Cesitli hastalik
gruplarinda yapilan caligmalarda, sebze ve meyveden zengin diyetle beslenmenin kalp-
damar hastaliklari, hipertansiyon, diyabet ve kanser gibi hastaliklara yakalanma

risklerinden 6nemli 6l¢iide koruyu potansiyel etkiye sahip oldugu gosterilmistir (2).

Son yillarda ise, bitkisel ekstrelerden farkli kullanim alanlar ile ilgili ¢alismalar bir
cok laboratuarda strdiirilmektedir. Ozellikle son donemlerde bu ekstrelerin kanser
hastaliginin tedavisinde, antioksidan, antimitotik, antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkileri
uzerine dikkat ¢ekilmektedir. Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, enginar bitkisinde
bulunan 6nemli polifenollerden olan Cynarin ve Inilin’in oksidatif strese kars1 koruyucu
etkisinin oldugu iddia edilmektedir (3). Biz de bu ¢alismamizda Cynarin ve Inllin’in
karaciger hiicresi kanser soyu olan Hep3B hiicre soyunda apoptotik ve inflamatuar

yolaklardaki etki mekanizmalarin1 aydinlatmay1 amagladik.

Inflamatuar yanitta; serbest radikallerin etkisi antioksidan savunma sistemleri
tarafindan inaktive edilme oranina baglidir. Hiicrede olusan oksidatif stres, viicudun
antioksidan savunmasiyla hiicrelerin serbest radikal tiretimi arasindaki dengesizlik olarak

tanimlanir. Hiicrede olusan oksidatif stres sonrasi, uyarilan makrofaj ve diger hiicreler



sitokinler olarak tanimlanan, hiicresel reaksiyonlar1 yonlendiren proteinleri salgilarlar ve
inflamatuar siire¢ baslar. Oksidatif stres ile birlikte olusan ve reaktif oksijen turleri (ROS) /
metabolitleri olarak bilinen molekiller 6zellikle lipit, protein ve DNA gibi hicre
bilesenlerine zarar verir. Aerobik (oksijenli solunum yapan) organizmalarda serbest radikal
olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak tizere
antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir (4). Ancak bazi durumlarda mevcut
antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen dnleyemez ve oksidatif
stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen tiirleri, kanser olusumunda bir
arac1 gorev goriirler ve mutagenez, karsinogenez ve hiicre dliimiine yol agan DNA zincir
kirilmalarindan sorumludurlar (5). Sitotoksisite, niikleik asit baz modifikasyonundan dogan
kromozom degisikliklerine ve DNA bozukluklarina baglidir. DNA, reaktif oksijen
molekiilleri tarafindan oksidatif hasara ugratildigi zaman, hasar {iriinii olarak modifiye
niikleotidler olusur. Bu iirlinler hiicrelerden ve dokulardan elde edilen DNA
materyallerinde, serumda ve idrarda olcllebilen oksidatif stres belirtecidir. Hidroksil
radikali, deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek DNA yapisinda degisikliklere yol agar.
Aktif notrofillerde olusan hidrojen peroksit (H;O;), zarlardan gegip c¢ekirdege ulasir ve
DNA hasarmna, hatta programli bir sekilde hicre Olumune (apoptozis) yol acgar. Bu
baglamda, serbest radikal olusumunun ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ile s6z
konusu hastaliklara yakalanma riskinin azaltmak {izere tedavide antioksidan alimi 6nemli

olmaktadir.

Apoptozis ise, ¢ok hicreli organizmalarda artik gereksinim duyulmayan veya
organizma i¢in tehdit olusturan hiicrelerin programli bir sekilde yok edilmesidir. Apoptozis
sitoplazma ve ¢ekirdekteki belirli proteinleri keserek apoptozisi baslatan ve kaspaz denilen
proteolitik enzimlerle gergeklesir. Kaspazlar tiim hiicrelerde etkin olmayan onciiller ya da
prokaspazlar olarak bulunur ve genellikle diger kaspazlar tarafindan kesilip etkinleserek,
proteolitik bir kaspaz toplulugu olustururlar. Etkinlesme siireci, hiicre i¢i uyarlayici
molekillerin bir araya gelmesine ve prokaspazlari etkinlestirmesine neden olan hiicre dis1
veya hiicre i¢i 6liim sinyalleri tarafindan baglatilir. Uyarilan mitokondriler elektron tastyici
protein sitokrom-c’yi sitozole salarak burada Apaf-I adli uyarlayici bir proteine
baglanmasin1 ve onu etkinlestirmesini saglarlar. Bu yanit genellikle, mitokondrilerde
sitokrom-c’nin salinmasini baslatan proteinleri kodlayan genlerin yazilimini etkinlestiren

p53’e ihtiyac duyar. Kaspaz etkinlesmesi, Bcl-2 ve IAP (Apoptozisi Inhibe Edici Protein



Ailesi) tarafindan diizenlenmektedir. Apoptozis siirecinde Bax yolagi ve Fas yolagi olarak
birbirleriyle iliskili iki yolak etkindir ve bu iki yolagin da son noktasi kaspazlarin
aktivasyonudur. APO-I veya CD95 olarak da bilinen Fas, timoér nekroz faktori (TNF)
reseptor ailesine Uye olan bir hiicre zar1 proteinidir. Fas yolaginda parakrin ya da otokrin
olarak iiretilen bir Fas ligand1 (FasL) Fas reseptoriine baglanir ve bu reseptoriin hiicre igi
6lum bolimi daha sonra kaspaz 8’i aktive edecek olan adaptor proteinlerin eslesmesini
yapar. Kaspaz 8, hiicre yikimim1 baglatmak i¢in diger kaspazlar1 aktiflestirir
Bax yolaginda ise, Bax kanal proteini mitokondri zarmma bir kaspaz aktivatorii olan
sitokrom-c kacagini kolaylastirmak igin girer ve siire¢ diger kaspazlarin aktivasyonu ile

hiicre yikimina kadar ilerler (6,7).

Calismamizda etkinligini arastiracagimiz Iniilin; sogan, sarimsak, pirasa, hindiba ve
enginar gibi birgok sebzede bulunan bir fruktoz oligomeridir (8). ince bagirsakta sindirimi
ve emilimi gerceklesmezken, kolonda yarali bakteriler tarafindan emilimi s6z konusudur
(9). Basta kalsiyum olmak iizere bir¢ok mineralin emilimini etkileyerek, kemik mineral
yogunlugunu arttirir ve osteoporoz riskini azaltir. Ayn1 zamanda bagisiklik sitemini uyarir,
karaciger de yag yapimini azaltir, hiperinsiilinemeyi onleyerek karsiyovaskiiler hastalik
riskini diisiiriir. Inulin’in kotii huylu tiimérlerin gelismesini engelleyerek veya azaltarak,
kalin bagirsak kanseri riskini diigiirdiigline dair ¢caligmalar da bulunmaktadir (10). Enginar
bitkisinde bulunan diger fonksiyonel besin bilesenlerinden Cynarin’in ise, insanlarda
yapilan c¢aligmalarda antioksidan savunma sistemi iizerinde potansiyel olumlu etkileri
oldugu saptanmistir (11). Baz1 ¢alismalarda ise, karaciger koruyucu etkisinin yani sira
kolestrol biyosentezi inhibe ederek, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu
sagladig1 gozlemlenmistir (12).

Bu ¢alismamizda, Hep3B hicre soyunda apoptozis ve inflamatuar sirecte, enginar
bitkisinin polifenollerinden Cynarin ve Iniilin’in uygun konsantrasyonlarda etki
mekanizmalarina bakilacaktir. Apoptotik belirteclerden; kaspaz 3, SMAC-Diablo, Apaf-1
ve sitokrom-c; infalamasyon sitokinlerinden IL-1B, IL-6 ve TNF-a diizeylerine

bakilacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. SAGLIK VE BESLENME

Diinya Saglik Orgiiti (DSO-World Health  Organisation (WHO))’nun
tanimlamasina gore saglik ‘’fiziksel, zihinsel ve sosyal yonden tam bir iyilik halidir’’.
Beslenme ise; biiyiime, gelisme, yasamin siirdiiriilebilmesi ve saghigin korunmasi igin
besinlerin kullanilmasidir. Beslenme biliminin konusunu, beslenmede esas olan besin
Ogelerinin tiirleri, miktarlari, 6zellikleri ve viicut calismasindaki gorevleri; besinlerin
birlesimi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, {iretimden tiiketime degin uygulanan islemlerin
besin kalitesi iizerine etkileri; degisik yas, cinsiyet, calisma ve 6zel saglik durumlar1 olan
birey ve/veya toplum i¢in en uygun beslenme planlarmin ve yaklagimlarin belirlenmesi

olusturur (13).

Toplumda 6nemli oranda morbidite ve mortalite nedeni olan beslenmeye bagh
gelisen hastaliklar bu konuda toplumun egitilmesi ile biiyiik oranda azaltilabilir (14). Bu
ylizden beslenmenin amact; bireyin yasi, cinsiyeti ve i¢inde bulundugu fizyolojik ortama
gore gerekli olan besin 6gelerinin yeterince alinmasidir. Bu durum her yonden yeterli ve
dengeli beslenme olarak aciklanabilir. Yeterli beslenme, organizmanin yasamini
stirdiirebilmesi i¢in gereken enerjinin karsilanmasi ve viicudumuzun gereksinim duydugu
tiim besin 6gelerinin de gerektigi kadar alinmasidir (15). Bugiine degin yapilan bilimsel
arastirmalar insanin yasami i¢in 50’ye yakin tlirde besin 6gesine gereksinmesi oldugunu
ortaya koymustur (16). Besinler, igerdikleri besin 6geleri ve besin 6gesi olmayan
kimyasallar agisindan farklidir. Viicudun gereksinimi olan besin Ogeleri ve diger
kimyasallarin ¢esit ve miktar olarak yeterli diizeyde saglanabilmesi i¢in degisik tiirde
besinler tiiketilmelidir. Ogiinlerde farkli tiirde besinlerin tiiketilmesi ile dengeli beslenme
saglanabilir. Besin ¢esitliginin az olmasi besin &gelerinin yetersiz alinmasina neden

olabilir. Ayn1 besin grubunda yer alan besinlerin besin 0gesi igerikleri birbirinin ayni



degildir. Bu yiizden yalnizca 4 temel besin grubunun cesitliligi degil, ayn1 grupta yer alan
besinlerin de ¢esitliligi saglanmalidir (17).

Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar, beslenme ve hastaliklar arasindaki iligkiyi
acik bir sekilde ortaya koymaktadir ve epidemiyolojik ¢alismalar beslenmenin kronik
hastaliklarin 6nlenmesindeki roliine isaret etmektedir (18). Bununla birlikte beslenme
destegine ihtiyac¢ artmaktadir. Besleyici 6zellikleri yani sira viicudumuza fizyolojik yarar
saglayan ve/veya kronik hastalik riskini azaltabilen besinlere fonksiyonel besinler
denilmektedir. Bu alanda giderek artan ¢alismalarda, besin bilesenlerinin saglik iizerinde
olumlu etkilerinin olduguna, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin

onlenmesine katki bulunduguna dair iliskin sonuglar vermektedir (19).

4.1.1. Flavonoidler

Polifenoller, izoflavonlar ve flavonoidler antioksidan etkinligi giicli mikro
besinlerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle sayilan fitokimyasallar oksidasyonun yarattigi hasara
karsi LDL oksidasyonu inhibe ederek hiicreleri korurlar. Ayni zamanda polifenoller
steroidlerin metabolik profilini ve p450 substralarin1 degisime ugratict etki gosterdikleri
belirlenmistir (20).

Fenolik ve protein yapidaki bu antioksidanlar bulunduklar1 dogal ortam olan
gidalarla yapilarini koruyabilirken, sindirim yoluyla viicuda alindiklarinda bir takim
yapisal degisikliklere ugrayabilmektedirler. Ozellikle polifenol ve protein yapisindaki
antioksidanlarin aktiviteleri konusunda ¢ok fazla bilgi mevcuttur (21). Polifenoller
enzimlerin aktiviteleri {izerinde azalmaya veya artmaya yol agmaktadir. Fraga ve ark.
polifenollerin pankreatik lipaz enziminin aktivitesini azalttiklarin1 gosterirken; Baxter ve
ark. yaptig1 ¢aligmada ise, fenollerin diyetle beraber alinan ve mide-bagirsak sisteminde
bulunan enzimlerle etkilesime girerek besin 0gesi kaybina ve toksik etkilere
ulasabilecegini bildirmislerdir (22,23).

Genel olarak bakildiginda, flavanoid ve polifenol bilesiklerini igeren beslenme,
kanser hiicrelerinde antiproliferatif ve apoptozisi indiiklemesi seklinde etkiler

goOstermektedir (24).



4.1.2. Enginar

Enginar Astracea familyasinin ¢ok eski bilinen, kapitula denilen olgunlagsmamis
enginar basi, yenilebilir etki yapraklar1 ve tablasindan olusan diinya ¢apinda yetistirilen bir
bitki tiiriidiir. Ayn1 zamanda posa, vitamin, fenolik bilesikler, iniilin ve mineralden
zengindir (Tablo 4.1) (25,26)

Besin Ogesi Miktar
Enerji (kcal) 32
Su (g) 89.22
Protein (g) 2.46
Yag (g) 0.20
Karbonhidrat (g) 2.62
Lif (g) 4.74
Tuz (mg) 164
Demir (mg) 0.88
Sodyum (mg) 65
Fosfor (mg) 51
Kalsiyum (mg) 99
Magnezyum (mg) 55
Potasyum (mg) 425
Cinko (mg) 0.53
C vitamini (mg) 9.6
Riboflavin (mg) 0.040
Niasin (mg) 0.866
Tiamin (mg) 0.042
A vitamini (mg) 4

B6 vitamini (mg) 0.078

Tablo 4.1. Enginarda bulunan besin 6geleri miktarlari (100g) (TirkKomp) (27)



Enginarin mineral igerigi yetistirildikleri bolgeye, mevsim farkliliklarina ve
genotiplerine gore degiskenlik gostermektedir (28).

Enginar yapraklar1 gegmisten gliniimiize alternatif tipta kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda dispeptik, antioksidatif, koloretik, kolestrol diisiiriicii ve antikarsinojenik
etkileri oldugu gosterilmistir (29).

Lupetti ve ark. yaptig1 calismada 6 hafta boyunca 28 hiperlipidemik bireyden
18’ine 20ml enginar suyu verilmistir. Total kolestrol (TK) ve LDL (Low Density
Lipoprotein) diizeylerinde bir diisiis saptanmazken, endotel fonksiyonlar Gzerine olumlu
etkiler gosterdigi belirlenmistir (30). Diger bir ¢alismada ise; TK diizeyi 210mg/dl ‘den
yiiksek olan hiperlipidemili bireylerde enginar yaprag: ekstrati TK degerinde anlamli bir
diistis saglamistir (31).

Aym zamanda Miccadei ve ark. rat hepatosit hicre kiltiri ve insan hepatoma
kanser soyu olan HepG2 hiicre soyunda yapilan hiicre kiiltiirii caligmasinda enginar ekstrati
GSH diizeyindeki azalmayi onlerken HepG2 hiicrelerinin yasam siiresini azalatarak
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (32).

Enginar gii¢lii bir antioksidan olarak kabul edilmekle birlikte olusan oksidatif

streste doza bagimli olarak stresi inhibe edici etki gosterdigi bulunmustur (33).

4.1.3. Cynarin (CYN)
Cynarin (CYN) Astracea familyasindaki bitkilerde bulunan bir dikafeoilkinik asit
tiirevidir (Sekil 4.1) (34). En fazla enginarda bas ve yaprak kisimlarinda bulunmaktadir

(35).
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Sekil 4.1. Cynarin (1,3-O-dikafeoilkinik asit)



Flavonoidlerin in vitroda direkt hiicre ile muamele edildiginde ortaya ¢ikan etkisi
ile organizmadaki indirekt etkileri farklidir. Immiin cevaplari degistirmesi olasidir.
Atasever ve ark. yaptigi ¢alismada CYN’nin 16semik hiicreler tizerinde dogrudan sitotoksik
etkisinin %20 oraninda oldugu gosterilmistir (36). Slanina ve ark. yaptigi ¢alismada ise;
400 pM’ kadar uygulanan konsantrasyonlarda HelLa hicreleri Uzerinde herhangi bir
sitotoksik etki gozlemlenmemistir (34).

Gebhardt ve ark. yaptig1 bir ¢alismada disi Sprague-Dawley ratlardan izole edilen
hepatositlere 3 UM CYN eklenerek hepatoprotektif etkilerine bakilmistir. Calismanin
sonucuna gore CYN’nin t-BPH (tert-butyl hidroperoxide) indikli malondialdehit (MDA)

dretimini azalttigi bulunmustur (37).

4.1.4. Iniilin

Iniilin ilk olarak 1804 yilinda Alman bilim adami Rose tarafindan “’Inula
helenium’’ (andizotu) ‘danizole edilmis, ancak iniilin adin ilk olarak Thompson 1808’ de
kullanmistir (38). Fruktoz monomerlerinin polimeridir ve sogan, sarimsak, enginar ve muz
da mevcuttur. Kimyasal olarak iniilin B-(2-1) fruktozil-fruktoz baglar1 igeren farkli
biiyiikliiklerde karbonhidratlardir. Bazen bir terminal glikoz iinitesi icerebilmekte ve GFn

veya Fn olarak isimlendirilmektedir (Sekil 4.2) (38).
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Sekil 4.2. Iniilinin kimyasal yapist
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Kisa bagirsakta ki enzimatik hidrolizler, beta baglarindan meydana gelen inilini
olusturur. Bu nedenle, kalin bagirsaga girer ve neredeyse tamamen mikroflora tarafindan
metabolize edilir (39). Fermente oldugu zaman, asetattan propionata doniisiimiin azalmasi
karbonhidrat icin dnemli risk faktorii olan serum kolestrol ve LDH degerini azaltir (40).

Iniilin aym zamanda insan kalin bagirsaginda probiyotiklere benzer etki gosterir.
Bifidobakterilerin biiyiimesinde uyarici etki gosterirken, patojenik bakterilerin (E. Coli,
Salmonella gibi) biyimesini inhibe etmektedir (41).

Rafter ve ark. yaptig1 bir ¢alismada, intlin’in kolon kanserinde kolorektal hiicre
proliferasyonun azalmasina, nekrozisin uyarilmasinin, genotoksinlerin etkilerinin ve
interlokin-2 (IL-2) saliniminin azalmasini saglamaktadir (41).

Cani ve ark. Inulin’in alt grubu olan oligofruktozlarin yetiskinlerde total enerji

aliminin azaldigin1 géstermislerdir (42).

4.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1r oldukc¢a
reaktiftirler. Ortaklanmamis elektron, genel olarak iist kisma yazilan bir nokta ile gosterilir.

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan
birisinin kalarak homolitik béltinmesidir.
XY —>X+Y
2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesidir. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron

atomlarin birinde kalirlar. Bdylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana

gelirler.
X:Y -5 X+Y"
3. Normal bir molekule tek bir elektron eklenmesidir.
A+e > AS

11



Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yukli, negatif yukli veya elektriksel olarak nétral
olabilirler (43). Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu?*, Fe** ve Mo**
gibi gecis metallerinin de ortaklanmis elektronlar oldugu halde serbest radikale olarak
kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1 serbest

radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (44,45).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlar1 bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil
ve makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da; serbest radikallerin

fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (46).

4.2.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Oksijen, aerobik yasayan tiim canlilarin temel yasam kaynagi olan, 8 atomlu ve
dogada dioksijen (O;) olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz konumu enerji

diizeylerinde bulunan elektronlarin yapisi ile iliskilidir.

Oksijen molekiiliindeki ayn1 yonde donen iki elektrona sahip 2P son orbitali
onemlidir. Bu orbitallerden herhangi bir elektron bir orbitali birakip digerine gegtiginde
veya farkli orbitallerde farkli yonde dondiigiinde ‘singlet O,” olusur. Orbitalden birine ters
dontslii bir elektron veya ikisine ters dontislii iki elektron daha gelirse oksijen radikalleri

ortaya cikar.
0O, + e- —» Oy (stiperoksit radikali)

Olusan bu radikaller eslesmemis tek elektronlar1 nedeniyle ¢ok kararsizdirlar ve
hizla ortamdan kaybolurlar. Ancak ortamda kaybolmadan oOnce sahip olduklar1 tek
elektronu bir baska molekiile vererek (oksidasyon) veya bagka bir molekiilden elektron
alarak (rediiksiyon) elektronlar1 ¢ift olarak bulundurma egiliminde bulunurlar. Bunlarin
sonucunda etkiledikleri nonradikal durumdaki yap1 radikal yapiya doniisiir. Bu 6zellikleri
nedenli ile reaktif oksijen molekdlleri radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki grupta
incelenebilir (Tablo 4.2) (47).
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I-Radikaller I1- Radikal Olmayanlar

Superoksit Radikali 0O Hidrojen Peroksit H,0,
Hidroksil Radikali OH Lipid Hidroperoksit LOOH
Peroksil Radikali ROO Singlet Oksijen 0,
Alkoksil Radikali RO Ozon Os
Semikinon Radikali HQ Azot Dioksit NO,

Tablo 4.2. Radikal 6zellikli olan ve olmayan reaktif oksijen molekdilleri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tim énemli
bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki ROS’lar, stperoksit anyonu (207), hidroksil radikali (OH), nitrik oksit
(NO), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest

radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar (48).

4.2.1.1. ROS’larin Biyolojik Aktiviteleri

Pek cok fizyolojik ve patolojik durumlarda, organizma yiksek oranlarda
oksidanlarla ve serbest radikallerle karsi karsiya gelebilir. Metabolik hizin ve oksijen
basincinin artmasi ile redoks etkinlikli ksenobiyotiklerin aliminin artmasi yaninda hiicresel
antioksidan yetersizligi sonucunda da oksidan baskinin artabilecegi gosterilmistir (49,50).
Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir (51). Bu dengenin ROS’larin artis1 ile bozulmasi hiicrelerde veya tiim
organizmalarda meydana gelebilecek bir hasarla sonuglanabilir. Bu hasarin biiytikligi
ROS’larin olusum hizi ile oksidatif hasar1 6nleyen, sinirlayan ya da tamir eden koruyucu

mekanizmalar arasindaki dengeye baglidir (44,45,52).

Radikalik reaksiyonlar, zincir reaksiyonlar olup, genel olarak U¢ basamakta
incelenirler. Baglama safhasi, radikalin olusumunu kapsar. Sonra ilerleme basamag: gelir.
Ilerleme basamag:, ara iiriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller iizerinden yiiriir. Bu

sirada hiicresel tahribatlar meydana gelir (Tablo 4.3).
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Etkilenen Bilesik Olusan Hasar

Protein denaturasyonu, enzim inhibisyonu,
Doymamis ve kiikiirt igeren aminoasitler capraz baglarin olusumu, organ ve hiicre

gecirgenliginde ki degisimler

Niikleik asit bazlar1 Hiicre dongiisinde ki degisimler ve

mutasyon olusumu

Karbonhidratlar Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim

Hyaluronik asit Synovial sivinin viskozitesinde degisim

DNA Bazi modifikasyonlar ve zincirde kirilmalar

Antioksidanlar Denatirasyon  ve  peptid  zincirinde
kirilmalar

Kofaktorler a-tokoferol ve [-karoten gibi

antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

Doymamius lipidler Nikotinamid ve flavin igeren kofaktorlerin

aktivitesinde azalma

Norotransmitter Seratonin ve epinefrin gibi norotransmitter

miktarinda ve aktivitesinde azalma

Tablo 4.3. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller

Ilerleme reaksiyonlari, ya sonsuz devam eder ya da radikal yakalayici maddeler
yardimi ile sonlanir. Radikal yakalayict maddeler, hiicrenin saglikli gelisimi igin
gereklidirler. Eger serbest radikaller, radikal yok ediciler tarafindan yakalanamazlar ise;

sitotoksisite ortaya ¢ikar (53).

Oksijen radikallerinin hiicrede meydana getirebilecekleri hasarlar hiicrenin pek ¢ok
boliminu etkiler (54). Yaslanmada, ateroskleroz ve diyabet olusumunda, immiin yanitta,
kanser radikallerin hedefi DNA ise; DNA zincir kiriklar1 ve baz degisiklikleri meydana
gelebilmektedir (55). Hiicre hasarinin morfolojik degisiklikleri hiicrede bazi kritik

biyokimyasal sistemlerin bozulmasindan sonra goriiniir hale gelir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Hiicre hasarinda 6nemli olan biyokimyasal yollar

4.2.2. Serbest Radikallerin Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Artan serbest radikallerin plazma ve organel membranlar1 {izerinde baslattiklari
lipid peroksidasyonudur. Hiicre zar1 ekstraselliiler ortamda bulunan oksijen radikallerinin

temel hedefi oldugu icin biiylik 5nem tagimaktadir.

Lipid peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asitleri, oksijen ve metal
katalizorleri bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin
olusumuna neden olmaktadir. Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon drinleri
araciligr ile lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman
hiicresel yap1 ve fonksiyon hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Yapisal hasarin derecesine gore,
plazma membraninda akigkanligin azalmasi, membran gecirgenliinin degismesi,
membran potansiyeli azalmasi, membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma gozlenir.
Lizozomal ve mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu
ile organel iceriginin hiicre i¢ine salinmasi sonucunda proteoliz hizlanir ve doku hasari
siddetlenir. Membran gecirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi i¢in ¢ok onemli olan
potasyum ve magnezyum iyonlarinin konsantrasyonlart degisir ve buna bagli olarak

protein sentezinde inhibisyon gergeklesir (Sekil 4.4) (56).
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Sekil 4.4. Lipid peroksidasyonunun olusum mekanizmasi

Lipid peroksidasyonunun olusumu, membran fonksiyonunun bozulmasina,
membran akiskanliginin azalmasina, membran reseptér ve enzimlerinin inaktivasyonuna,
Ca*? gibi iyonlara kars1 gegirgenligin artmasina neden olur (57). Lipid peroksidasyonunun
son urunu olarak MDA olusur ve hiicre membranindan kolayca hiicre i¢ine diffiize olabilir

ve hiicre i¢indeki schift bazlar ile birleserek lipofuksin seklinde sitoplazmada birikir.

4.2.3. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin 6zellikle duyarli aminoasitler ile
direkt etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Metionin, sistein gibi terminal stilfidril
grubu bulunduran aminoasitler ile triptofan, tirozin, fenilalenin, histidin gibi aromatik
aminoasitler, oksidasyona en fazla maruz kalan molekullerdir. Oksidasyon sonucu
proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini
etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri, 6zellikle
serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar1 i¢in protein oksidasyonu ile

onemli hiicresel membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir (58).
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4.2.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar (CHO) Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin etkisiyle, monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit, peroksit ve okzoaldehid yapisinda iirlinler meydana gelir. Okzoaldehidler, DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz bag olusturabilme 6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Bu yiizden kanser ve yaslanma gibi olaylarda etkili

olduklar diistiniilmektedir (59).

4.2.5. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Oksijen radikallerinin bir diger 6nemli hedefi de DNA’dir. Herhangi bir nedenle
olusmus serbest radikaller ve 6zellikle MDA, DNA ile tepkimeye girerek mutajenik etkiye
neden olurlar (43,44,60). DNA’nin temel yapitasi olan niikleotidin yapisi i¢inde yer alan
purin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini gosterdigi bolgelerdir. Ozellikle
guanin bazinin bu radikaller aracilig1 ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin

yapist degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (61).

Oksidatif hasar, timor olusumunda rol oynar. DNA zedelenmesine, onarilmazsa
mutasyonlara, tek veya cift zincir kiriklarina, kromozom kiriklarina ve kopan pargalarin
degisik yerlere yapigsmalarina neden olur (62). DNA’da oksidan ajanlar ve serbest
radikaller ile olusturulan hasar, DNA’nin baz veya seker yapisinda olabilir. Ayn1 zamanda
DNA-protein veya DNA-DNA arasi ¢apraz baglanmalar olusabilir. DNA’nin seker
yapisindaki hasarlar deoksiriboz karbonlarinin birinden H atomu ¢ikartilmasi ile baglar. Bu
olayin en O6nemli sonucu ise iplik kirilmalart ve baz salinimidir. Seker yapisindaki

hasarlarin biiyiik cogunlugunda, 3’ ve 5’ fosfomonoesterleri olusur.

DNA’ya en fazla zarar veren radikal OH’dir. OH hem baz dizilerinde hem de
riboz-fosfat baglarinda kopmalara yol acarak DNA’da hasara neden olur. E.Coli iizerinde
yapilan caligmalarda radikaller sonucu DNA’da endoniikleaz III ‘e duyarli yeni kesim
bolgeleri olustugu ve bunun sonucu olarak da DNA’da 6zgiin kiriklar meydana geldigi
gosterilmistir (63). O, ve H,O, DNA’da 6zgiin kiriklara yol agmalart ve de onkogen

aktivasyonuna neden olduklari i¢in karsinogenezisde biiyiik 6nem tasirlar (64).
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4.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif stres denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum, serbest radikal
olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte

olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Sekil 4.5) (51).
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Sekil 4.5. Oksidatif stres

Oksidatif stres bir¢cok hastaligin gelisimine molekiiler anlamda temel olusturur.
Metabolizmada iiretilen serbest radikallerin fazlasinin olugsmamasi i¢in ¢ok erken
sathalarda indirgenmesi biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati éneme sahiptir.
Radikaller tepkimelerin sonlanmasi igin ise ya olusan radikallerin birbirleri ile tepkimeleri
ya da ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi gerekmektedir. Oksidatif stresin
olusturdugu hastaliklar arasinda; ateroskleroz, diyabet, myokardiyal enfarktiis,
hipertansiyon, yaslanma, alzheimer, parkinson, huntington sendromu, otoimmiin
bozukluklar, akut ciger hasari, akut solunum zorlugu, inflamasyon, hipoksi ve kanser yer

almaktadir (65).
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Oksidatif strese tedavi olarak kullanilan bir¢cok antioksidan vardir. Bunlarin bir
kismi1 viicudumuzda bulunurken ya da beslenme sirasinda alinirken, bir kismi sentetik

olarak tretilir. Birgok antioksidan ters etki gostermeden serbest radikal hasariyla savasirlar.

4.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Oksijen radikallerinin hiicre ve dokularda yaratacaklar1 zararli etkilere karsi,
hiicrelerde kendilerini radikallere karsi korurlar. ROS’larin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir.

Bunlar ¢ antioksidan savunma mekanizmalari’ olarak bilinirler.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, molekiillerin
neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirken,

serbest radikallerin yapisini bozarak etkilerini inaktive ederler (Sekil 4.6).

Exslegmemils Ebeliron

ANTIOKSIDAN
o D5 -t:i" —

J >
B e e P i, W
= " 9> - / e -_

P @) ? L (D
3 3 * 2

SERBEST RADIKAL
Sekil 4.6. Antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkilerini nétralize ederler

Hiicre dis1 savunma (preventif antioksidanlar), alblimin, bilirubin, transferin,
seruplazmin, {irik asit gibi ¢esitli molekulleri icermektedir. Hiicre ici serbest radikal
toplayict enzimler (enzimatik antioksidanlar) asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir.
Bu enzimler siperoksit dizmutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum

gibi eser elementler ise, bu enzimlerin fonksiyonlari igin gereklidir (66).

Antioksidanlar, oksidatif strese kars1 etkilerini dort sekilde gosterirler. Ornegin; a-

tokoferol, lipid faz zincir kiran bir antioksidan olarak zincirleme sekilde ilerleyen lipid
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peroksidasyonu gibi serbest radikal iireten basamaklara etki ederek reaksiyonlart kirar.
Glutatyon gibi antioksidan molekuller ise, direk olarak ROS konsantrasyonunu azaltirlar.
SOD gibi antioksidan enzimler serbest radikal iiretimini baslatan ilk radikali etkisiz hale
getirirler. Bu maddeler ise gecis metalleri ile selat olusturarak etkilerini gosterirler. Bu
yolla laktoferritin, transferin ile ferritin demirle, seruplazmin ve albiimin ise bakir ile

uyarilan oksidan stresi engellerler (67).

Bu sistemler enzimatik ve non-enzimatik diye iki kisma ayrilirlar (Sekil 4.7).

ANTIOKSIDANLAR
L L
ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Primer Enzimler Mineraller . .| Vitaminler
SOD, CAT,GPx  [* Cinko, Selenyum |7 | A,C,EK
Karotenoidler . | Organosiilfiir
. f=karoten, likopen, luten B "1 Bilesikleri
Sekonder Enzimler hh:ﬂ; iilfit
Glutatyon rediiktaz, indoller
b . — . oller
(Tl'ka'"-'_f" fosfat Diisiik Mol Kiitleli Antioksidanlar |
dehidrojenaz Glutatyon, arik asit
| KolakiGrler
Koenzim Q10
Polifenoller [—
¥ ¥
Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidroksi-
Sinnamik
r ¥ ¥ Asiiler
Flavonaoller Flavanoller Antosivanidinler
Quercetin, Catechin Siyamudin,
kaemferol EGCG Pelagonidin
. ! Hidroksi-
Bemmik
Lioflavanoidler Flavanonlar Flavonlar Asiiler
Cemisten Hesperitin Chrvsan

Sekil 4.7. Enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar
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4.5. PROGRAMLI HUCRE OLUMU (APOPTOZIS)

Apoptozis terimi ilk olarak 1972’de J.F.K Kerr tarafindan nekrozdan farkli olarak
gerceklesen fizyolojik hiicre olimiinti ifade eder (68). Birgok hiicre bolinme ve
boliinmeme ya da ¢ogalma ve Oliim arasinda siirekli bir ardisik 6zellik gostermektedir.
Ozellikle ¢ok hiicreli organizmalarda, hiicrelerin sayis1 belli mekanizmalarin kontrolii
altindadir. Bu kontrol, hiicre boliinme oraninda oldugu gibi ayn1 zamanda hiicre 6liimiinde
de vardir. Eger hiicrelere daha fazla ihtiyag yok ise, hiicre i¢i O6liim programinin

aktivasyonu ile hiicre intihara gider. Bu siirece programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis)

denir (Sekil 4.8) (69,70).
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. Biyilime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hilere proteini
eksikligi . TRADD - DNA
Aderyonun kaybah . FLIP )
. Olitm reseptirleri- . Bel-2 ailesi |
nin uyarilmasa . Sitokrom ¢ Komsu hilereler veva
. Radvadvon . p53 makrofajlar tarafimdan
. Kemoterapi . Mdim2 fagosite edilen apoptotilk

.Seramid cisimeikler

Sekil 4.8. Apoptozisin genel gérinim

Apoptozise neden olan sinyaller hiicre disindan gelebildigi gibi, hiicre i¢cinden de
kaynaklanabilir. Hiicre dis1 kaynakli sinyaller, Tiimor Nekroz Faktor Reseptorii (TNF-R)
ya da Fas reseptori yolu ile iletilirler. Hucre icinden gelen sinyaller ise, hiicrenin
mitokondrisine gelen uyarilardir ve uyaranlar sonucunda apoptotik mekanizma aktive olur.
Giliniimiizde apoptozis sirasinda hiicre iginde olusan degisikliklerinin ¢ogunun

sitoplazmada yer alan kaspaz adli proteazlarin aktivasyonu ile olustugu ortaya konmustur.
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Bir uyar1 sonrasinda birbirlerini proteolitik olarak aktive eden kaspazlar, aktivatér ve
efektor etkili iki gruptan olugmus olup, hedef proteinlerini pargalayarak apoptozisle
sonuglandirilir (71). Hiicrelerde apoptozise neden olan veya olusumunu engelleyen pek

¢cok madde bulunur (Tablo 4.4).

Apoptozisi Aktive Eden Apoptozisi inhibe Eden
TiUmor Nekroz Faktor (TNF) Blylme Faktorleri
Biiylime Faktori eksikligi P35, IAP, crmA
Onkogenler (p53) Sistein protez inhibitorleri
Serbest Radikaller TUmMOr olusturan ajanlar

Anti kanser ilaglar
Tablo 4.4. Hiicrelerde apoptozise neden olan ve inhibe eden etkenler

Apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik
degisim gozlenir. Hiicre kiiciilmeye ve kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti degisir ve
¢ekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (72). Cekirdek DNA’sinin
parcalara ayrilmast DNA’y1 parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesinin arttifindan

onemli role sahiptir. Bu enzim aktivasyonu Ca/Mg oraninin fazla olusuna bagli olabilir

(73).

Apoptozise ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin kesilmesi sonucu
sitoplazma ¢ekilmeye ve kiigiilmeye baglar. Kromatin ve cekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin parcalanmasi sonucu ¢ekirdekte kondensasyon baslar. Hiicre biiziilmeye ve
kiiciilmeye devam eder ve makrofajlarin taniyabilece§i ve normal hiicrelerden daha kolay
ayirt edilebilecegi membranla cevrili kiigiik parcalara ayrilir. i¢lerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller ve bazilarinda ¢ekirdek parcalari da mevcut olan apoptotik cisimler

meydana gelir ( 70,74).

Apoptozis embriyonik gelisim esnasinda, hiicre c¢ogalma ve farklilasmasinda
gerekli olmayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda, organ ve ekstremitelerin

sekillenmesinde, i¢i bos olan organ ve sistemlerin olugmasinda rolii oldukca biiyiiktiir.
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Apoptozis, gelisimindeki etkilerinin yaninda yaslanmada, kalp-damar sisteminde yer alan
aterosklerozun olusumunda, iskemi sonrasi perfiizyon hasarinda, viral patogenezde ve

timor gelisiminde etkin rolii oldugu bilinmektedir.

4.6. KANSER VE APOPTOZIS ILISKIiSI

Oliim nedenlerinin basinda gelen ve yiiksek 6liim insidansina sahip olan kanser pek
cok hiicre ve dokuyu etkileyebilen karmasik bir mekanizmaya sahiptir. Neoplazi, herhangi
bir sinirlama veya sonlanma gostermeyen, konak canlilarin kontrol mekanizmalar1 disinda
hareket eden, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan anormal bir doku kitlesidir.
Neoplaziler genel olarak tiimor adin1 alirlar ve kanserlesen ve kanserlesmeyen olarak iki

gruba ayrilirlar.

4.6.1. Kanser Olusumu (Karsinogenezis)

Kanser biiylime Ozellikleri kaybolmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik
genetik hastaliklarin en sik ve komplike olanmidir. Bu nedenle, hiicre diizeyinde
diistintildiigiinde kanser genetik bir hastaliktir. Yapisal kromozom anomalileri, say1
anomalileri, nokta mutasyon gibi gen diizeyindeki degisiklikler ve gen amplifikasyonlari

seklinde olabilir.

Kanser multifaktoriyel olup, bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima,
cevresel faktorlerden beslenme aliskanlhigina ve kimyasallara kadar birgok faktor kanser
olusumunda rol almaktadir (75). Kansere sebep olan fiziksel etkenler icinde, radyasyon,

181, giines 15181 ve mekanik darbeler bulunmaktadir.

Kanser olusumunda baslangi¢c asamasinda genotoksik bir etken DNA’da mutasyona
neden olur. Bir kez hucre siklusu tamamlandiysa mutasyon geri doniisiimsiiz hale geger.
Uyaranlar tarafindan poliferasyona neden olan bazi1 epigenetik degisimler meydana gelir.

Bu degisimler iizerine hem poliferasyon artar hem de ¢ok sayida mutasyonun
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gozlemlendigi degisimler meydana gelir. Bunun sonucunda kanser olusumunda ve

yayilimin da agresif siire¢ gozlemlenir (Sekil 4.9) (76).
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Sekil 4.9. Kanser olusum mekanizmalari

4.6.2. Kanser Olusumunda Rol Oynayan Genler

Kanser olusumunda genetik olarak degisime ugrayan genler, onkogenler ve timor

baskilayici genler olmak tizere iki gruba ayrilirlar (77).

Proto-onkogen olarak da isimlendirilen bu genler tarafindan kodlanan proteinler,
hiicre biiyiimesinde ve gelismesinin kontrollinden sorumludurlar. Onkogenler, biyime
faktorleri ve reseptorlerini, sitoplazmik protein kinazlari, apoptozis diizenleyici {iriinleri,
hiicreler arasi sinyal iletiminde gorevli GTP baglama proteinleri gibi islevsel olarak dnemli
proteinleri kodlarlar ve ¢gogunlukla transkripsiyon faktorleri olarak gorev yaparlar (Tablo
4.5).
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Proto-onkogen iiriinlerinin islevleri Ornekler

DNA kirpilma kontrolii (nucleus) Myc

Hormon/¢ogalma faktor baglanmasini Src (membran bagh tirozin kinaz)

bildirici protein

GTP-baglayan protein ylzeyden nukleusa Ras

sinyal iletiminde rol oynar

Cogalma faktorleri Sis (degismis PDGF- B zinciri)

Cogalma faktor reseptorleri erb-p, fms (M-CSF)

Tablo 4.5. Proto-onkogenlerin islevleri

Buyumenin dizenlenmesini kontrol eden proteinler olan proto-onkogenler,
onkogen haline doniisiimii hiicre biiylimesinin kontrol mekanizmasin1 bozmakta, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalarmma ve biiylimelerine yol agmaktadir (78). TUmor
baskilayici genler ise, hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde gorevli olan Bcl2, p53 ve Timor
Nekroz Faktori alfa (TNF-a) gibi proteinleri kodlayan genlerdir. Kanserde onkogenler

aktiflesirken, tiimor baskilayic1 genler ise, inaktif hale gecerler.

4.6.3. Karsinojen Ajanlar

Kansere neden olan veya kanser olusumunu tesvik eden maddelere ‘karsinojen
ajanlar’ ad1 verilmektedir. Canlilar, biiyiik kism1 ¢evresel olan ¢ok c¢esitli karsinojenlerle
yasam boyu karsilasabilir ve bu karsinojenler kanser olusumundaki bu ii¢ asamayi da
etkileyebilir. Karsinojen ajanlara duyarlilik, hiicrenin genetik yapist ile de dogrudan
iliskilidir (77,79).

Karsinojenlerle, DNA Uzerindeki etkilerine gore genotoksik ve epigenetik olarak iki
grupta incelenebilir. Genotoksik ajanlar, dogrudan DNA’y1 etkileyerek hiicrenin biyolojik
olarak degismesine neden olurlar. Epigenetik ajanlar ise, DNA dizisinde degisiklik
yapmadan, etkilerini hiicre boliinmesini uyararak gosterirler. Bu degisiklikler daha ¢ok
DNA metilasyonu, transkripsiyonunun aktivasyonu, translasyon kontroli ve translasyon

sonrasi modifikasyonlar1 degistirerek gen ekspresyonunu etkilerler (79). Karsinojenlerin
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baslica hedefleri proto-onkogenler, tiimor baskilayict genler, apoptozisi diizenleyici genler
ve DNA tamir enzimleridir (Tablo 4.6).

GEN SONUC

Protoonkogenler Kontrolsiiz proliferasyon ve farklilasma
Tiumor baskilayici genler Hiicre siklusunda kontrol kayb1
Apoptozis diizenleyici genler Apoptozis yetenegi kaybi

DNA tamir enzimleri Mutasyon oraninda artis

Tablo 4.6. Karsinojenlerin hiicredeki hedefleri ve sonuglari

4.7. Hep3B HUCRE SOYU

Karaciger kanserleri cogunlukla hepatosit ad1 verilen karaciger hiicrelerinden koken
alirlar. Bu nedenle, karaciger kanserlerinin %85-90’1na hepatoselliiler kanser adi verilir

(80).

Insan hepatoma kanser hiicre serisi olan Hep3B, ilk kez 8 yasindaki siyahi erkek
cocuktan elde edilmistir. Bu hiicreler yapisarak c¢ogalan epitelyal hiicrelerdir ve
homosapiens ailesindendir. Hep3B hatt1 entegre olmus Hepatit B viriisii genomu igerdigi
Icin biyogiivenilirligi 2. seviyededir. Ayni zamanda timdrjenik &zelliklerinden dolayi
farelerde tiimér olusturduklar saptanmustir. Ozellikle Hepatit B viriisiiniin yaygin oldugu

Gilineydogu, Asya ve Giiney Afrika’da goriliir (81).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1 KULLANILAN CIiHAZLAR VE KiIMYASALLAR

5.1.1 Kullamlan Cihazlar

CO, inkubator

Invert Mikroskop

Fluoresan mikroskop

Isik Mikroskobu

Su banyosu

Elektronik Hassas Tart1
Mikrosantrifj

Vortex Mixer

3D Blot Mixer

Trans-Blot Turbo (Membran Transfer Sistem)
Chem analyzer- ELISA

pH metre

Kuru 1s1tic1 ve bloklari

Poset yapistirma makinesi CNT 300

ECL goriintiileme cihazi

(SANYO)
(OLYMPUS)
(OLYMPUS)
(OLYMPUS)
(MERMERT)
(RADWAG)
(HERAUS)
(LABNET)
(CLEAVER SCIENTIFIC)
(BIO RAD)
(CHEMWELL)
(METTER TOLEDO)
(THERMOLYNE)
(CAS)

(Azure Biosystems C300)
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Qubit® 2.0 Fluorometer

5.1.2 Kullamlan Kimyasallar
Hanks’ Balanced Salt Solution
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetil stlfoksit

Dulbeccos’s Phoophate Buffered Saline (without Ca ve Mg)
Fetal Bovine Serum

DMSO

Thiazolyl Blue Tetra-zolium Bromide
Pen Strep

Trypsin-EDTA %0.25

Iniilin

Tween

Cynarin

BSA

Metanol

B-Merkaptoetanol

PBS tablet

Fluoroshield Mounting Medium with DAPI

(INVITROGENE)

(GIBCO)
(GIBCO)
(GICBO)
(GIBCO)
(GIBCO)
(GIBCO)
(SIGMA)
(GIBCO)
(STEMCELL)
(SIGMA)
(BIO-RAD)
(SIGMA)
(SIGMA)
(MERCK)
(MERCK)
(BIOMATIK)

(BIO-RAD)
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5.1.3. Geregler

Fast pette

Microsantrifij tip

Santrifdj tipu 15 mL

Pipet 10pL-20uL-200uL-1000pul
Pipet Uglar1

Serolojik pipet 5mL-10mL-25mL-50mL
Parafilm

15 mL kapakl tiip

75 cm®lik hiicre kiiltiirii plaklari
25cm?’lik hiicre kiiltiirii plaklari

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklar
Siringa filtresi 0.22 pm

Distile su

5.1.4. Antikorlar ve Kullanilan Kitler

5.1.4.1. Antikorlar

Birincil Antikorlar:

IL-1B Rabbit
IL-6 Rabbit

TNF- o Rabbit

(LABNET)
(COSTAR)
(CITOTEST)
(RAININ)
(AXYGEN)
(SANTA CRUZ)
(BEMIS)
(FALCON)
(NEST)
(ULTRACRUZ)
(CITOTEST)

(TPP)

(ABCAM)
(ABNOVA)

(ABCAM)
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Apaf-1 Rabbit (ABCAM)
SMAC-Diablo Mouse
Sitokrom-c Rabbit

Kaspaz-3 Rabbit

Ikincil Antikorlar:

(CELL SIGNALING TECHNOLOGY)
(CELL SIGNALING TECHNOLOGY)

(CELL SIGNALING TECHNOLOGY)

Goat anti-rabbit HRP Conjugated (BIO-RAD)

Goat anti-mouse HRP Conjugated (BIO-RAD)

Goat anti-rabbit IgG H&L AlexaFluor 488 (ABCAM)

Goat anti-rabbit IgG H&L AlexaFluor 647 (ABCAM)

5.1.4.2. Kitler

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System RTA Transfer Kiti (BIO-RAD)

WesternBright Sirius ICL Kiti

5.1.5. Yazilhhm Programlar

Azure Spot analiz programi1

(ADVANSTA)
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5.2 Hep3B HUCRE SOYU VE COGALTILMASI

Hep3B Hiicre soyunun kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar:

Kiltir Medyumu:

90 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) (DMEM) (Gibco)
10 ml Fetal Calf Serum (FCS) (Gibco)

1 ml L-Glutamin

0,1 mM Pirlvik Asit

200 pl (0.2 ml) Penisilin-Streptomisin (Sigma)

Hiicre Cozme Cozeltisi:

5 ml Hank’s Balanced Salt Solution (Gibco)
2 ml Tripsin/EDTA (Gibco)

2 ml Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma)

Cozdiirme islemi i¢in, sivi nitrojenden (-196) ¢ikarilan insan karaciger kanser hiicre
serisi (Hep3B) 37°C’deki su banyosunda 2 dakika tutuldu. Hiicrelerin zarar gérmemesi icin
1cc FBS eklenerek 75cm?’lik flaska 2cc erimis hiicreler ekildi. Hiicrelerin iizerine kiiltiir
medyumundan 10cc eklenerek 24 saat, 37°C’de %5 CO.’li inkiibatore birakildi. Flasklar
ertesi giin invert (ters yonlii) mikroskopla incelendi ve hiicre yogunlugu %90-%95 olunca
hiicrelerden pasaj alinmasina karar verildi. Istenilen hiicre yogunluguna ulasilana kadar her
giin eski medyum uzaklastirilarak 15cc yeni medyum eklendi ve 37°C’deki CO,

inkibatoriine birakildi.
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Hicreler konfluent olduklarinda CO, inkiibatoriinden alinarak flasklar dik konuma
getirildi ve hiicre tabakasinin oldugu yiizeye pipet degdirilmeden besiyeri ¢ekildi. 5 ml
HBSS ¢o6zeltisiyle hiicreler yikanarak, 2 ml Tripsin/EDTA eklendi ve CO; inkubat6riinde 2
dakika bekletildi. Hiicreler yiizeyden ayrildiginda PBS eklenerek santrifiij tiipiine aktarildi.
Hiicreler 200g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan tiipiin tabaninda Iml kalacak

sekilde uzaklagtildi. 2x25cm? lik flasklara pasajlandi. Her bir flaska 5 ml yeni medyum
eklenerek CO, inkiibatoriine kaldirildi.

Sekil 5.1. Kultiir ortaminda Hep3B hiicrelerinin invert mikroskop ile goriintiilenmesi

(A-20x blyutme B- 40x blyttme)

5.3 MTT HUCRE CANLILIK TESTI

Hucre canlilik testlerinden olan MTT yonteminde mitokondrial aktivitesi devam
eden canli hiicrelerin 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid ile reaksiyona

girerek formazan bilesikleri olusturmalari esasina dayanir.
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MTT Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar:
Medyum:
100ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1x) (DMEM) (Gibco)

Hiicre Sispansiyon Sollisyonu:

Hank’s Balanced Salt Solution (Gibco)

MTT Cozeltisi:

3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) (Sigma) iceren HBSS

cozeltisi

Coziicli Solisyon:

1 :1 oraninda DMSO: Etil Alkol

Bu yontem aktivitesi devam eden canli hiicrelerin 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid ile inkiibasyonlar1 sonrasi formazan kristalleri olusturmalarina ve bu
kristallerin 490 nm’de ve 600 nm’de verdikleri absorbanslarin 6l¢iilmesine dayanir. Olii
hiicreler formazan bilesikleri olusturamadiklari i¢in renk reaksiyonu ve buna bagli olarak

absorbans alinamaz.

MTT testi 96 kuyuluk hiicre kiiltiirii kaplarinda ¢alisildi. Karstirict ve ELISA

okuyucusu kullanildi.

Test edilecek hiicre siispansiyonlarindan, 50 ul ve 100 ul olacak sekilde hiicreler
alind1 ve 96 kuyuluk kiiltiir kaplarina ekildi. Buharlagsmaya kars1 sadece merkezdeki 60
kuyu ekim i¢in kullanildi. Dig kenardaki bos kuyular ise, sadece medyum ile dolduruldu.
Kontrol hiicrelerinden iki seri bir basa bir ortaya gelecek sekilde yerlestirildi. Bu sayede
buharlasma ve/veya sicaklik farkina bagli degisimlerin sonuglar1 etkilemesi Onlenmis

olundu. Ornekler belirtilen sekilde kuyucuklara dagitild1 ve deney gerceklestirildi.

MTT testi i¢in 96 kuyucuklu platelere ilk 30 kuyucuga 50 pl+150 cc medyum,
sonraki 30 kuyucuga 100 ul+100 cc medyum hiicre ekildi. Ertesi giin cynarin ve inalinden

uygun konsantrasyonlarda hticrelere koyuldu. B2-G2 ve B7-G7 kontrol grubudur. 50ul
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hiicreler tizerine; Cynarin’den B3-D3 10, B4-D4 10°, B5-D5 10°, B6-D6 107, 100pl
hiicreler (izerine ise; B8-D8 10*, B9-D9 10°, B10-C10 10° , B11-D11 107, 50pl
hiicrelerin iizerine; inulin’den E2-G2 10* , E3-G3 10, E4-G4 , E5-G5 10° |, E6-G6 ,
100pl hiicrelerin tzerine ise; E8-G8 10™* , E9-G9 10, E10-G10 10° E11-G11 107

konsantrasyonlarinda koyuldu.

5.4. POLY AKRILAMIDE JEL ELEKTROFOREZI (PAGE)

Yiiklii molekiillerin bir elektrik alami i¢inde yiiriitiilerek ayristirilmasi teknigine
elektroforez denir. Elektroforezin ¢alisma ilkesi; molekiil agirligi ve molekiilde bulunan
elektrik enerjisinin jel i¢inden bir yiikten digerine giderken katettigi mesafe farkliliklarin
ele almaktir. Elektroforezde katedilen mesafe, net yiik ile dogru; molekiil biiyiikliigii ve
elektroforetik ortamin viskozitesi ile ters orantilidir. Elektroforez, elektriksel bir alanin

etkisi altinda likid bir ortamda yiiklii solUt veya partikllerin gocudur (82).
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SDS: Oligomerik proteinleri alt birimlerine ayiran bir deterjandir. Bu deterjan
polipeptidlere baglanarak bir kompleks olusturur ve bu olusan kompleks polipeptidlerin

negatif yiikli kalmalarini saglar.

PAGE: Elektriksel ¢ekim kuvveti kullanilarak proteinleri boyutlarina gore ayirmak igin

kullanilan ortama denir.

Protein elektroforezinde amacimiz hiicrede bulunan total protein buyikliklerine
gore siralamak ve hedef proteinlerimizi total proteinlerin i¢inden ayirip isaretlemekti. Bu
amacla once farkli konsantrasyonlarda inulin ve cynarin ile muamele edilen hicre
gruplarindan 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda total protein izolasyonu yapildi. Daha sonra

elde edilen proteinler SDS-Gel elektroforezi ile yuritulerek ayrildi.

5.4.1. Total Protein izolasyonu

Hiicrelerden total protein izolasyonu i¢in RIPA tamponu kullanildi.

50 Mm Tris-HCI, pH 7.4 25 ml 1M
% 0.5 Na-deoxycholate 2590
% 0.1 SDS 059
150 Mm NaCl 15 ml 0.5M
2 Mm EDTA 2ml 0.5M
50 Mm NaF 1.05¢

Final 500 ml

Tablo 5.1. Ripa Buffer Igerigi

Protein izolasyonu icin yapilacak islemlerin tamami +4°C’de gergeklestirildi.
Kullanilan ¢ozeltiler sogutuldu. Kiiltiir medyumu uzaklastirilarak hiicreler iki kere yikama
soliisyonu olan HBSS ile yikandi ve HBSS c¢ekildi. 1 ml soguk Ripa Buffer hiicreler
tizerine eklendi. Kaziyict yardimiyla hiicreler kazinarak Ripa Buffer da ¢6zildi. Daha

sonra tiipe alinan Orneklerin ilizerine proteaz inhibitorii eklendi. Her 10 dakikada bir
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vortekslendi. 15 dakika +4°C’de 14,0009’ de santrifij edildi. Total proteini iceren
supernatan yeni tlplere aligotlanarak -80°C’ye kaldirilda.

Protein miktar tayini fluorometrik olarak Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogene)
cihaz1 ile oOlgildii. Elektroforez sirasinda yiiklenecek ornek hacimleri total protein

miktarina gore ayarlandi.

5.4.2. Protein Elektroforezi

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore siralanmasi ve Western Blotlama ile
isaretlenebilmesi amaciyla SDS-PAGE jel sistemi kullanilmustir (83). Projemizde protein
elektroforezi i¢in kullanima hazir olarak dizayn edilen Bio-Rad marka Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast jelleri kullanildi. SDS-PAGE jellerinde proteinlerin seperasyonu sirasinda

yurutme (running) tamponu olarak TGS yiiritme tamponu kullanildu.

TGS Yiriutme Tamponu (pH: 8,3)

Trisma base (25 mM) 3 gr
Glisin (192 mM) 14,4 gr
SDS (% 10 w/v) 1 gr

Once bir miktar distile suda tim maddeler ¢ozildi ve pH: 8,3° e ayarlanip son

hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi: Aligotlanmis protein drneklerinden birer tiip

alinarak 1:1 oraninda Protein Yiikleme Tamponu (2x Laemmli Sample Buffer #161-0737,
BioRad) ile karistirilip 95°C’de 5dk su banyosunda (Thermolyne) kaynatildi. Protein
Yiikleme Tamponuna kullanmadan once %35 v/v oraninda (950 ml protein yiikleme
tamponu i¢in 50ul olacak sekilde) B-Merkaptoetanol (Merck) eklenmistir. Merkaptoetanol,
proteinlerin disulfit baglarinin indirgenmesini saglarken yiikleme tamponu da proteinleri
denatire hale getirir boylece merkaptoetanol ve kaynatma islemleriyle birlikte proteinlerin

denatiire olarak, jel {izerinde diizgiin bir sekilde yliriiyebilmesi saglanir.

36



PAGE uygulamasinda dengeleme ve ayirma jeli olmak iizere, yogunluklari farkli
iki ayirma ortaminin birlikte kullanilmasi s6z konusudur. PAGE sisteminde ayirici jelin
konsantrasyonu analiz edilecek ornegin yaklasik molekiiler agirligima gore farklilik

gosterirken, dengeleme jelinin konsantrasyonu sabittir.

Hazir olarak alian jel karisimlarindan ayirici jel 6rnegin asil analiz edildigi yap1
olup, calismamizda % 10-12 konsantrasyonuna sahip jeller kullanilmistir. Kullanilan jel
sisteminde de dengeleme jeli, ayiric jelin tistiinde yer almakta ve drneklerin yuklenmesi

icin tarak gozlerinin olusturuldugu bolimde bulunmaktadir.

Jelde bulunan tarak, olusan 6rnek yiikleme gozlerini yirtmadan ¢ikarildi ve drnek
yiikkleme tamponu ile karigtirilmis protein orneklerinden 45 uL (0.1pg/ml olacak sekilde)
kuyucuklara yuklendi. Elektroforez islemi sonunda molekiiler agirliklar1 dogru saptamak
icin kuyucuklardan birine molekiiler agirligi bilinen protein standart’t (marker) olan
Presicion Plus Protein Marker, HRP Conjugated (BioRad) koyuldu. Ornek yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra elektroforez uygulamasi baslatildi. Ornekte bulunan izleme boyasi
ayirma jeli i¢ine girinceye kadar yaklasik 30 mA, 120 V daha sonra 20 mA, 80V akim
uyguland:. izleme boyasi jelin diger ucuna 2 cm uzakliga ulastigi zaman elektroforez

islemi sonlandirilir (82,83).

5.5. WESTERN iSARETLEME

Western Blot (isaretleme); dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknik sayesinde dokuda bulunan bir proteinin varligi,
biiyiikliigii, konsantrasyonu, konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar arasindaki

konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir.

PAGE ile jelde biiyiikliiklerine gore siralanan proteinler isaretleme yapilacak
membrana aktarilmak iizere hazirlandi. Bu islem i¢in 6ncelikle hazir jellerin ii¢ kenarindan
belirtilen yerlerden kirilarak iki levha arasindaki jel agiga ¢ikarildi. Zarar vermeden ortaya

cikarilan jelin iist kenarindaki kuyucuklar ve eger alt kenarinda kalip disina tagan ¢ikintilar

37



varsa, diizgiin bir sekilde bistiiri ile kesildikten sonra, jel pargalanmamasina 6zen

gosterilerek c¢ikartildi.

5.5.1 Proteinlerin Jel’den Membrana Transferi

Calismamizda Trans-Blot® Turbo™ Transfer System RTA Transfer Kit'i
kullanildi. Membran olarak PVDF (Poli-viniliden floriir) membran kullanildi. Membrana,
protein kontaminasyonunu engelemek i¢in dokunulmadan, iki filtre kagidinin arasindan
pens yardimiyla yirttlmamasina 6zen gosterilerek hafifge alinarak 30sn. Metanol’ de
(metanol ve distile su) sallanip rehidrasyon saglandiktan sonra, Transfer tamponu (BioRad
Transfer Buffer, 5x) bulunan kaba alindi. Ayni kap icine jel de alinarak ¢alkalayicida
60rpm devirde 2-3 dakika sallanarak dengeleme yapildi. Transfer filtreleri (kurutma
kagitlar1) de ayni sekilde transfer tamponu ile 1slatildi. Transfer i¢in yari-1slak yontem

(TransBlotTurbo, Biorad) kullanildi.

Transfer kasetine oOncelikle 1slatilmis filtreler yerlestirildi. Ustiine 1slatilip
dengelenmis membran dikkatlice koyuldu. Membranin iizerine dikkatli bir sekilde jel
yerlestirildikten sonra en fiste tekrar filtreler yerlestirildi. Hazirlanan jel-membran
sandvi¢inin kaymamasina dikkat edilerek aradaki hava kabarciklar1 giderildi. Kaset kapagi
siki bir sekilde kapatildiktan sonra kaset yuvaya yerlestirildi. Transfer edilecek proteinler
farkli molekiiler agirliklara sahip olduklari icin Mixed MW programu secilerek 2.5 A sabit
akimda 25V 7dk. transfer gergeklestirildi.

Transfer sonrasinda membran dikkatli bir sekilde alinarak blotlama (isaretleme)

islemine gecildi.

5.5.2 Proteinlerin Membran Uzerinde Isaretlenmesi (Blotting)

Membran iizerindeki proteinlerin antikorlar ile isaretlenmesinden 6nce bloklama
islemi yapildi. Bloklama, membranla antikorlar arasindaki Nonspesifik baglanmalari en
aza indirmek i¢in uygulandi. Bloklama islemi membran bir saat boyunca %5 BSA’l1 TBS-
T icine koyularak oda sicakliginda 1saat 3D Blot Mixer’de karistirild.
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Sulandirilan protein ¢ozeltisi olan TBS-T iginde ¢ozlnen %5 BSA (Bovin Serum
Albumin) proteinleri membran (Uzerinde, hedef proteinden yoksun olan tim bdlgeyi
kaplayarak kullanacagimiz primer antikorlarin sadece hedef proteinlere baglanmalari
saglanmis oldu. Bu sayede zemin kirliliginden kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar da

6nlenmis oldu.

Blotting isleminin tamaminda yikama tamponu olarak TBS-T kullanildi.

Tris Buffered Salline (TBS): (10x)

24.23 gr Tris-HCL
80.06 gr NaCl
800 ml Distile su

pH:7.6 olacak sekilde ayarlandi. Calismada kullanilmak tizere dH,O ile 1x’e

sulandirild.

Yikama Soliisyonu (TBS-T):

500ul Tween 20 (BIO-RAD)

500ml 1x Tris Buffered Salline (TBS) (BIO-RAD)

%5’ BSA’lik TBS-T Hazirlama:

2.5gr BSA
50ml 1x TBS-T

Bir saat sonunda membran 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.
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Membran yikama sonrasi birincil (Primer) antikor ile muamele edilmek {izere
posete alindi. Bu sayede daha az hacimde inkiibasyonlar saglanarak antikor israfi 6nlenmis

oldu. Posetler daha sonra kapatici ile kapatildi.

Primer Antikor Hazirlama:

Calismamizda hedef proteinlerimiz apoptotik proteinlerden Apaf-I (Rb), Sitokrom-
¢ (Rb), SMAC-Diablo (Mouse), Caspaz-3 (Rb) ve inflamatuar belirteclerden IL-1B (Rb),
IL-6 (Rb), TNF-a (Rb) olarak belirlendi. Referans protein olarak p-Aktin (Rb) secildi. Bu
proteinler i¢in iiretilmis antikorlar kullanildi ve antikor sulandirma oranlari tiretici firmalar
tarafindan belirtilen sekilde 1:1000 olarak ayarlandi. B-Aktin antikoru ise 1:5000 oraninda
sulandirilarak kullanildi. Antikorlar %5 BSA’l1 TBS-T i¢inde hazirlandi.

Yikanan membranlara primer antikorlar koyularak bir gece boyunca +4°C’de 3D
Blot Mixer’de karigtirildi. Ertesi giin primer antikorlar alindi ve yikama kabinda

membranlar 3x5 dakika yikandiktan sonra sekonder antikorlar koyuldu.
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Tkincil (Sekonder) Antikor Hazirlama:

Sekonder antikorlar kullanilan primer antikorlara gore Goat anti-rabbit HRP
Conjugated (Bio-Rad) ve Goat anti-mouse HRP Conjugated (Bio-Rad) olarak secildi ve
1:10,000 olacak sekilde 10ml %5 BSA’l1 TBS-T i¢inde hazirlandi. Burada énemli olan,
birincil antikor ve ikincil antikorun ayni hayvana karsi antikor barindirmasidir. Yani
birincil antikor hangi hayvanin antijenine kars1 yapildiysa ikincil antikorda da yine o
hayvana ait olmalidir. Biz de ikincil antikorlarimizi buna dikkat ederek sectik ve

uyguladik.

Oda 1s1sinda 1 saat karistirilarak inkiibe edilen membran daha sonra tekrar 3x5 dk.

TBS-T ile yikandi.

5.5.3. Isaretlenen Proteinlerin Goriintiilenmesi:

Goruntileme icin ECL kiti kullanilarak kemiiliiminesans 6l¢iim yapildi. Membran
usttindeki ikincil antikor dokulerek 3x5 dk olacak sekilde yikama yapildi. Ardindan distile

suyla 2x2 dakika sallanarak yikanip gériintiileme islemine hazirlandu.

Membran goriintiileme cihazinin siyah tablasi tizerine kurumamasina dikkat ederek
yerlestirildi. ECL kiti olarak WesternBright Sirius Femtgram HRP Substrat (Advansta)
kullanildi. 100pl Western Bright Sinius (Advansta) ve 100upl Western Bright Peroxide
(Advansta) substratlart 1:1 oraninda karigtirilarak hazirlanan soliisyon membranlarin
uzerine koyuldu. Membran yilzeyine dokunmamaya dikkat ederek, steril bir pipetle, tim
yuzeye uygulandiktan sonra reaksiyon i¢in 5 dk. beklendi. Daha sonra Azure Biosystems

C-300 Gorintuleme Sisteminde membranlardan alinan sinyaller goriinttlendi.

Elde edilen goruntiler daha sonra AzureSpot analiz programinda analiz edilerek
degerlendirildi. Elde edilen veriler referans proteine ait bant degerleri istatistiksel olarak
karsilastirilarak. Iniilin ve cynarin etken maddelerinin hiicrelerdeki hedef proteinler tizerine

etkileri yorumlandi.
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5.6. IMMUNSITOKIMYA/IMMUNFLUORESAN (IF) BOYAMA

Immiinsitokimya, antijen-antikor etkilesimlerinden yaralanarak hiicrelerdeki
proteinlerin isaretlenmesini ve goézlemlenmesini saglayan yari-kantitatif bir yontemdir.
llgilendigimiz proteine karsi olusturulmus bir antikorun, ilgili proteini hiicre iginde
isaretlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu teknik sayesinde 6zgiil antikorlar kullanilarak
hiicrelere ait ¢ogalma, 6liim (apoptoz/otofaji) veya inflamasyon ile ilgili hiicresel cevaplar
karakterize edilebilmektedir. Temel prensip western isaretlemeye benzer sekilde hiicrelerin
fikse edilmesi, hedef proteini taniyan 6zgiil antikor ile isaretlenmesi daha sonra ikincil

antikor ile fluoresan veya 151k mikroskobunda proteinlerin goriiniir hale getirilmesidir.

Immiinfluoresan (IF) cesitli fluoresan molekiillerin ikincil antikora baglanmasi
yoluyla sinyal olarak kullanilan, yiiksek duyarlikta sonu¢ veren bir yontemdir. Biz de
caligmamizda seg¢ilmis hedef proteinlerimizi IF ile hiicre i¢i lokalizasyonlarini

goriintiilemek amaciyla kullandik.

Bu islemde oncelikle hiicreler 24 well steril kiiltiir kaplarina yerlestirilen steril
yuvarlak lameller (coverslip) iizerinde biiyiitiildii. Hiicreler yapisip uygun sayiya ulasinca
etken maddeler ile belirlenen konsantrasyon ve siirede inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda hiicre kiiltiirii besiyeri uzaklastirilarak PBS (Phosphate Buffer Saline) ile hiicreler
yikandi. Daha sonra kiiltiir kabindaki lamellerin iizerine 300 ul soguk metanol koyularak

10 dk. inkiibe edilerek hiicrelerin fiksasyonu saglandi.

PBS Hazirlanist:

PBS tabletten bir adet (BIOMATIK) 1 litre suya atilarak hazirlandi.

Fiksasyon isleminden sonra metanol ¢ekilerek lamellerin bulundugu kuyucuklara
PBS eklendi. Yikama islemi sonrasi PBS cekildi. Hiicre membranlarinin gegirgenliginin
arttirilmast amaciyla fiksasyonu takiben hiicreler % 0,2 (v/v) Triton X-100 iceren PBS ile
oda sicakliginda 5 dk. inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra PBS-T ile 3x5 dk. yikandi.
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PBS-T Hazirlanisi:

PBS i¢inde %0,2 (v/v) oraninda Tween-20 eklenip kuvvetlice karigtirilir.

Yikama sonrasi lamellerin iizerini kaplayacak sekilde, 150 upl birincil antikor

kuyucuklara eklendi.

Birincil (Primer) Antikorun Hazirlanisi:

Birincil antikor IF i¢in uygun oranda firetici firmanin belirttigi sekilde 1:500
oraninda sulandirilarak kullanildi. %1 BSA ig¢eren PBS icinde birincil antikor

sulandirilarak hiicrelerin iizerine koyuldu.

Kiiltiir kab1 iginde lameller gece boyunca + 4°C “de inkiibe edildikten sonra birincil
antikorlar uzaklastirilarak PBS-T ile yikandi. PBS-T cekildikten sonra ikincil antikorlar ile

muamele edildi.

Tkincil (Sekonder) Antikorun Hazirlanisi:

Calismamizda fluoresan isaretli ikincil antikorlar olarak Goat Anti-Rabbit 1gG
H&L (Alexa Fluor® 488) (ab150077) ve Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 647)
(ab150079) kullanildz.

Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon sonunda yikama yapmadan lameller lamlar
lizerine damlatilan ve cekirdek boyamasmi yapacak DAPI iceren kapatict medyum

Fluoroshield Mounting Medium With DAPI (20ml) (ab104139) iizerine alinarak

mikroskopta incelemeye hazir hale getirildi.

Mikroskop incelemesi Gebze Teknoloji Universitesi Molekiler Biyoloji
Boliimii'nde bulunan Fluoresan Mikroskobunda gergeklestirildi. Goriintiiler iki ayri
filtrede incelenip alindiktan sonra iki goriintiiniin iist liste bindirilmesi ile incelemeye
alindi. Kontrol ve uygulama gruplarina ait veriler birbirleri ile istatistiksel olarak

kiyaslandi ve anlamlilik degeri hesaplanarak yorumlandi.
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6. BULGULAR

6.1. HUCRE CANLILIGI/SITOTOKSISITE SONUCLARI

Calismada kullanilan, enginar bitkisinde bulunan Cynarin ve Iniilin etken
maddelerinin in vitro sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilik testi ile gosterildi. MTT hiicre
canlilik testi igin hicreler 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekildi ve her bir etken madde icin
farkli konsantrasyonlar1 igeren gruplar olusturuldu. Buna gére Cynarin 10%, 10°, 10°, 107
M konsantrasyonda olacak sekilde stoktan sulandirildi. Hiicre kiiltiir medyumu iginde
sulandirilarak inkiibasyon igin hazirlandi. Iniilin de %10, %1, %0,1 ve %0,01 (v/v) olacak
sekilde hiicre kiiltiir medyumu ile sulandirilarak hazirlandi. Her bir konsantrasyon i¢in 3
kuyucuk kullanilarak deneyin giivenilirligi arttirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda her bir
kuyucuga 10 ul MTT ajam1 konarak mavi-mor formazan kristalleri olusumunu takiben

DMSOV/Etil Alkol ¢ozeltisinde ¢ozllerek 450-640 nm de absorbanslari dl¢iildii.

Deneylerde kullanilan Hep3B hiicresinin ve ilgili etken maddeler ile elde edilen

doz-hiicre 6limii grafikleri Sekil 6.1 ve 6.2’de gosterilmistir.
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Sekil 6.1. Cynarin’in Hep3B hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresinde farkl

dozlardaki sitotoksik etkilerinin MTT hiicre canlilik testi ile gosterilmesi.
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Sekil 6.2. Iniilin’in Hep3B hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresinde farkli dozlardaki

sitotoksik etkilerinin MTT hiicre canlilik testi ile gosterilmesi.
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MTT deneyi ile yapilan hiicre canlilik testlerine gore her iki etken madde de diisiik
dozlarda hiicre canlilif1 iizerine etkisiz olarak bulunmus ancak kullanilan doz miktarlar
arttirildiginda Hep3B hiicreleri lizerine sitotoksik etki gdostererek, hiicre canlilig

diizeylerinde anlaml1 bir azalmaya neden olmustur (p<0,05).

6.2. WESTERN iSARETLEME SONUCLARI

Calismamizda Cynarin ve Iniilin etken maddelerinin hiicresel olas1 etkilerini
incelemek amaciyla apoptotik ve inflamatuar belirteclerin protein cevaplarina bakmay1
amagcladik. Oncelikle inflamatuar cevaplar iizerine etkilerine bakmak iizere belirlenen
dozlarda iniilin ve Cynarin ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasi protein diizeyleri western

isaretleme ile gosterilmistir (Sekil 6.3 ve 6.4).
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Sekil 6.3. Farkli dozlarda Cynarin ile inkiibe edilmis Hep3B hiicrelerinde inflamatuar
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belirteclerden IL-1P, IL-6 ve TNF-a ya ait western isaretleme goriintiileri. Sonuclar Azure
Spot analiz programinda Aktine gore normalize edilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Calismamizda Iniilin etkisine de bakilmis ve Hep3B hiicreleri farkli dozlarda Iniilin
ile 24 saat inkiibe edilmistir. Iniilin’in hiicrelerdeki inflamatuar etkilerine baktigimizda
Cynarin’e benzer sekilde yliksek dozlarda inflamasyonu arttirirken diisiik dozlarda etkisi
bulunmamistir (Sekil 6.4). Western isaretleme sonuglart Azurespot analiz programinda

aktin’e ait bantlara gore normalize edilerek degerlendirilmistir.
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Sekil 6.4. Farkli dozlarda Iniilin ile inkiibe edilmis Hep3B hiicrelerinde inflamatuvar
belirteclerden IL-1p, IL-6 ve TNF-a ya ait western isaretleme goriintiileri. Sonuclar Azure
Spot analiz programinda Aktine gore normalize edilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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Calismamizda Western isaretleme ile aym zamanda hiicredeki apoptotik
belirteclerin diizeylerine de bakilmistir. Kullanilan etken maddelerin HepB3 hiicrelerindeki
apoptotik oliimde etkili olup olmadiklarinin aragtirilmasi hipotezimizin bir diger ayagiydi.
Bu amagla yapilan protein elektroforezi ve western isaretleme sonras1 Cynarin ve Iniilin’in
yiiksek dozlarinda apoptozisi uyarici bir etkiden s6z ederken diisiik dozlarda apoptozis

tizerine herhangi bir etkilerinin bulunmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 6.5. Farkli dozlarda Cynarin ile inkiibe edilmis Hep3B hiicrelerinde apoptotik
belirteclerden Apaf-1, Caspaz-3 ve Sitokrom-c’ye ait western isaretleme goriintiileri.
Sonuglar Azure Spot analiz programinda Aktine gore normalize edilmis ve istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
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Calismamizda apoptotik belirteglerden Apaf-1, Sitokrom-c ve Caspaz-3 protein
diizeylerine western isaretleme ile baktigimizda Cynarin’in diisiik dozlarda apoptotik bir
etkisi saptanmamistir. Elde edilen sonuglar ayn1 deneyde caligsilan aktin proteinine ait
bantlarla normalize edilerek istatistiksel olarak degerlendirildiginde Cynarin’in 107 M’lik
konsantrasyonda uygulanan dozu ile 10* M’lik konsantrasyonu arasinda apoptotik
belirtegler acisindan anlamli bir fark oldugu gosterilmistir (p<0,05) (Sekil 6.5).

Benzer sekilde Iniilin’de de doza bagimli anti-apoptotik etkiden s6z edilebilir.
Diisiik dozlarda HepB3 hiicrelerinde apoptoz belirteclerinde anlamli bir azalma oldugu

gosterilmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6. Farkli dozlarda Iniilin ile inkiibe edilmis Hep3B hiicrelerinde apoptotik
belirteclerden Apaf-1, Caspaz-3 ve Sitokrom-c’ye ait western isaretleme goriintiileri.
Sonuglar Azure Spot analiz programinda Aktine gore normalize edilmis ve istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
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Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspase/Direct 1AP binding
protein with low pl) apoptozis siirecinde 6nemli etkileri olan bir diger molekiildiir. Bu
protein mitokondriyal porlarindan salgilanir; IAP’yi (Inhibitors of Apoptosis Proteins)
inhibe ederek apoptozisi hizlandirir. Biz de ¢alismamizda Iniilin ve Cynarin’in bu protein
diizeyleri iizerine etkili olup olmadigina bakmayr amagladik. Western isaretleme
sonuglarina gore Smac-Diablo Protein duzeylerinde 0Ozellikle yiksek konsantrasyonda
Iniilin uygulamas1 sonras1 artis tespit edilmistir (p<0,05). Cynarin’in ise aktine gore
normalizasyonu sonrasinda dozlar arasinda anlamli bir farka neden olmadig1 gosterilmistir

(p>0,05) (Sekil 6.7).
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Sekil 6.7. Farkli dozlarda Cynarin ve Iniilin ile inkiibe edilmis Hep3B hiicrelerinde
apoptotik belirteclerden Smac/Diablo’ya ait western isaretleme goriintiileri. Sonuglar
Azure Spot analiz programinda Aktine gore normalize edilmis ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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6.3. IMMUNFLUORESAN (IF) ISARETLEME SONUCLARI

Calismamizda ayrica hedef proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonunun gosterilmesi
amaciyla immiin isaretleme de yapilmistir. Yuvarlak lamellere ekilerek biiyiitiilen ve etken
maddeler ile inkiibe edilen Hep3B hiicrelerinde yapilan immiin isaretleme goriintiileri sekil

6.8, sekil 6.9 ve sekil 6.10°da gosterildigi gibidir.

Hiicrelerde apoptozis ve inflamatuvar belirteglerin western isaretlemelerine paralel
olarak apoptotik belirteclerden Apaf-1!i gosterebilmek amaciyla immin fluoresan boyama
yontemi ile hiicreler boyanmustir. Hiicreler anti Apaf-1 ve anti sitokrom-c birincil
antikorlar1 ile boyandiktan sonra fluoresan isaretli ikincil antikorlar ile goriiniir hale
getirilmis ve DAPI iceren kapatma medyumu ile kapatilarak g¢ekirdek boyamasi da
yapilmistir. Daha sonra lamlar fluoresan mikroskop ve dijital kamera kullanilarak
fotograflanmistir. Cekirdek boyamasi olan DAPI hiicrelerin ¢ekirdeklerinin goriiniir hale

gelmesi i¢in kullanilmastir.
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Sekil 6.8. 107 M Cynarin ile 24 saat inkiibasyon sonras1 IF isaretleme ile sitoplazma

icinde Apaf-1 proteinlerinin gdsterilmesi (20X biiyiitme). A; DAPI ile ¢ekirdek boyamasi,
B; Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor® 647) ile boyanan Apaf-1, C; A ve B’nin

dijital olarak merge edilmis (st iiste bindirilmis) goriintiisii.
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Sekil 6.9: 10* M Cynarin ile 24 saat inkiibasyon sonrasi IF isaretleme ile sitoplazma

icinde Apaf-1 proteinlerinin gdsterilmesi (20X biiyiitme). A; DAPI ile ¢ekirdek boyamast,
B; Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor® 647) ile boyanan Apaf-1, C; A ve B’nin

dijital olarak merge edilmis (st iiste bindirilmis) gériintiisii.
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Sekil 6.10: %10’luk Iniilin ile 24 saat inkiibasyon sonrasi IF isaretleme ile sitoplazma

icinde Apaf-1 proteinlerinin gosterilmesi (40X biiyiitme). A; DAPI ile ¢ekirdek boyamasi,
B; Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor® 647) ile boyanan Apaf-1, C; A ve B’nin

dijital olarak merge edilmis (st iiste bindirilmis) goriintiisii
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Sekil 6.8, Sekil 6.9 ve Sekil 6.10°da DAPI ve Apaf-1boyamasi yapilan hiicrelere ait
3 alan belirlenmis ve Apaf-1 pozitif boyanan hiicrelerin %’ si alinarak ortalamazstandart
sapma degerleri hesaplanarak grafik haline getirilmistir. Istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05) Cynarin icin 10 ve 10° M’ dan itibaren
diger konsantrasyonlarla kiyaslandiginda kontrolle aralarinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Istatistiksel agidan kontrolle aralarinda anlamli bir fark olmasi hiicre

apoptozisinde 10° M’ dan itibaren azalma gosterdigine isaret etmektedir.
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7. TARTISMA

Tip alaninda uzun yillardir yapilan g¢aligmalar ile dogal beslenme olarak tarif
edebilecegimiz sebze, meyve, taneli hububat ve baklagillerden zengin diyetle beslenmenin,
kalp hastaliklar1, hipertansiyon, kanser ve diyabet gibi pek ¢ok hastalifa ait riskleri
azaltabilecegi ileri siiriilmektedir (84,85). Ustelik son yillarda yapilmis ¢alismalar ile
inflamatuvar, viral / parazitik hastaliklar ve psikotik bozukluklarda da yararli etkilerinin

olabilecegine iliskin veriler sunulmaktadir (1,2).

Genel olarak bakildiginda fitokimyasallarin, antioksidan enzim sistemini
indiikleyerek kanser hiicrelerinin gelisimini 6nlemede potansiyel etkileri bulunmaktadir.
Oksidan koklerinin yakalanmasinin yami sira detoksifiye edici enzimlerin aktivasyonu,
immiin sistemin uyarilmasi, hiicre cogalmasi ve apoptozise iliskin gen ekspresyonlarini,
hormon metabolizmasi ve antibakteriyal ve antiviral etkileri diizenleyerek de etkili olurlar
(3.,4). Besleyici etkilerinin yani sira viicuda alindiginda saglik tizerine olumlu etki gdsteren
besinler olduklar1 i¢in genelde bu tiir besinlere ‘’fonksiyonel besin’’ adi da verilmektedir.
Calismamizda etkilerine baktigimiz Inllin ve Cynarin de fonksiyonel besin bilesenleri

olarak tanimlanmaktadir.

Hindiba bitkisinden dogal olarak elde edilen Iniilin 6nemli bir fonksiyonel besin
bileseni olarak literatirde Onemli bir arastrma konusudur (86). Iniilinin yapisina
bakildiginda polidispers karbonhidrat olarak bilinmektedir ve iniilin igeren bitkiler
genellikle Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineac ve Compositac familyasinda yer
almaktadir. Iniilin ve benzer yapidaki oligofruktozlar, baz1 sistemik ve fizyolojik dzellikleri
ile kalin bagirsak islevini etkilerler. Kalin bagirsakta bulunan bifidobakterilerin gelismesini
uyardiklar1 icin de birer prebiyotiklerdir. Iniilin, giiniimiizde fruktooligosakkaritler ile
birlikte gidalara prebiyotik olarak ilave edilmekte ve arastirmalarin tiimiinde birlikte
incelenmektedir. Basta kalsiyum olmak {izere bir¢ok mineralin emilimini etkileyerek,
kemik mineral yogunlugunu arttirir ve osteoporoz riskini azaltirlar. Bagisiklik sistemi
uyarirlar, karacigerde yag yapimini azaltirlar, hiperinsiilinemiyi onleyerek kardiyovaskiiler
hastalik riskini diigtiriirler. Bagirsak hareketlerini arttirarak kabizligi, bifidobakterilerin

gram negatif ve pozitif bakterilerin ¢cogalmasini onleyici 6zellikleri nedeniyle de ishal
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olusumunu onlerler. Kétii huylu tiimdrlerin gelismesini engelleyerek veya azaltarak, kalin

bagirsak kanseri riskini diisiiriirler (10,87,88, 89).

Iniilinin enerji degeri igerdigi karbon zincirine, fermente olan miktara, diskiyla
atilan miktara ve olusan kisa zincirli yag asitlerine bagl olarak degisir. Roberfroid (10), bir
gram iniilin ve oligofruktozin ortalama 1.5-1.7kkal enerji verdigini, bu miktarin ise
heksozlarin verdigi enerjinin yaklagik %38’ine esit oldugunu agiklamistir (90). Bu
ozellikleri nedeniyle Iniilin obezite tedavisinde de rahatlikla kullanilabilir (91). Iniilin’in
mineral emilimi (92,93,94,95,96,97,98) gastrointestinal sitem lipit metabolizmasi
(99,100,101,102,103,104) ve immin sistem (105,106,107) iizerine etkilerinin oldugunu

gosteren ¢alismalar mevcuttur.

Ayrica iniilinin kanser olusum gelisim basamaklarinda da etkili olabilecegi ile ilgili
calismalar da mevcuttur (108,109,110). Ozellikle iniilinin bifidobakteri sentezini arttirarak,
kalin bagirsak kanseri riskini azalttig1 ileri siiriilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada ratlarda
1.2 dimetilhidrazin ile kalin bagirsakta kotii huylu tiimér olusturulmus, daha sonra bir
gruba sadece yagsiz siit; bir gruba yagsiz siit ve bifidobakteri; bir gruba yagsiz siit ve
oligofruktoz; bir gruba ise yagsiz siit, bifidobakteri ve oligofruktoz kombinasyonu
verilerek tiimorlerin gelisimi incelenmistir. Bifidobakteri ve oligofruktoz verilen grupta
kotii huylu tiimorler diger gruplara gore, anlamli sekilde azalmistir. Bifidobakteri bir
probiyotik, oligofruktoz ise prebiyotiktir, ikisinin beraber kullanilmasi sinbiyotik etki ile
kalin bagirsak kanseri riskini azaltmaktadir (111). Yapilan ¢alismalar 6zellikle Iniilin ve
oligofruktozlarin kanser olusumu {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalardir. Limburg ve
ark. prebiyotik diyet liflerinin 06zellikle kolerektal kanserde koruyucu etkilerini
gozlemlemediklerini rapor etmislerdir (112). Cok merkezli, randomize yapilmis bu
calismada kolorektal kanser olusumu agisindan diyet lifleri olarak prebiyotiklerin, 6zellikle

Intilin’in koruyucu/éneyici bir etkisini bulamamislardir (112).

Nagahara ve ark. ise PMA ile uyarilmis THP-1 makrofaj hucrelerinde inulinin,
fosfoinozitol 3-kinaz ve MAP kinaz yolaklar1 iizerinden fagositozu uyararak stimile
ettiklerini bildirmislerdir (113).

Clarck ve ark. 2012 yilinda yapmis olduklar sistematik derlemede, insan kolorektal

kanseri i¢in bio-belirteg olabilecek prebiyotiklerin etkilerini irdelemislerdir. Bir laktuloz,
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altt direngli nisasta ¢alismasi analiz eden arastirmacilar iki adet de oligofruktoz/iniilin
calismasini incelemislerdir. Diren¢li nisastanin adenom veya kolorektal kanser gelisimi
Uzerinde etkisinin olmadigini, buna karsilik laktulozun adenom tekrarini azalttigina dikkat
¢ekmislerdir. Ancak mitotik 6zellikler, gen ekspresyonu ve DNA metilasyonu (zerine
nisasta tiikketiminin etkilerinin olabilecegi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozis Uzerine ise
etkisinin olmadig1 belirtilmistir. Oligofruktoz/iniilin etkisinin ise nisastadan daha farkli

olarak olumlu etkiler gosterdigini s6ylemislerdir (114).

Wu ve ark.’nin Iniilin ile ilgili yapmis olduklari calismalarinda genotoksik etkili
azoxymethanin kolonik cevabinda iniilinin etkisine bakmuslardir. Iniilinin fekal probiyotik
konsantrasyonunu arttirdigin1 sdyleyerek, calismalarina ait sonuglarin ¢dziinebilir liflerin
seliilozdan ¢ok daha etkili bir sekilde azoxymethan ile uyarilmis genotoksisiteye karsi
tyilestirici 6zelliginin oldugunu kanitladigini bildirmislerdir. Mekanizma iizerine yaptiklar
analizlerde oOzellikle antioksidan enzim genlerinin ifade diizeyinin arttigi ve Bcl-2’nin

baskilanmasi sonucu epitelyal apoptozisin arttigini géstermislerdir (115).

Pool-Zobel ve Sauer de Iniilin benzeri fruktanlarin kolorektal kanser riski {izerine
elde ettikleri deneysel ¢aligmalarinin sonuglarint sunduklari makalelerinde 6nemli deneysel
kanitlar sunarak Inllin’in insan kolon hiicrelerinde kolon kanseri risk parametrelerini
modiile ettigini, ancak daha genis caligmalar yapilarak risk faktdrlerine maruziyetin
azalmasi gibi ¢evresel faktorlerin etkisini ortadan kaldirarak dogru bir degerlendirmenin

yapilmasi gerektigini vurgulamislardir (116).

Bu calismada ise Iniilin’in farkli dozlarda kanser hiicrelerine kars1 etkileri bakilmis
ve 10" ve 10° M’lik yiiksek konsantrasyonlarda Hep3B kanser soyu hiicrelerinde

apoptozisi ve inflamasyonu tetikledigi gosterilmistir.

Bir diger 6nemli fiotokimyasal grubu ise flavonoidlerdir. Flavonoidlerle ilgili ilk
calisma 1936 yilinda Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada
flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri sorgulanmistir (117). Polifenoller/flavonoidler ilk
olarak bitki fizyolojisindeki rolleri ve bitkilerin renk ve lezzet 6zellikleri Gzerindeki etkileri
nedeniyle ele alinmakta iken, son yillarda 6zellikle saglik tizerindeki etkilerinin 6n plana
cikmasiyla 6nemli bir arastirma konusu haline gelmislerdir. Ozellikle serbest radikal tutucu

ve antioksidan fonksiyonlar1 nedeniyle flavonoidler pek cok arastirmacinin dikkatini
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cekmektedirler (118,119,120). Flavonoid aliminin koroner kalp hastaliklar1 ile kanser gibi
hastaliklarin engellenmesinde rol oynadigi cesitli caligsmalarla ortaya konmustur (121,122,
123,124,125).

Rossi ve ark. yaptig1 calismada flavanoid bilesiklerini i¢ceren diyetle beslenmenin,
kansere yakalanma riskini diistirdiigii saptanmistir (126). Ayn1 zamanda bu bilesiklerin

apoptozisi induklemesi ve htcre siklusunun durdurulmasini sagladigi gozlemlenmistir (6).

Bu c¢alismada kullanilan ve bir polifenol olan Cynarin’in, Hep3B hiicrelerinin
proliferasyonunu 24 saatlik inkibasyon sonunda doza bagli olarak inhibe ettigi

gbzlemlenmistir.

Cynarin’in toksik etkisi tizerine yapilan bir ¢aligmada, HeLa hiicrelerinde 400 pM'a
kadar toksik etkisi bulunmazken; MT-2 hicrelerinde 250 pM Cynarin’in hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (34). Diger bir doz caligmasinda ise,
Cynarin’in 1000 uM 'a kadar Jurkat-T hiicrelerinde toksik etkisi olmadigi gdzlemlenmistir
(127). Bizim ¢alismamizda ise 100 uM (10™) ve 10 uM’lik (10”) konsantrasyonlarda

Hep3B hiicre proliferasyonunun inhibe oldugu gésterilmistir.

Glinlimiiz diinyasinda yasam kosullarinin hizla degismesi ve bireylerin hazir besin
tilketimlerinin buna bagli olarak enerji alimlarinin artmasi, ancak tam tersi bir sekilde
giinliik fiziksel aktivitelerinin azalmasi, gelisen hastaliklarla beraber saglik harcamalarinin
artmasi toplumlara kronik hastaliklarla miicadele etme zorunlulugu getirmistir.
Tiiketicilerin saglik ve beslenme iliskisini 6grenmeye baslamalar1 ile birlikte, gida
endistrisinde de saglikli beslenme {irtinleri gelistirebilmek icin yeni teknolojiler
gelistirilmektedir. Iniilin ve oligofruktoz da, bugiin besin endiistrisinde sukrozdan

sentezlendigi gibi hindiba koklerinden de ekstrakt elde edilebilmektedir.

Biyoyararlanim1 hakkinda ¢ok az bilgi olmasina ragmen, son ¢aligmalar
gostermektedir ki ¢oziinebilir flavonoidlerin emilimi ile misellesme artabilmektedir

(128,129).

Giliniimiizde flavonoidlerin biyoyararlanimi ve mekanizmasi1 hakkinda yapilan
calisma sayisi ¢ok azdir. Dolayisiyla flavonoidlerin insanlardaki metabolik doniisiimlerinin

g6z ard1 edilmesinden otiirii saglik tizerine olan etkileri de acik¢a ortaya konamamistir.
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Yapilan smirli sayidaki c¢alismada da flavonoidlerin, in vitro ve in vivo olarak
biyoaktiviteleri arasinda onemli farkliliklarin oldugu yoniinde sonuglara varilmistir

(130,131,132).

Dolayisiyla flavonoidlerin emilimi, biyoyararliligi ve metabolizmasinin net olmasi
yapilacak ¢alismalara yon vermesi agisindan ¢ok dnemlidir. Biyoyararlilik ¢alismalarinda
emilimin etkinligi ve alinan besinlerin metabolik kullanimi1 da dikkate alinmasi gereken

diger 6nemli kriteler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (133).

Tiim bu bulgulara ragmen flavonoidlerin giinliik tiiketim miktarlar1 da heniiz net
degildir. Bunun sebepleri arasinda bitki genetigi, ¢evresel kosullar, ¢cimlenme, olgunluk
derecesi, isleme ve depolama, cins-varyete gibi bitkideki flavonoid olusumunu yiiksek

derecede etkileyen pek ¢ok faktoriin etkili olmasidir (134).

Flavonoidler ¢ok giliclii antitiimér ajanlardir ayni zamanda antioksidan ve
antiproliferatif fonksiyonlarindan 6tiirii de apoptozisi indiikleme, hiicre farklilagmasini ve
hicre dongusini dizenleyebilme 6zelliklerine sahiptirler (135,136,137). Yapilan
epidemiyolojik calismalar ile yiiksek oranda flavonoid igeren meyve ve sebze tiiketimi ile
diisiik kanser riski arasinda korelasyon oldugu ortaya konmustur. Flavonoidlerce zengin
diyetle beslenen ve sigara igen-igmeyen postmenopozal kadinlarda gida sikligi anketi
yapilarak yliriitiilen bir ¢alismada akciger kanserine yakalanma riskinin flavonoid bazli
besinlerin tiiketimi ile azaldigi gosterilmistir (138). Proantosiyanidinler ve diger
flavonoidlerin pankreas kanseri ile iligkisini inceleyen baska bir caligmada ise her giin
proantosiyanidince zengin meyve tiketimi yapan bireylerde, proantosiyanidinin pankreas

kanserine yakalanma riskini % 25 oraninda diistirdiigii gosterilmistir (138).

Bir¢ok epidemiyolojik caligma, antioksidan olan flavonoidlerin kardiyovaskiiler
hastalik ve kanser gelisim riskini diisiirdiglinii savunmaktadir. Yapilan ¢aligmalara
bakildiginda in vitro ortamda kanser hiicresi iizerinde flavonoidlerin ¢esitli antikanser
etkileri gosterildigi anlagilmistir. Choi ve ark yaptiklari calismada polifenollerin, kiiltiir
ortamindaki insan meme kanser hiicresinde hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
apopitozisi uyarmis ve hiicre donglsi de inhibisyona ugramistir (135). Fakat benzer pek

cok calismanin olumlu sonuglarina ragmen potansiyel olarak antikanser ozellikler
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tasimakta olan flavonoidlerin bazi temel mekanizmalar1 ve hiicreel cevaplar tizerine etkileri

halen tam olarak anlaglamamustir.

Yine meme kanseri hiicre soyunda yapilan bir ¢alismada izoflavon ailesinden
genisteinin, meme kanseri hiicrelerine olan etkisine bakilmis, IGF-1R (insiilin Benzeri
Biiytime Faktorii Reseptorii 1) ifadesi {lizerine olasi engelleyici etkisi ve bu etkide belirli
sinyal yollarinin rolleri incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Genisteinin meme kanseri

hlcrelerinde IGF-1R ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (139).

Bizim c¢alismamizda da cynarinin yliksek dozlarinin Hep3B kanser soyunda

apoptozu indukleyerek hiicre 0limiini arttirdig1 gosterilmistir.

Flavonoidler, genel olarak bakildiginda hiicre proliferasyon inhibitorleri olarak
anilmaktadirlar. Pek c¢ok calisma flavonoid bilesiklerinin  kanser hiicrelerinde

antiproliferatif etkisini gostermistir.

Yine yapilan pek ¢ok epidemiyolojik caligmalar, antikanser ajanlar olan flavonoid
bilesiklerini iceren diyetle beslenmenin, kansere yakalanma riskini diisiirdiigli yoniinde
sonuclarin oldugunu vurgulamaktadir. Flavonoidlerin kanser hiicrelerindeki antiproliferatif
etkileri ¢esitli mekanizmalarla anlatilmistir. Bu bilesikler 6zellikle hiicre siklusunun

durdurulmasi ve apopitozisi indiiklemesi yoniiyle dikkat ¢ekmektedir (137,138).

Wu ve ark. hepatik stellat hiicrelerinde 25, 50, 75 ve 100 uM dozlarinda verilen
kuersetinin etkisini analiz ettikleri ¢aligmalarinda Kuersetinin hiicre proliferayonunu doz
ve zaman bagimli olarak inhibe ettigini, inhibisyonun en fazla 48. saatte ve 100 uM
kuersetin ile gerceklestigini gdzlemlemislerdir. Ayrica apoptozis belirteglerinin analizi ve
hiicre siklusunun durdurulmasi yoluyla da proliferasyon inhibisyonuna etken olarak

kuersetin gosterilmistir (140).

Wang ve ark. insan mide karsinoma hticresi BGC-823 hiicrelerinde kuersetinin
etkisini arastirmiglardir. Buna gore kuersetinin apoptotik yolaktaki, proapoptotik kaspaz-3
ve Bax proteinlerini artirip, antiapoptotik Bcl-2 proteinini azaltti§ini, bununla beraber
hiicre siklusundaki S fazin1 durdurdugunu gézlemlemislerdir. Dolayisiyla kuersetin BGC-

823 hiicreleri proliferasyonunu azalttigini bildirmislerdir (141).
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Bizim ¢alismamizda da cynarinin 6nemli apoptotik belirteclerin protein ifadeleri
tizerinde olas1 etkilerine bakilmis ve apoptotik belirteglerde doza bagli olarak istatitiksel
olarak anlamlilik diizeyinde degisimler oldugu, yiiksek dozlarda apotozisin hizlandigi buna

karsilik hiicre prolifersayonunun azaldig: tespit edilmistir.
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8. SONUC

Bu calismada oligofruktoz ailesinden Iniilin ve énemli flavonoidlerden biri olan
Cynarin’in, insan hepatoseltler kanseri hticresi olan Hep3B hiicrelerinin proliferasyonunu
doza bagiml olarak inhibe ettigi, Western protein isaretleme ve immiin floresan boyama
yontemleri ile ortaya koyulmustur. Ayn1 zamanda inflamatuar belirteglerin protein ifadeleri

de irdelenmis ve etken maddlerin inflamatuvar cevaplari analiz edilmistir.

Literatiirde yapilmis in vitro ¢alismalara benzer sonuglar aldigimiz bu ¢alismamiz
yiksek dozlarda aliman polifenol/flavonoid ve oligofruktozun antiproliferatif ve
antitumorejenik etkilerinin ortaya konulmasinda literatiire destek saglamaktadir. Belirlenen
bu 6zellikleri nedeniyle kanser hastalarinda diger tedavilerin yaninda destek tedavi olarak

kullanilabilecegi goriisii devam etmektedir.

Ancak litertiirde yapilmis kisith sayidaki ¢alismada kanser hiicrelerine uygulanan
antioksidan Ozellikteki flavonoid ve oligofruktoz yapidaki bilesiklerin hiicresel
proliferasyonun inhibisyonu ile hicresel ATP diizeylerinde de degisikliklere neden
olabildigi bildirilmistir ancak aralarindaki iliski net olarak bilinmemektedir. Ayn1 zamanda
inflamatuar siirecte hiicresel cevabin olusmasinda 6zellikle proliferasyonu artmis, farkli
Ozellikler kazanmis olmasi muhtemel kanser hiicrelerinden ve bu hiicrelere karsi
inflamatuar cevabin gelisiminde bu etken maddelerin etki mekanizmalar1 tam olarak net

degildir. Bu alanda bir¢ok ¢aligsmaya ihtiyag¢ vardir.
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