K.K.T.C.
YAKIN DOGU UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ENGINAR BIiLESENI CYNARIN’IN NORMAL, IMMORTALIZE VE KANSER
HUCRELERINE ETKISi

Uzman Diyetisyen Ceren GEZER

BESLENME VE DIiYETETIK

DOKTORA TEZi

LEFKOSA
2014



K.K.T.C.
YAKIN DOGU UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ENGINAR BIiLESENI CYNARIN’IN NORMAL, IMMORTALIZE VE KANSER
HUCRELERINE ETKISi

Uzman Diyetisyen Ceren GEZER

BESLENME VE DIiYETETIK
DOKTORA TEZi

DOKTORA TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Seving YUCECAN

LEFKOSA
2014



Saghk Bilimleri Enstitiisiit Miidiirliigiine;

Bu calisma jiirimiz tarafindan Beslenme ve Diyetetik Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.

Jiiri Bagkani - Damisman: Prof. Dr. Seving YUcecan

Yakin Dogu Universitesi

Uye: Prof. Dr. Mine Yurttagdl
Yakin Dogu Universitesi

Uye: Prof. Dr. Nedime Serakinci

Yakin Dogu Universitesi

Uye: Yrd. Dog. Dr. Riiksan Cehreli

Dokuz Eylil Universitesi

Uye: Yrd. Dog Dr. Ozge Kiiglikerdonmez
Ege Universitesi

ONAY:
Bu tez, Yakin Dogu Universitesi Lisansiistii Egitim — Ogretim ve Smav

Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan

uygun goriilmiis ve Enstitiitii Yonetim Kurulu karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Thsan Calis

Enstitatt Mudiri



TESEKKUR

Caligsma siiresince desteginden dolayi sayin Prof. Dr. Seving Yiicecan’a,

Calisma konusunun ilk basta belirlenebilmesi ve Aarhus’a gidis siirecindeki desteginden
dolay1 sayin Prof. Dr. Nedime Serakinci’ya,

Calisma siirecindeki tiim asamalarda icten anlayis ve desteginden dolayi saym Prof. Dr.
Suresh Rattan’a,

Calisma siiresince tim paylasim ve desteklerinden dolayr Aarhus Universitesi, Hiicresel
Yaglanma Laboratuvari ¢alisma grubu arkadaslarim sevgili Bente Andersen, Dino Demirovic,
Peter Jorgensen, Amalie Engstrem ile konuk Ogrenci olan Barbara Nardelli’ye ve
laboratuvardaki diger ¢alisma gruplarindaki tiim arkadaslarima,

Tiirk¢e kimyasal terminoloji konusundaki katkilarindan dolay1 sayin Prof. Dr. Ihsan Calis’a,
Hep istedigim Avrupa’da molekiiler beslenme alaninda egitim alma hayalimi gergeklestirmek
icin gerekli ulasim ve konaklama giderlerini destekleyen Avrupa Birligi, Avrupa
Komisyonu’na,

Adlarimi buraya sigdiramadigim tiim ofis ve ¢aligma arkadaslarima,

Aarhus’a gidis i¢in yazigsma ve burs bagvurusu sirecindeki tim o heyecan ve mutluluk dolu
paylasimlarimiz igin sevgili Dyt. Emine Omeraga’ya,

Calisma slreci ve her durumda igten paylasimlari ve destekleri ile yanimda olan sevgili Dog.
Dr. Mesut Yalvag ve Dyt. Servet Madencioglu’na,

Sonsuz, kosulsuz sevgileriyle her zaman yanimda olan anneme, babama ve ablama, enisteme,
0 saf ve masum teyze sevgileri ile bana verdikleri gli¢ ve motivasyon i¢in ailemin kiymetlileri

3 minik akill1 ve sirin ¢ocuguna,
Adlarini buraya sigdiramadigim tiim sevdiklerim ve dualarinda olduklarima,

En igten tesekkiir ve sevgilerimi sunarim.

Uzm. Dyt. Ceren Gezer

“Bizi éldiirmeyen sey, bizi gii¢lii kilar”
(The thing what does not kill us, makes us stronger)
Fredrich Nietzche



OZET

Gezer, C. Enginar bileseni Cynarin’in normal, immortalize ve kanser hiicrelerine etkisi.
Yakin Dogu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Beslenme ve Diyetetik Doktora

Programi, Lefkosa, 2014.

Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabet ve kanser gibi yasam tarz1 ile ilintili kronik
hastalik riskindeki artig, beklenen yasam siiresindeki azaligla iliskilidir. Meyve, sebze, baharat
ve diger bitkilerde bulunan bazi fitokimyasallarin bu hastaliklar1 diizenleyici etkileri oldugu
bildirilmektedir. Enginar, besin 6gesi igerigi ve bilesiminde bulunan fitokimyasallarla ilgili
olarak gosterdigi olumlu potansiyel saglik etkileri nedeniyle giderek 6nem kazanmaktadir.
Enginarin bas ve yaprak kisimlarinda bulunan temel kafeoilkinik asit turevlerinden Cynarin
(CYN), koloretik ve kolesterol diisiiriicti, hepatoprotektif, anti-aterosklerotik, antioksidatif, vb.
potansiyel saglik etkileri gostermektedir. Bu calismada, farkli CYN konsantrasyonlarinin
normal deri hiicreleri (FSF-1), telomeraz-immortalize mezenkimal kok hucreleri (hnTERT-
MSC) ve servikal kanser hicrelerinin (HeLa) proliferasyon, hayatta kalim, morfoloji ve stres
yanit belirtegleri hemoksigenaz-1 (HO-1) ve 1s1 sok protein-70 (HSP-70) Uzerine olan etkileri
arastirilmigtir. CYN’in hiicre proliferasyonu ve morfolojisine olan etkileri doz ve hiicre tipi ile
iligkilidir. Hiicrelerin 75 uM CYN ile muamele edilmesi sonucu biiyime ve proliferasyonda
azalma gozlenirken hayatta kalimin FSF-1 ve hTERT-MSC hiicrelerinde HeLa hiicrelerine
kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica, hem deri hem de kok hiicrelerde oksidatif
stres belirteci olan HO-1, CYN tarafindan bifazik olarak indlklenirken HSP70 sadece kok
hiicrelerinde hafif indiiklenmistir. Dolayisiyla, CYN’in potansiyel kanser hiicrelerinin biiyiime
ve proliferasyonun 6nlenmesinde olumlu etkiler gosterebilecegi ve stres yanit proteinlerini
indikleyerek normal hiicrelerin yasam siiresinin uzamasinda etkili olabilecegi ongoriilebilir.
Sonug olarak CYN ve enginarin potansiyel saglik etkileri ile beslenme ve diyetetik bilimi
kapsaminda oneriler sunabilmek i¢in bu konuda daha ileri molekiiler, epidemiyolojik ve klinik
aragtirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: cynarin, enginar, deri hiicreleri, mezenkimal kék hiicreler, HelLa, stres
yanitl
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Hiicresel Yaslanma Laboratuvari.
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ABSTRACT

Gezer, C. The effects of artichoke compound cynarin on normal, immortalized and
cancerous human cells. Near East University, Institute of Health Sciences, Nutrition and
Dietetics Doctoral Program, Nicosia, 2014.

The high risk of lifestyle-related chronic diseases such as obesity, cardiovascular disease, type
Il diabetes, and cancer are associated with longer life expectancy. Several phytochemicals of
fruits, spices, vegetables and other plants have been identified as modulators of these diseases.
Among such plants, artichoke is becoming popular due to its beneficial health effects related
with nutritional value and nutraceutical content. Cynarin (CYN) is the main derivative of
caffeoylquinic acid, found in leaves and heads of artichoke. Potential health-beneficial effects
of CYN include as being choloretic-cholesterol lowering, hepatoprotective, anti-
atherosclerotic, and antioxidative. In this study, the effects of various doses of CYN on the
proliferation, survival, morphology, and stress response markers heme oxygenase-1 (HO-1)
and heat shock protein-70 (HSP70) in normal human skin fibroblasts (FSF-1), telomerase-
immortalized mesenchymal stem cells ("nTERT-MSC) and cervical cancer cells, HeLa have
been tested. Effects of CYN on cell proliferation and morphology were dose- and cell type-
dependent. While the growth and proliferation of cells decreased after exposure to 75 puM
CYN, overall survival of FSF-1 and hTERT-MSC was higher than that of HelLa cells.
Furthermore, CYN induced oxidative stress response marker HO-1 in both fibroblasts and
stem cells in a biphasic manner, but a slight induction of HSP70 was observed only in the
stem cells. Thus, CYN may be useful as a protection against the growth and survival of
potentially cancerous cells and may promote longevity of normal cells by induction of stress
response proteins. There is a need for advanced molecular, epidemiological and clinical
researches related with potential health effects of CYN and artichoke in a nutrition and
dietetics manner for dietary recommendations.

Keywords: cynarin, artichoke, skin fibroblasts, bone marrow, mesenchymal stem cells, HeLa,
stress response
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AAPH: 2,20-azobis(2-amidinopropan)dehidroklorit
ABTS: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-stlfonik asit)
AGE: Ileri glikolize son iiriinler

ARE: Antioksidan yanit elementi

BSA: Bovin serum albumin

CAT: Katalaz

CYN: Cynarin

DDR: DNA hasar yaniti

DMEM: Dulbecco’s minimum elzem besiyeri
DMSOQO: Dimetil sulfoksit

DPBS: Dulbecco’s fosfat tuz tamponu

DPPH: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EC: Epikatesin

ECso: Yar1 maksimal etkili konsantrasyon

EGKG: Epigallokatesin gallat

EGK-3-G: Epigallokatesin-3-gallat

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz

ERK: Ekstraselular-sinyal-duzenleyici kinaz

EPIC Study: Avrupa Kanser ve Beslenme Inceleme Calismasi
etOH: Etanol

FBS: Fetal bovin serum

FSF-1: Normal diploid insan deri hiicreleri

GPx: Glutatyon peroksidaz

GSH: Glutatyon

GSK3: Glikojen Sentaz 3f
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HALE: Avrupa Uzunlamasina Saglikli Yaslanma Caligsmasi
HIV: Insan bagisiklik yetmezligi viriisii

HO-1: Hemoksigenaz-1

HSP70 (HSP1A): Is1 sok protein-70

HSR: Is1 sok yaniti

hTERT-MSC: Telomeraz-immortalize normal kemik iligi insan mezenkimal kok
hicreleri

ICso: Yar1 maksimal inhibitor konsantrasyonu

IUPAC: Uluslararast Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi
JNK: c-Jun NH; terinal kinaz

LDso: Medyan 6ldirtict doz

MTT: Tiazoyil mavi tetrazolyum bromid

MT-2: insan T-hiicre I6kemi hiicreleri

MAPK: Mitogen activated protein kinaz

MAPKK: Mitogen activated protein kinaz kinaz
MAPKKK: Mitogen activated protein kinaz kinaz kinaz
NHANES: Ulusal Beslenme ve Saglik Arastirmasi
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WB: Western blotting
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1. GIRIS

1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Beklenen yasam siiresinin artmasiyla birlikte yasli populasyon giinden giine giderek
artmaya devam etmektedir (Kirkwood, 2008, s. 644-647). Yasli populasyon artisiyla
birlikte saglikli yaslanma ve yasam kalitesi daha da 6nem kazanmaktadir. Yasam siiresi
ve yaslanma; genler, beslenme ve diger yasam tarzi faktorleri ile iligkilidir (Green ve
Rosenberg, 2013, s. 707-709). Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip-2 diyabet ve
kanser gibi yasam tarzi ile ilintili kronik hastaliklara yakalanma riskindeki azalss,
beklenen yasam siiresindeki artisla iligkilidir. Meyve, sebze, baharat ve diger bitkilerde
bulunan baz1 fitokimyasallarin bu hastaliklar1  diizenleyici etkileri oldugu
bildirilmektedir (Argyopoulou ve digerleri, 2013, s. 1412-1437; Vallinas ve digerleri,
2013, s. 585-599: Ozkan ve Erdogan, 2013, s. 405-413). Akdeniz Diyeti’nde genis bir
tiketim yelpazesi olan enginar (Cynara scolymus) da 4. yiizyildan bu yana terdpatik
bitki olarak bilinmektedir (Gouveia ve Castilho, 2012, s. 712-724). Ayrica, ingiliz ve
Avrupa Kodeksi (British and European Pharmacopeia), ingiliz Herbal Kodeksi (the
British Herbal Pharmacopeia) ve Alman Komisyonu e-Monogrami (the Complete
German Commission e-Monographs)’nda enginar yapraklarinin uzun zamandir alternatif
tipta kullanildig1 bildirilmektedir (Nasser, 2012, s. 6-13). Buna ek olarak enginarin
hepatoprotektif, koloretik ve kolesterol diisiiriicli, safra salgilatict ve irinatif,
antibakteriyel, antioksidatif, vb. potansiyel saglik etkileri gosterdigi bildirilmektedir
(Ernst ve Pittler, 2000, s. 70; Ebadi, 2007, s. 86; Barnes ve digerleri, 2007, s. 67-71). Bu
potansiyel saglik etkileri ise genellikle enginarin bas ve yaprak kisimlarinda bulunan
temel kafeoilkinik asit tiirevlerinden Cynarin (CYN)’e atfedilmektedir (Negro ve
digerleri, 2012, s. 244-252). Bu calismada, farkli CYN konsantrasyonlarinin normal
insan deri hiicreleri (FSF-1), telomeraz-immortalize mezenkimal kok hiicreleri ("'TERT-
MSC) ve servikal kanser hicrelerinin (HeLa) proliferasyonu, hayatta kalimi ve
morfolojisine etkisi ile normal hiicre hasar1 yaratmadan kanser hiicre proliferasyonunu
baskilayict potansiyel etkisi ve stres indiiklii antioksidatif savunma yolaklarinin

aktivasyonu iizerine etkisi arastirilmistir.



1.2. Amag

Bu ¢alismanin ilk amaci; farkli CYN konsantrasyonlarinin normal insan deri hucreleri
(FSF-1), telomeraz-immortalize mezenkimal kok hicreleri ("nTERT-MSC) ve servikal
kanser hucrelerinin (HeLa) proliferasyon, hayatta kalim ve morfolojisine etkisi ile
normal hiicre hasar1 yaratmadan kanser hicre proliferasyonunu baskilayici ve hiicresel

yaslanma tizerine etkisini degerlendirmektir.

Ikinci amaci; farkli CYN konsantrasyonlarinin stres indiiklii antioksidatif savunma

yolaklarinin aktivasyonu iizerine etkisini degerlendirmektir.

Bu projenin ileriye yonelik amaci ise CYN’in yedi temel stres yaniti yolaklarinin

aktivasyonuna etkisi ile bir besinsel hormetin olma potansiyelinin degerlendirilmesidir.

Bu calismada asagidaki degerlendirmeler yapilmustir.

I. Farkli CYN konsantrasyonlarinin normal insan deri hicreleri, immortalize olmus
mezenkimal kok hucreleri ve servikal kanser hiicrelerine etkisi:

e morfoloji

e proliferatif potansiyel ve hayatta kalim

e toksisite

Il. Farkli CYN konsantrasyonlarinin normal insan deri hiicreleri ve immortalize olmus
mezenkimal kok hucrelerinde antioksidan ve 1s1 sok proteinlerin yaniti:

e hemoksigenaz-1 (HO-1) ifade seviyesi

e 151 50k proteini-70 (HSP70 ya da HSP1A) ifade seviyesi

I1l. Potansiyel hormetik etki gosteren CYN konsantrasyon araliginin gérilmesi.



1.3. Hipotez

I. Farkli CYN konsantrasyonlarinin normal insan deri hiicreleri, telomeraz-immortalize
mezenkimal kok hicreleri ve servikal kanser hicrelerinin proliferasyon, hayatta kalim,
morfolojisine, hiicresel yaslanma (zerine olumlu etkileri vardir ve potansiyel

antikanserojendir.

II. Farkli CYN konsantrasyonlarinin normal insan deri hiicreleri ve immortalize olmus
mezenkimal kok hicrelerinde antioksidan ve 1s1 sok yaniti iizerine olumlu etkileri vardir.
CYN, oksidatif yanit enzimi olan HO-1 ve 1s1 sok proteini HSP70 ifade seviyesini
artirmaktadir.

1.4. Literatur
Bu tez konusu ve calismasi igin Tiirk¢e ve yabanci literatiir taramasit gergeklestirilmistir.

Taranan Tiirk¢e ve yabanci veri tabanlari asagida gosterilmistir. Bunlar:

Tirk Tip Dizini

Yiiksek Ogretim Kurulu Ulusal Tez Merkezi Arsivi
Science Direct

Pubmed

Medline
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2. TEMEL KAVRAMLAR

2.1. Beslenme, Saghkh Yaslanma ve Yasam Siiresi

Ingilizcede saglik anlamina gelen “health” sdzciigii eski Ingilizcede “ses vermek, tam
olmak” anlamina gelen “hoelth” sozciigiinden gelmektedir (Boruchovitck ve Mednick,
2002, s. 175-183). Diinya Saglik Orgiitii (DSO-World Health Organisation (WHO))’ niin
tanimima gore ‘“‘saglik; fiziksel, zihinsel ve sosyal yonden tam bir iyilik halidir”.
Hipokrat’a gore ise saglik, kutsal bir hediyedir ve ¢evresel sanitasyon, kisisel hijyen ve
dengeli beslenme ile iliskilidir. Hipokrat, beslenmenin saglik i¢in onemini ise “birakin
besinler ilaciniz, ilaciniz besinleriniz olsun” sézii ile agiklamistir (Ustiin ve Jakob, 2005,
s. 802). Beslenmenin yasam siresince ortaya ¢ikacak olan saglik sonuglarini etkiledigi
bilinmektedir (WHO, 2002, s. 1-8).

DSO istatistiklerine gore 2050 yilinda 65 yas ve iizeri bireylerin sayisi yaklasik 1.5
milyara ulasacak ve bunun 6nemli bir kismi gelismekte olan iilkelerde olacaktir (WHO,
2011, s. 4). Dolayisiyla, beklenen yasam siiresi ve yash populasyon giin gectikce dikkat
cekici bir artis gostermektedir (Kirkwood, 2008, s. 644-647). Bu, toplum saglhigmin
gelismesi, hijyenik i¢gme suyunun bulunabilirligi, anne-¢ocuk hijyen ve sagliginin
gelismesi gibi ¢esitli ¢evresel hijyen kosullarindaki artis, vb. bir¢ok faktorle ilgilidir
(Michel, 2009, s. 1-8). Buna gore, yaslanma ve yasam siiresi ile ilgili fizyolojik ve
biyokimyasal yolaklar bircok ¢evresel, davranigsal, sosyo-ekonomik ve besinsel faktorle
iliskilidir (Chrysohoou ve Stefanadis, 2013, s. 303-307). Yasli populasyon giderek
artarken herhangi bir inaktivite ve hastalik olmaksizin gegirilen saglikli yasam siiresinin
artmast anlamina gelen “saglikli yaslanma” ve bununla iligkili “yasam kalitesi”
kavramlariin da 6nemi giderek artmaktadir (Euro Health Net, 2012, s. 9). Genetik yapi,
metabolizma ve fizyoloji, sosyal ve cevresel faktorler ile yasam tarzi gibi birgok etmen
yasam siiresini etkilemektedir. Saglikli bir yasam tarzi bir¢ok hastaligin 6nlenmesi ve
yasam siiresinin uzamasinda Onemli bir faktordiir. Beslenme ve yasam tarzi
degisikliklerinin bir¢ok hastaligin gecikmesi ve dnlenmesi ile mortalitenin azalmasinda

etkili oldugu bildirilmektedir (Academy of Nutrition ve Dietetics, 2013, s. 972-979).



Saghkh Yasam Tarz:

Birgok klinik ve epidemiyolojik ¢aligma saglikli yasam tarzinin kronik hastalik riskinin
azalmasi ile olan iligkisini gostermistir (Kim ve digerleri, 2004, s. 160-171). Multi-etnik
kohort bir galisma sonucuna gore kronik hastalik risk indeksi puani ile yasam siiresi
arasinda ters yonlii bir iliski vardir. Yani kronik hastalik riski arttikca yasam suresi
kisalmaktadir (Meng ve digerleri, 1999, s. 296-304). Yasam tarzi ve hayatta kalim ile
ilgili caligsmalar, diyet kalitesi, sigara kullanim1 ve fiziksel aktivite gibi saglikli yagam
tarzi davranmiglarinin uzun doénemli olumlu saglik etkileri oldugunu gostermektedir.
Dokuz Avrupa ulkesinde 70-75 yas grubu 1091 kadm, 1109 erkek bireyin katildigi 10
yillik uzunlamasina bir galisma olan Avrupa Beslenme ve Yaslilik Arastirmasi (Survey
in Europe on Nutrition and the Elderly; a Concerted Action-SENECA) sonuglarina gore
sigara kullanimi, diisiik diyet kalitesi ve yetersiz fiziksel aktivite mortalite riskini 3-4 kat
artirmaktadir. Ayrica, beslenme, fiziksel aktivite ve sigara kullanilmamas: gibi saglikli
yasam tarzi aligkanliklarma doniistlriilebilen davraniglar, yasam kalitesini artirarak
morbiditenin gecikmesi Uzerine de etkili olabilmektedir (Nies ve digerieri, 2002, s. 962-
968; Nies ve digerleri, 2003a, s. 427-434; Nies ve digerleri, 2003b, s. 318-323).

Diyet Kalitesi:

Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip-2 diyabet ve kanser gibi beslenme ile ilintili
kronik hastaliklara yakalanma riski ve yasam siiresi iliskilidir (Vallinas ve digerleri,
2013, s. 585-599). Diyet kalitesi, yasam kalitesinin 6nemli bir pargasidir ve yasam siiresi
ile ilgilidir. Diyet Kalite Indeksi, genel beslenme oriintiisiiniin degerlendirilmesi ve
kronik hastalik riski ile mortalite riskinin O6ngoriilebilmesi amaci ile gelistirilmis bir
Olgektir (Kim ve digerleri, 2003, s. 3476-3484; Seymour ve digerleri, 2003, s. 980-988).
Saglikli Diyet Indikatorii (DSO Beslenme Rehberi’ne dayali) ve Yaslilarda Beslenme
Indeksi (Akdeniz Diyeti’ne dayali) ile degerlendirilen 3328 yash bireyin (60-79 yas)
katildigi uzunlamasina bir ¢alisma sonucunda diyet kalitesinin tiim nedenlere bagli
mortalite ile iliskili oldugu belirlenmistir (Atkins ve digerleri, 2014, s. 673-680).
Uzunlamasina bir ¢alisma olup 65 yas ve iizeri 972 birey ile yiiriitiilmiis Ingiliz Diyet ve

Beslenme Arastirmasi’nda {i¢ diyet kalite indeksi ile yapilan degerlendirmede Saglikli



Diyet Skoru mortalite icin bir 6n gosterge olarak saptanmazken, Onerilen Besin Skoru
ve Akdeniz Diyeti Skoru tim nedenlere bagli mortalite ile iligkili bulunmustur
(McNaughton, 2012, s. 320-325). Ayrica, prospektif kohort bir ¢alisma olan Meme
Kanseri Tarama Projesi sonuglarina gore diisiik diyet kalitesi, artmis mortalite riski ile
iligkilidir (Kant ve digerleri, 2000, s. 2109-2115). Yine, Amerikan Kanser Dernegi
Kanserden Korunma Caligsmasi II Beslenme Kohort (American Cancer Society Cancer
Prevention Study Il Nutrition Cohort) arastirmasi sonuglart diyet kalitesinin tim
nedenlere bagli mortalite ve dolasim sistemi hastaliklarina bagli mortalite ile iliskili
oldugunu gostermistir (Seymour ve digerleri, 2003, s. 980-988). Bunun yaninda, Ulusal
Beslenme ve Saglik Arastirmasi | (National Health and Nutrition Examination Survey |-
NHANES I)’de diisiik besin ¢esitliliginin her iki cinsiyette de yiiksek mortalite riski ile
iliskili oldugu saptanmustir (Kant ve digerleri, 1993, s. 434-440). Isvec’te kadinlar ile
yapilmis bir diger prospektif calismada ise fazla miktarda kirmizi et, rafine karbonhidrat,
seker ve doymus-trans yag igerigi yiiksek besinler tiiketen kadinlarda kansere bagl
mortalitenin az tliketenlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Michels ve Wolk,
2002, s. 847-854). Yine, 16 yil siiren Whitehall II Kohort Calismasi’nda kizarmis ve
sekerli besinler, islenmis ve kirmizi etler, rafine tahillar ve yiiksek yagl siit tirtlinleri
tliketimi az olan bireylerin, hastalik olmadan aktif bir yaslhlik dénemi gegirme olasiligt
yiikksek bulunmustur (Akbaraly ve digerleri, 2013, s. 411-419). Ayrica, Avrupa’da
452,717 katilimer ile yapilan prospektif bir ¢alisma sonucuna gore posa alimindaki artig
toplam mortalitedeki azalisla iligkilidir ve bu etki tahil ve sebze kaynakli posada

meyvelerdeki posaya kiyasla daha yiiksektir (Chuang ve digerleri, 2012, s. 164-174).

Akdeniz Diyeti:

Akdeniz Diyeti; sebze, meyve, kurubaklagil ve tahillardan zengin, orta diizeyde balik,
yiiksek miktarda doymamis yag asidi, diisiik-orta diizeyde siit {iriinleri, diisiik diizeyde et
ve orta diizeyde sarap tiiketimi ile karakterizedir. Yapilan calismalarda Akdeniz Diyeti
ve toplam mortalite arasinda ters yonlii bir iligki oldugu bildirilmistir (Trichopoulou ve
digerleri, 2003, s. 2599-2608). On iki y1l boyunca (1988-2000) 2,339 saglikli, 70-90 yas

grubu bireyler ile yiritilen Avrupa Uzunlamasina Saglikli Yaslanma Calismas1 (The



Healthy Ageing: a Longitudinal study in Europe-HALE) sonuclarina gore Akdeniz
Diyeti ve saglikli yasam tarzi tim nedenlere bagli ve belirli bir nedene bagli mortaliteyi
en az %50 oraninda azaltmaktadir (Knoops ve digerleri, 2004, s. 1433-1439). Ayrica,
dokuz Avrupa iilkesinde 60 yas ve iizeri 74,607 bireyin katildigi Avrupa Kanser ve
Beslenme Inceleme Calismasi’na (The European Prospective Investigation into Cancer
and Nutrition-EPIC) go0re Akdeniz Diyeti, toplam o6lim oranindaki azalisla
iliskilendirilmistir (Trichopoulou ve digerleri, 2005, s. 1-7). Diger taraftan, 60-69 yas
grubu Hollandali kadinlarin katildigi bir ¢alismada geleneksel Hollanda Diyeti’nin
Akdeniz Diyeti’ne kiyasla yasam siiresi iizerinde daha etkili oldugu belirlenmistir
(Waijers ve digerleri, 2006, s. 1170-1176). Isvecli yash bireylerle yapilan bir ¢calismada
ise tam tahillar, ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin beSinler ve sinirli miktarda
alkol tiiketimini kapsayan Akdeniz tipi beslenmenin yasam siiresini uzatabildigi
bildirilmistir (Tognon ve digerleri, 2011, s. 439-450). Ayrica, Akdeniz Diyeti’nin bir
Ozelligi olan orta diizey sarap tiiketiminin basta resveratrol olmak iizere sarabin
bilesiminde bulunan fitokimyasallara bagli olarak yasam siiresini uzattig1 ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttig1 bildirilmistir (Giacosa ve digerleri, 2014, e-
bask1). Isve¢’te 30-49 yas grubu kadin katilimeilarla yiiriitiilen bir diger ¢alismada ise
Akdeniz tipi beslenmenin mortaliteyi azalttigi belirlenmistir (Lagiou ve digerleri, 2006,
s. 384-392). Bunun yaninda, 40,622 bireyin yer aldigi EPIC-Ispanya Caligmasi’nda
zeytinyag: tiikketimi ile toplam mortalitenin %26 ve zeytinyag: tiiketimindeki her 10
gramlik artigla toplam mortalitenin %7 oraninda azaldigi saptanmistir (Buckland ve
digerleri, 2012, s. 142-149).

Vejetaryen Diyet:

Derlenen alt1 ¢alisma sonucuna gore bu ¢alismalarin dérdiinde ¢ok diisiik et tiiketimi ile
6lim riskinde anlamli bir azalis oldugu belirlenmistir. Ayrica, saglikli yetiskin bireylerle
yapilan kohort bir ¢caligmaya gore uzun donem (=20 y1l) vejetaryen diyet tiiketimi yasam
stresini 3.6 yil artirabilmektedir (Singh ve digerleri, 2003, s. 526-532). Diger taraftan,
17,611 bireyle yiiriitiilmiis 1986-2010 yillarim1 kapsayan NHANES 1II ¢alisma



sonuglarina gore et tiiketimi mortalite ile iliskilendirilmemistir (Kappeler ve digerleri,

2013, s. 598-606).

Kalori Kisitlamasi:

Bu terim malnutrisyona neden olmadan yapilan enerji kisitlamasi anlamindadir. Kalori
kisitlamasinin yagam siiresinin uzamasi ile ilgili oldugunu gosteren ilk ¢alismadan bu
yana mayalar, sinekler, baliklar, fare ve siganlar gibi birgok canli tiirii ile bu konuda
bircok arastirma yapilmistir. Memeli grubundan olan sicanlar ve farelerle yapilan
calismalarda, kalori kisitlamasinin yaslanmay1 geciktirdigi gosterilmistir (Heilbronn ve
Ravussin, 2003, s. 361-369; Holloszy ve Fontana, 2007; s. 709-712; Fontana, 2009, s.
144-150). Ayrica, evrimsel olarak insana en yakin canlilar olan primatlardan Rhesus
maymunlari ile yapilan ¢alismalarda %30 kalori kisitlamasi1 yasa ve tiim nedenlere bagl
mortalitedeki azaligla iligkilendirilmistir (Colman ve digerleri, 2014, s. 3557-3561).
Diinyanin en uzun yasayan insanlar1 olarak bilinen Okinawanlarin, Amerikalilara gére
%20-40 oraninda daha diisiik kalorili ve besin degeri yiiksek geleneksel diyetleri
nedeniyle 4-5 yil daha uzun yasadiklar1 bildirilmektedir (Willcox ve digerleri, 2014, s.
148-162; Everitt ve digerleri, 2010, s. 311-318). Ayrica, yapilan uzun donem insan
calismalar1 sonuglarina gore insulin-insulin benzeri biylme faktéri ve interlokin-6,
triodotironin diizeyi ve viicut 1siSindaki diisiis, oksidatif hasar, otonomik fonksiyon
degisiklikleri gibi metabolik adaptasyondaki azahs tip-2 diyabet, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle iliskilidir (Meyer ve digerleri, 2006, s. 398-402;
Stein ve digerleri, 2012, s. 644-650; Mercken ve digerleri, 2013, s. 645-651; Rizza ve
digerleri, 2014, s. 38-45). Dolayisiyla, metabolik ve molekiiler yolaklarin kalori
kisitlamas1 ve yasam siiresi ile olan iliskisinin belirlenebilmesi i¢in daha ileri
aragtirmalar gereklidir.

Ozetle, mevcut arastirma sonuglar1 yeterli ve dengeli beslenme, fiziksel aktivite,
sigara kullanmama gibi saglikli yasam tarzi davraniglar1 yasam siiresinin uzunlugu ile
ilgilidir. Dolayisiyla, yaslanma {izerine olumlu etkiler gdsteren beslenme stratejileri
fizyolojik fonksiyonlar ve yasam kalitesinin siirdiiriilmesine olanak saglamaktadir.

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar, mikro besin 6gelerinin yaglilik doneminde immiin,



bilissel, kardiyovaskiiler ve kas-iskelet fonksiyonlarinin artis1 tizerine etkili oldugunu
gostermektedir (Meydani, 2001, s. 226-235). Bunun yanisira 75 yas sonrasinda dahil
sigara kullanmamak, fiziksel aktivite yapmak gibi saglikli yasam tarzi davranislarinin
yasam siiresinin uzamasinda (erkek: 6 yil, kadin: 5 yil) etkili oldugu bildirilmektedir
(Rizutto, 2012, s. 1-10). Yani, amag¢ sadece uzun yasamak degil ayn1 zamanda daha iyi,
kaliteli yasamak ve bunun ic¢in optimal yasam kalitesinin yasam boyunca siirdiiriilmesini
saglamaktir. Bu nedenle de saglikli beslenme ve diger saglikli yasam tarzi
davraniglarinin  yasam boyu benimsenmesi Onemlidir. Genel olarak beslenme ve
yaslanma iligkisi sadece diyet ve morbiditedeki azalisla ilgili mortalitedeki azalis degil

ayni zamanda morbidite riskine bagli olmaksizin saglikli yaglanmakla da ilgilidir.

2.2. Oksidatif Stres ve Yaslanma

Oksidatif stres kavrami her iki sézciigiin anlamin1 da kapsamaktadir. Ik kez Helmut Sies
tarafindan 1980’lerde olumsuz ve patolojik bir kavram olarak tanimlanmistir (Lane,
2011, s. 1-17). Daha sonra ise oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik
“oksidatif stres” kavrami olarak ac¢iklanmistir. Reaktif oksijen tirevleri (ROS), endojen
ve ekzojen nedenlerden dolay1 canli organizmalarda normal hiicre metabolizmasi sonucu
olusmaktadir. Siiperoksit anyonu (O ), hidroksil radikali (¢<OH) ve hidrojen peroksit
(H,O,) bilinen temel endojen oksidanlarken, ultraviyole 1sik, hiperoksi, iyonize
radyasyon ve agir metal iyonlar ise bilinen ekzojen oksidanlardir. Normal kosullarda
hicreler oksidan ve antioksidan dengesini saglayabilmektedir. Dolayisiyla, ROS un asiri
birikimi ve/veya antioksidan yetersizligi sonucu oksidatif stres olugmaktadir
(Shackelford ve digerleri, 2000, s. 1387-1404; Birben ve digerleri, 2012, s. 9-19).
Antioksidan savunma mekanizmasi, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx)’1 igeren enzimatik ve askorbik asit, a-tokoferol, f-karoten,
glutatyon (GSH), urik asit, flavonoidler, selenyum, retinol, ¢inko, riboflavin, molibden
ise enzimatik olmayan sistemleri kapsamaktadir (Finkel ve Holbrook, 2000, s. 234-247,
Prior ve Cao, 2000, s. 588-592; Goodman ve digerleri, 2011, s. 1068-1084). Oksidatif
stres, protein, DNA ve lipidlerin oksidatif hasar1 sonucu yaslanma, kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt, diyabet, norolojik hastaliklar, immun-inflamatuvar
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hastaliklar ve oto-immun hastaliklar gibi kronik hastalik riskinin artmasma neden
olmaktadir (Ferrari ve Torres, 2003, s. 251-260; Ferrari, 2007, s. 327-339). Oksidatif
stresi Oonlemek veya azaltmak i¢in enzimatik olmayan antioksidan bilesenler yeterli
miktarda alinmalidir. Boylelikle, hiicreler oksidatif hasardan korunarak kronik hastalik
riski azalmaktadir (Liu, 2003, s. 517-520). Yaslanmaya neden olan oksidatif stres diizeyi
organizma, doku ve hicre tipine gore farklililk gostermektedir. Memelilerde
antioksidanlarin bilissel fonksiyonlarda diisiis gibi yasla ilintili disfonksiyon gelisimine
kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (Golden ve digerleri, 2002, s. 117-123).
Yaslanmada Serbest Radikal Teorisi’ne gore birincil olarak mitokondriyal ROS hasari
ve ilerlemis hiicre hasar sonucu fonksiyonlardaki azalis yaslanmaya neden olmaktadir.
Buna gore ROS’un, metabolik saglik ve yasam siiresini etkileyen elzem sinyal
molekiilleri gibi gorev aldiklar1 Ongoriilebilir (de Grey, 1999, s. 65-74; Ristow ve
Schmeisser, 2011, s. 327-336).

2.3. Hormesis
Hormesis kavrami 1888 yilinda Alman farmakolog Hugo Schulz’un zehirli maddelerin
maya biiylimesini stimiile ettigini bildirdigi ¢alismasina dayanmaktadir (Kaiser, 2003, s.
376-379; Calabrase, 2002, s. 181-189). Ancak bir terim olarak hormesis ilk kez 1941
yilinda Chester Southam ve danigsmani John Erlich tarafindan mantarlarla ilgili tezinde
toksikotropizm olarak kullanilmis ve daha sonra 1943 yilinda yayimnladiklar1 makalede
hormesis olarak tanimlanmigtir (Calabrase, 2008, s. 1451-1474). Dolayisiyla, hormesis
terimi -gevresel etmenlerin diisiik dozda stimule edici olup olumlu etkiler gosterirken,
yiksek dozda inhibe edici olup toksik etki gosterdigi, bifazik doz yaniti- seklinde
aciklanarak toksikolojiye dayanmaktadir (Mattson, 2008a, s. 1-7). Hormesis teriminin
kapsamli giincel tanimi ise ‘“kimyasal ve cevresel faktorlerin bir organizmadaki
hiicrelere yiiksek dozda zarar verirken diisiikk dozda yararl etki gostermesi” seklindedir
(Mattson ve Calabrase, 2010, s. 1-14).

Yaslanmada hormesis, hafif diizeyde stresin hiicre ve organizmada koruyucu
mekanizmalar: indiikleyerek biyolojik yararli etkiler gdstermesini ifade etmektedir

(Rattan, 2008, s. 63-78). Dolayisiyla, molekiiler diizeyde yaslanma rastgele olusan ve



11

ilerleyerek biriken molekiiler hasarla iligkilidir. Hemodinamik yapinin bozulmasi, artmis
molekdler heterojenite, degismis hiicresel fonksiyon ve azalmig stress toleransi saglik
durumunu, hastalik riskini ve yasam siiresini belirleyen faktorlerdir (Rattan, 20123, s.
83-91; Rattan, 2012b, s. 20). ROS genis ¢ergevede hiicresel yanitlara neden olmaktadir
ve bu yanitlar hasar derecesi, hiicre tipi, doz ve maruziyet siresi ile ilgilidir (Martindale
ve Holbrook, 2002, s. 1-15). Buna gore stress yaniti, hiicre, doku ve organizmalarin bir
dizi biyolojik olaylar1 baslatarak adaptasyon ve yasam siiresini etkileyen fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik faktor(ler)e gosterdigi yanit olarak tanimlanabilir. Memeli
hlcrelerinde stress yaniti, hiicre i¢i ve molekiiler diizeyde yedi temel yolak seklinde
smiflandirilabilir (Tablo 2.3.1.) (Demirovic ve Rattan, 2013, s. 94-98). Hormetin olarak
tanimlanan kosul ve faktorler, hafif diizey molekiler hasara neden olarak bir ya da
birkag stres yanit1 yolagini aktive etmekte ve hemodinamik yapiy1 giiclendirmektedir.
Ayrica, hormetinler li¢ baslik altinda toplanabilir: i) fiziksel hormetinler (egzersiz,
termal sok ve irridasyon) ii) fizyolojik hormetinler (mental sorgulama ve odaklanma ya
da meditasyon) iii) biyolojik ve besinsel hormetinler (enfeksiyonlar, mikro besin dgeleri,
baharatlar ve diger kaynaklar) (Rattan, 2012, s. 439-448).

Diyet, yasla ilintili hastaliklarin gecikmesi, saglikli yaslanma ve yasam siiresini
etkileyen 6nemli bilesenlerden biridir. Fonksiyonel besinler, bitkilerdeki besin dgeleri ve
fitokimyasallarin yasla ilintili hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir (Everitt ve
digerleri, 2006, s. 11-31). Bunlardan, polifenoller, flavonoidler gibi cesitli
fitokimyasallar hafif dizeyde stres indukleyicidirler ve kinazlar ile transkripsiyon
faktorlerinin stimilasyonuna neden olarak birgcok gen ve antioksidan enzimler, faz-2
enzimleri ve protein saperonlarinin ifade edilmesinde rol almaktadirlar (Son ve digerleri,
2008, s. 236-246; Lee ve digerleri, 2014, s. 815-868). Kalori kisitlamasi ve resveratrol,
kurkumin, kapsaisin, epikatesin, izotiyosiyanatlar ile baz1 vitamin-mineraller gibi besin
bilesenleri ise bilinen potansiyel besinsel hormetinlerdendir (Hayes, 2007, s. 147-159;
Mattson, 2008b, s. 43-48; Son ve digerleri, 2008, s. 236-246; Demirovic and Rattan,
2011, s. 437-444).

Hiicreyi oksidatif hasara karsi koruyabilen molekiiler antioksidan yanit

belirteclerinden biri HO-1 enzimidir ve bu koruyucu etkisinden dolayr metabolik
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hastaliklarin patogenezinde de 6nemli bir rol oynadigi Ongoriilmektedir (Ryter ve
digerleri, 2006, s. 583-650). Ayrica, anti-inflamatuvar, antiproliferatif etkiler ile
kardiyovaskiiler ve pulmoner hastaliklara karst koruyucu etkiler gosterdigi
bildirilmektedir (Morse ve Choi, 2002, s. 8-16). Hem’in, temel HO-1 indikleyicilerinden
biri olmasi yaninda agir metaller, 1s1 soku, ultraviyole A 1sinlari, hidrojen peroksit, nitrik
oksit (NO) gibi hem olmayan faktorlerin de HO-1 enzim ifadesini indiikledigi
bilinmektedir (Otterbein ve Choi, 2000, s. 1029-1037). Bunun yanisira, resveratrol,
kurkumin, epikatesin, epigallokatesin gallat (EGKG) ve rosmarinik asit gibi
fitokimyasallar HO-1 indikleyici faktorlerdendir ve bu nedenle birer potansiyel besinsel
hormetindirler (Chen ve digerleri, 2005, s. 993-1000; Rattan ve digerleri, 2009, s. 90-
103; Shah ve digerleri, 2010, s. 1951-1961; Pullikotil ve digerleri, 2012, s. 1134-1145).
Buna ek olarak, kemik iligi mezenkimal kok hicrelerinde EGKG’in osteogenezi
indiikledigi belirlenmistir (Chen ve digerleri, 20053, s. 2039-2045).

Stres ya da 1s1 sok proteinleri, 1s1 sok yanitin molekiiler belirtegleridirler ve
molekiiler saperonlar veya hiicresel proteinler gibi davranan bu proteinler oldukca gucli
sitoprotektif etkilere sahiptir. Dolayisiyla, hafif diizey 1s1 sok; hicre ici antioksidan,
tamir ve degradasyon aktivasyonu ile protein hasari ve agregasyonunu azaltici etki
gostermektedir (Rattan, 2005, s. 533-546). Bir 1s1 sok proteini olan HSP70’in
indiiklenmesi de iskemik kalp hastaliklari, diyabet, kanser ve nérodejeneratif hastaliklara
kars1 koruyucu etki gostermektedir (SOti ve digerleri, 2005, s. 769-780; Schmitt ve
digerleri, 2007, s. 15-27). Ayrica, 1s1 sok proteinleri kanser tanisinda ilgili bir belirte¢
degilken bazi kanser tiirlerinde farklilasma ve agresiflesme diizeyi sinyalcileridirler.
Ornegin, HSP70 meme Kkanserinde kemoterapi direnci ile iliskilendirilirken
osteosarkoma kemoterapisinde artigi tedavi yanitini olumlu yonde -etkilemektedir
(Ciocca ve Calderwood, 2005, s. 86-103). insan prostat kanserinde resveratrol HSP70
aracili apoptozisi indiikledigi ve asir1 1s1 sok stresinden korudugu bildirilmektedir
(Cardile ve digerleri, 2003, s. 4921-4926; Putics ve digerleri, 2008, s. 65-76). Buna ek
olarak 1s1 sok ve kurkumin birlikte hormetik etki gostermektedir (Rattan ve digerleri,
2007, s. 112-121; Rattan ve Ali, 2007, s. 424-430). Ayrica, resveratrol, diger

polifenoller, fenolik asitler, flavonoidler, ferulik asit, rosmarinik asit, kinetin ve ¢inko 1s1
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sok yanit1 gosterebilen potansiyel besinsel hormetinlerdir (Putics ve digerleri, 2008, s.
65-75; Rattan, 2012c, s. 439-448).

Tablo 2.3.1. Insan hiicrelerinde temel molekiiler stres yanit1 yolaklari, ilgili gostergeler

ve etkenler
Yanit Stres faktorleri Etkileyen faktorler | Molekiler belirtegler
Is1 sok yaniti Is1, agir metaller, Is1 sok proteinler, HSF-1’in nukleusa
antibiyotikler, protein proteozom ve translokasyonu; HSP72
denaturasyonu diger proteazlar (HSPA1A) indiiksiyonu
Katlanmamis Endoplazmik Saperonlar ve ko- Transkripsiyon faktéru 6 (ATF-
protein yaniti retikulumda katlanmamus | saperonlar 6); CHOP (GADD153)
ve yanlis katlanmig aktivasyonu
proteinler
Otofajik yanit Besin kisitlamast, Otofagozom, Degismis LC3-I ve LC3-II
hipoksi, hasarli lizozom orant; artmis lizozom sayist;
organeller hasarli mitokondri
degradasyonu
DNA hasar Radyasyon, oksidanlar, DNA tamir ATRIP’in nlikleusa
yaniti serbest radikaller enzimleri translokasyonu; p53, p16, p21
kontrol noktas1 proteinleri,
mortalin diizeyleri artigt
Antioksidan Serbest radikaller, ROS, | Nrf-2, HO-1; FOXO protein diizeyi
yanit pro-oksidanlar hemoksigenaz,
FOXO
Sirtuin yaniti Enerji kisitlamasi Sirtuins Sirtuin-1 protein diizeyi;
NAD/NADH orani
Inflamatuvar Patojenler, allerjenler, Sitokinler, NO NF-kB protein ve inflamatuvar
yanit hasarli makromolekiiller | sentaz, COX-2 interlokin diizeyi artisi
2.4. Enginar

Enginar (Cynara carcundulus var. scolmyus L) ve yabani enginar (Cynara carcundulus
var. altilis DC) Akdeniz bolgesinde yetisen ayn1 zamanda Compositae olarak da bilinen
Astracea familyasindandir (Christaki ve digerleri, 2012, s. 64-70). Akdeniz Diyeti’nde
sikea tiiketilen enginar tlrleri yenilebilir taze yapraklar1 ve tablasindan olusan erken
ciceklenmis enginar basi ya da capitula’st fenolikler, inulin, posa, vitamin ve
minerallerden zengindir (Lattanzio ve digerleri, 2009, s. 131-144). Enginar, tum
dunyaya dagitilmakla birlikte Akdeniz bolgesinde tarimsal ve ekonomik agidan 6nemi
oldukga fazladir ve Italya en fazla enginar iiretimini yapan iilkedir (510,141 ton/yil)
(Ceccarelli ve digerleri, 2010, s. 197-201). Enginar Gretiminin lkemiz Kuzey Kibris’ta

da 6nemi artmakta ve tarimsal ekonomide O6nemli bir paya sahip olmaktadir (5,377
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ton/y1l) (Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti, Tarim ve Dogal Kaynaklar Bakanligi, Istatistik
ve Planlama Kurumu, 2011, s. 42). Bunun yaninda, besin dgesi ve fitokimyasal igerigi
nedeniyle giderek onemi artan enginarla ilgili birgok bilimsel ¢alisma yapilmaya devam
etmektedir. Enginarin temel besin 6gesi icerigi ise Birlesik Devletler Tarim Bakanligi
(United States Department of Agriculture-USDA) veri tabanina gore tablo 2.4.1.’de ve
Turkiye Ulusal Gida Kompozisyon veri tabanina gore tablo 2.4.2.°de gosterilmistir
(USDA, 2014, s. 1-2; T.C. Gida Tarum ve Hayvancilik Bakanhgi, 2014, s. 1-2).
Enginarin mineral igerigi ile ilgili verilerin sinirli olmasi1 yaninda mevcut verilere goére
mineral igerigi genotip, yetistirilen bdlge ve mevsimsel farkliliklardan etkilenmektedir
(Pandino ve digerleri, 2011a, s. 302-308). Bunun yanisira, Astracea familyasinin
polifenol ve flavonoidlerden zengin oldugu bilinirken yine genotip, ¢evresel faktorler,
isleme yontemleri gibi etmenlerin bu fitokimyasallarin miktar ve kalitesini etkiledigi
bildirilmektedir (Pandino ve digerleri, 2012, s. 254-261). Gouveia ve Castilho (2012, s.
712-724), enginarmm her 100 g’mdaki fenolik ve flavonoid igerigini 233.6+1.4 ve
97.0+0.07 mg gallik asit esdegeri olarak saptamistir. Ayrica, enginar yapraklarinin dis
kisimlarinda fenolik igerik ¢ok diisiik bulunup hidroksisinnamik asit bulunmazken tabla
kisminda bulundugu belirlenmis; dolayisiyla fenolik igerik enginarin kisimlari ile
¢esidine gore farklilik gostermektedir (Pandino ve digerleri, 2011b, s. 148-153). Buna
ek olarak Cynara carcundulus L. ile yabani tiplerinin yaprak ve c¢icek koklerinin
antioksidan kapasitesi fenolik asit ve flavonoid igerigine gore degismektedir (Pandino ve
digerleri, 2011c, s. 417-422). Ayrica, fenolik igerikteki farkliliktan dolay1 bebek anzio
enginarin antioksidan kapasitesi enginara gore daha yuksektir (Sohaimy, 2014, s. 15-20).

Enginar, ¢ig, haslanmig, buharda, kizarmis ve bir¢ok farkli yemek tarifesinde
kullanilarak siklikla tiiketilmektedir. Ustelik, sadece sik tiiketilen lezzetli bir besin degil
ayni zamanda bilesiminde bulunan polifenoller, inulin ve flavonoidlerle iligkili olarak
bazi kronik hastaliklardan koruyucu etki gostermektedir. Ayrica, taze ve kuru olarak
hayvan yemi, alkollii icecek hazirlanmasinda, kurutulmus yaprak ekstraktlar ile
koklerinden elde edilen inulin ekstrakti tedavi amagl kullanilmaktadir (Pandino ve
digerleri, 2012, s. 254-261). Bunun yanisira Cynara carcundulus L. nin yaprak ve ¢igek

kokleri gereksiz atik kisimlar olarak kabul edilmekte ancak bu kisimlardan antioksidan
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bilesikler ekstrakte edilerek degerlendirilebilecegi Ongoriilmektedir (Pandino ve

digerleri, 2011c, p. 417-422).

Tablo 2.4.1. Enginarda bulunan besin 6geleri (USDA) (100 g)

Besin 6gesi Miktar Besin dgesi Miktar Besin dgesi Miktar
Su (g) 84.9 Vitamin C (mg) | 11.7 Potasyum 370
(mg)
Enerji (kcal) 47 Niasin (mg) 1.046 Fosfor (mg) 90
Protein (g) 3.27 Vitamin B6 | 0.116 Sodyum (mg) | 94
(mg)
Yag (g) 0.15 Tiamin (mg) 0.072 Kalsiyum 44
(mg)
Karbonhidrat | 10.51 Riboflavin (mg) | 0.066 Demir (mg) 1.28
(9)
Posa (g) 5.4 Folat (Lg) 68
Vitamin A (IU) | 13
Vitamin K (ug) | 14.8
Tablo 2.4.2. Enginarda bulunan besin 6geleri (TurKomp) (100 g)
Besin 6gesi Miktar Besin 6gesi Miktar Besin dgesi Miktar
Su (g) 89.2 Vitamin C (mg) | 9.6 Potasyum 425
(mg)
Enerji (kcal) 32 Niasin (mg) 0.866 Fosfor (mg) 90
Protein (g) 2.46 Vitamin B6 0.078 Sodyum (mg) | 65
(mg)
Yag (g) 0.2 Tiamin (mg) 0.042 Kalsiyum 99
(mg)
Karbonhidrat 2.62 Riboflavin (mg) | 0.040 Demir (mg) 0.88
(9)
Posa (g) 4.7 Vitamin A (IU) | 13.3 Cinko (mg) 0.53
Vitamin K1 0.8
(H9)

Cok iyi bilinmektedir ki pisirme teknikleri tiim sebzelerde fiziksel ve kimyasal bazi

degisikliklere neden olmaktadir. Dolayisiyla, cesitli fitokimyasallar1 iceren enginardaki

bilesenlerin miktar1 da tarimsal uygulamalar ve pisirme tekniklerinden etkilenmektedir.

Ornegin, enginarin buharda ve mikrodalga ile pisirmede antioksidan kapasitesinin

artt1g1, buharda pisirilen enginarlarin fenolik igeriginin mikrodalgaya gore daha yiiksek
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oldugu belirlenmistir (Palermo ve digerleri, 2013, s. 7960-7968). Ayrica, pisirme islemi
sonucu fenoliklerdeki artigin 1s1 etkisi ile serbestlesmeleri; azaligin ise degrade olmalari
sonucu meydana geldigi dngdriilmektedir. Yapilan bir ¢calisma sonucuna gore de pismis
bebek enginarin total fenolik, kafeik asit, klorojenik asit ve CYN igerigi yiiksek
oldugundan serbest radikal yakalama kapasitesi de yuksektir (Lutz ve digerleri, 2011, s.
49-54). Ogzetle, pisirme islemleri fitokimyasallarin biyoyararhligini artirict — etki
gosterebilmektedir. Yapilan bir ¢alisma sonucuna gore enginarin coating yontemi ile
islenmesi dipping yontemine gore raf 6mriinii daha olumlu etkilerken biyodegrade film,
aluminyum kaynakli ¢ok katmanli film ve poliproponil filmle paketlemeye kiyasla en
uygun paketlemedir. Dolayisiyla enginarin minimum diizeyde islenmesi, tasima
maliyetlerinin azalmasi, depolama alan1 ve siiresi ile ticarilestirilmesi i¢in uygun olabilir
(Nobile, 2009, s. 128-133). Pismis enginarin tiiketildikten sonra bilesiminde bulunan
biyoaktif molekiillerin emilim ve metabolizmas1 iizerine yapilan pilot bir ¢alismada
hidroksisinnamik asit metabolitlerinin biyoyararliliginin besin matriksi, biyikligi,
kimyasal bilesimi ve tiiketilen miktar gibi faktorler ile sindirim enzimleri aktivitesi, safra
salmmi ve karaciger, bobrek, gastrointestinal epitel, barsak mikroflorasindaki
biyodoniisiim ile ilgili oldugu bildirilmistir (Azzini ve digerleri, 2007, s. 963-969).
Enginar yapraklari 4. ylizyildan bu yana alternatif tipta kullanilmakta ve
teropatik etkileri Ingiliz ve Avrupa Kodeksi, Ingiliz Herbal Kodeksi ve Alman
Komisyonu e-Monogrami’nda bildirilmektedir (Nasser, 2012, s. 6-13). Son zamanlarda
ise hepatoprotektif, dispeptik, antikarsinojenik, antioksidatif, antibakteriyel, koloretik,
kolesterol diisiiricii ve safra salinimi ile tirinatif etkileri oldugu bildirilmektedir (Kratft,

1997, s. 369-378).

Kolesterol diisiiriicii etkileri:

Hiperkolesterolemi, artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile ilgilidir ve enginar yapragi
ekstrakti (EYE) bunun i¢in bir tedavi segenegi olarak dngorilmektedir. Yapilan hayvan,
vaka-kontrol ve klinik ¢alismalara gore EYE kolesterol diisiiriicii etki gostermekte ve in
vitro bir ¢aligmaya gore bu etkisini kolesterol biyosentezini azaltarak gostermektedir

(Pittler ve digerleri, 2006, s. 1-17). Ayrica, sinirh sayida randomize ¢ift kor klinik
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calismaya gore total kolesterol (TK) dlzeyi >210 mg/dl olan hiperlipidemili bireylerde
EYE, TK’y1 anlamli bir sekilde diisiirmiistiir (Petrowicz ve digerleri, 1997, s. 147).
Yine, 143 hiperkolesterolemili (TK >280 mg/dl) birey ile yapilan randomize plasebo
kontrolll ¢ift kdr ¢ok merkezli bir galismada 6 hafta boyunca rastgele plasebo ve 1800
mg EYE verilmesi sonucu TK ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeyleri EYE alan
grupta anlamli bir diislis gostermistir (Englisch ve digerleri, 2000, s. 260-265). Bir diger
randomize ¢ift kor plasebo kontrollii ¢alismada ise 75 hiperkolesterolemili bireye (TK
230-300 mg/dl) 12 hafta boyunca rastgele 1280 mg EYE ve plasebo verilmis, EYE
verilen grupta plasebo verilen gruba gére TK diizeylerinde anlaml bir diisiis gozlenirken
LDL, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve trigliserit diizeyinde bir degisiklik
gozlenmemistir (Bundy ve digerleri, 2008, s. 668-675). Randomize cift kor plasebo
kontrollli bu {i¢ ¢alismanin analiz sonucuna gdére EYE’nin hiperkolesterolemide bir
tedavi segenegi olarak Onerilebilmesi igin daha ileri ¢aligmalar gereklidir (Wider ve
digerleri, 2013, s. 1-28). Bunun yaninda, EYE’de bulunan flavonoidlerin insan endotel
hicrelerinde endotelyal tip nitrik-oksit sentaz (eNOS) gen ifadesini artirdig
belirtilmektedir (Li ve digerleri, 2004, s. 926-932). Ayrica, EYE nin yanisira enginar
suyu ile yapilan bir ¢alismada ise 6 hafta boyunca 28 hiperlipidemik bireyden 18’ine 20
ml/enginar suyu verilmistir. Ancak TK ve LDL diizeylerinde bir diisiis saptanmazken
endotel fonksiyonlar iizerine olumlu etkiler gosterdigi belirlenmistir (Lupatelli ve

digerleri, 2004, s. 775-782).

Hepatoprotektif Etkileri:

Enginar ekstraktlar1 alternatif tipta karaciger sorunlarma karst ve kismi
hepatotektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu gelistirici bir etmen olarak
kullanilmaktadir. In vitro ve in vivo calisma sonuglarina gdre enginar ekstraktlari
oksidatif stres indUkli hepatotoksisiteden koruyucu etki gostermekte ve bu
bilesimlerinde bulunan fenolik bilesiklerle iliskilidir (Speroni ve digerleri, 2003, s. 203-
211). Yine, tert-batilhidroperoksit (t-BPH) induklu rat hepatosit hiicre kiiltiirii ¢aligma
sonuglarina gore EYE, GSH seviyesindeki azalisi onlemistir (Gebhardt, 1997, s. 279-
286; Gebhardt ve Fausel, 1997, s. 669-672). Ayrica, karbon tetra klorid (CCl4) indiiklii
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rat hepatositleri ile yapilmis in vivo ¢alisma sonuglarina gére EYE, GSH seviyesini ve
GPx aktivitesini artirmistir (Mehmetcik ve digerleri, 2008, s. 475-480). Rat hepatosit
hiicre kiiltiiri ve insan hepatoma hiicre (HepG2) kiiltiirii ile yapilan bir diger ¢alismada
da enginar ekstraktt GSH diizeyindeki azalis1 6nlerken HepG2 hiicrelerinin viyabilitesini
azaltmis ve apoptozisi indiiklemistir (Miccadei ve digerleri, 2008, s. 276-283). Sonug
olarak, enginar ekstraktinin antioksidan aktivitesine bagli olarak hiicreleri oksidatif

strese kars1 koruyarak potansiyel hepatoprotektif etki gosterdigi dngorilmektedir.

Koloretik ve Dispeptik Etkileri:

EYE, anti-dispeptik ve koloretik etkilerinden dolay1 gastroenterolojide kullanilmaktadir.
EYE’nin koloretik aktivitesine bagli olarak kolorezis ve safra bilesiklerinin
olusumundaki artis1 indiikledigi bildirilirken dispepsi tedavisi i¢in de Onerilebilecegi
bildirilmektedir (Kirchhoff ve digerleri, 1994, s. 107-115; Rodriguez ve digerleri, 2002,
S. 687-693). Refll, Ulser, dismotilite benzeri semptomlar genel dispeptik semptom
sikayetleri olarak bilinmektedir ve bu tarz sikayetleri oldugunu beyan eden 454 saglikl
birey ile yapilan bir calismada 2 ay boyunca rastgele 320 mg ve 640 mg EYE
verilmistir. Napean Dispepsi Indeksi (NDI) degerlendirmesine goére EYE verilen her iki
grupta da baslangictaki semptomlara kiyasla 2 ay sonundaki semptomlarda azalis oldugu
belirlenmistir (Marakis ve digerleri, 2002, s. 694-699). Bir diger plasebo kontrollii ¢ift
kor ¢cok merkezli ¢aligmada fonkisyonel dispepsisi olan 244 bireye 6 hafta siiresince 640
mg EYE ile plasebo verilmis ve NDI degerlendirmesinde plaseboya gore EYE verilen
grupta semptomlarda daha iyi diizelmeler oldugu ve hastalikla iligkili yasam kalitesinde

artis oldugu belirlenmistir (Holtman ve digerieri, 2003, s. 1099-1105).

Antioksidatif Etkileri:

Oksidatif stress, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser gibi bir¢ok kronik hastaligin ortak
nedeni olarak kabul edilmektedir. Enginar ise bilesiminde bulunan fenolikler ve
flavonoidlere bagl olarak antioksidan aktivite goOsterebilmektedir. Kiglkgergin ve
digerleri (2010, s. 264-274), hiperkolesterolemik ratlarda kardiyak ve hepatik pro-

oksidan ve antioksidan dengesinde olumlu etkileri oldugunu belirtmislerdir. EYE’ nin
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oksidatif stresi doza bagimli inhibe edici etki gosterdigi bildirilmektedir (Garcia ve
digerleri, 2000, s. 661-665). Omegin, sulu ve etanolik enginar ekstraktlar1 endotel ve
monosit hicre kilturlerinde inflamatuvar belirtecleri ve okside-LDL induklu oksidatif
strese karsi doza bagimli koruyucu etki gostermektedir (Downar ve digerleri, 2002, s.
2897-2908). Bunun yanisira, in vitro ¢aligmalarda Cynara carcundulus L. ekstraktinin
doza bagimli olarak antioksidan ve antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmektedir
(Kuki¢, ve digerleri, 2008, s. 861-868). Ayrica, iki farkli enginar tiiriinden elde edilen
ekstraktlarla yapilan bir ¢alismada da enginar ekstraktlarinin DLD-1 kolorektal kanser

hlicre boyu iizerinde doza ve zamana bagimli sitotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir
(Simsek, 2012, s. 1)

2.4.1. Cynarin (CYN)

Enginar ekstraktinin saglik etkileri ile ilgili ¢aligmalarda bu etkileri klorojenik asit,
kafeik asit, CYN ve flavonoidler gibi antioksidan fenolik bilesenlerle iligskilendirilirken
cogunlukla CYN’ye atfedilmektedir (Gouveia ve Castilho, 2012, s. 712-724; Alonso ve
digerleri, 2006, s. 267-270; Lattanzio ve digerleri, 2009, s. 131-144). CYN, enginar,
deve dikeni ve aspir gibi Astracea familyasinda yer alan bitkilerde bulunan bir
dikafeoilkinik asit (dicaffeoylquinic acid) turevidir (Slanina ve digerleri, 2001, s. 3383—
3385). ilk kez enginardan 3,5-dimetoksi-1,4-dihidroksisiklohekzan karboksilik asit
olarak izole edilmistir (Panizzi ve Scarpati, 1954, s. 1062). Daha sonra 1973 yilinda
kafeoilkinik asitler smiflandirilmis ve 1976 yilinda Uluslararasi Kuramsal ve
Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied Chemistry-
IUPAC)’ nin terminoloji degisikligine gore 1,5-O-dikafeoilkinik asit olarak bilinen CYN,
1,3-O-dikafoilkinik asit olarak degistirilmistir (IUPAC-IUB CBN, 1976, s. 23-31) (Sekil
2.4.1.1.). Baslica kafeoilkinik asit ttrevlerinden olan CYN enginar yapraklar1 ve bas
kisminda bulunmaktadir (Negro ve digerleri, 2012, s. 244-252). Enginarin metanolik
ekstraktlarinda %1.5 oraninda bulunurken enginar ekstraktlarinin temel bilesenidir ve
triptik sindirime, kaynamaya, aside karst dayaniklidir (Gebhart, 1997, s. 279-286;
Lattanzio ve digerleri, 2009, s. 131-144; Adzet ve Puigmacia, 1985, s. 447-453). Ayrica,

taze ve kurutulmus enginar yapraklarinda eser miktarda bulunmasma ragmen
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ekstraksiyon islemi sirasinda 1,5-O-dikafeoilkinik asit sicak su icerisinde
transesterifikasyona ugrayarak CYN’ye doniismektedir (Bradley, 2006, s. 34-36).
Yapilan bir ¢alismada ise pisirilmis bebek enginardaki CYN miktarmin 1s1 etkisi ile
dikafeoilkinik asit izomerizasyonu ve kafeik asit esterifikasyonu sonucu 2 katina ¢iktigi
bildirilmistir (Lutz, 2011, s. 49-54). CYN’nin potansiyel saglik etkileri ise koloretik ve
kolesterol diisiiriicli, hepotoprotektif, anti-aterosklerotik, anti-HIV, antioksidatif, anti-
diyabetik, anti-karsinojenik, immunmodulator etkileri seklinde 6zetlenebilir (Ernst,
2000, s. 71; Ebadi, 2007, s. 86; Barnes ve digerleri, 2007, s. 67-69) (Tablo 2.4.1.1.).

Koloretik ve kolesterol diisiiriicii etkileri:

Ratlarla yapilan bir caligmaya gore CYN, serum kolesterolii anlamli bir sekilde
diistirmiistiir (Wojcicki, 1978, s. 143-145). Primer hiperlipidemili bireylerle yapilan bir
calisma sonucuna gore ise 750 mg ve 1500 mg CYN, toplam serum lipidleri, trigliserit
ve fosfolipid konsantrasyonunu diisiirmiistiir (Bradley, 2006, s. 34-36). Ancak bir diger
calismada ailesel tip Ila ve tip Ilb hiperlipidemili bireylere i¢c ay suresince verilen 250
mg ve 750 mg CYN, serum Kkolesterolii ve trigliserit seviyelerinde herhangi bir
degisiklige neden olmamistir (Heckers ve digerleri, 1977, s. 249-253). Ayrica, klinik
calisma sonuglarina gore 60-1500 mg/glin CYN aliminin serum kolesterol ve trigliserit
konsantrasyonlarinin diismesinde etkili oldugu belirtilmektedir (Barnes ve digerleri,

2007, s. 67-69).

Anti-aterokslerotik etkileri:
eNOS, NO sentezinden sorumludur ve CYN’nin 100 uM’a kadar eNOS aktivitesini
artirict bir etkisi belirlenmemistir (Li ve digerleri, 2004, s. 926-932).
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Sekil 2.4.1.1. CYN (1,3-O-dikafeoilkinik asit) (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Hepatoprotektif etkileri:

Adzet ve digerleri (1987, s. 612-617), CYN’nin rat hepatositlerinde CCl, indiKIi
toksisteye karst koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada ise 3 uM
CYN’nin t-BPH indiiklii malondialdehit (MDA) iiretimini azalttig1 ve yari maksimal
etkili konsantrasyon (ECsp) degerinin 12.5 uM oldugu belirlenmistir (Gebhart, 1997, s.
279-286; Gebhart ve Fasuel, 1997, s. 669-672).

Anti-HIV etkileri:

MT-2 insan T-hicre 16kemi hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada CYN’nin ECsg degeri 25
MM, Dbuyimeyi inhibe edici medyan letal doz (LDsp) degeri ise 250 uM olarak
saptanmustir (Slanina ve digerleri, 2001, s. 3383-3385).


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Antioksidatif etkileri:

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin aromatik halkada bulunan hidroksil
gruplan ile iligkili oldugu bildirilmektedir. S6yle ki hidroksil gruplarinin sayisindaki
artis ve de ikinci hidroksil grubun orto ya da para pozisyonda olmasi antioksidan
aktivitedeki artigla ilgilidir. CYN’nin hidroksil gruplari her iki 6zelligi de sagladigindan
klorojenik asit, 1-kafeoilkinik asit, cynorosit, luteolin rutinosit, apigenin rutinosit gibi
enginarda bulunan bu bilesenlere kiyasla daha fazla antioksidan aktivite gostermektedir
(Wang ve digerleri, 2003, s. 601-608). Jun ve digerleri (2007, s. 244-248), CYN’nin 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-silfonik asit)
(ABTS) radikallerine kars1 antioksidan aktivite gosterdigini bildirmistir. CYN’in ayrica
linoleik asit oksidasyonunu inhibe ettigi, hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlarini
temizledigi belirtilmektedir. Bunun yaninda, 3T3 deri hiicrelerinde 51 pM CYN’nin
demir (Fe?*) indiiklii ve 45-51 uM CYN’nin 2,20-azobis(2-amidinopropan)dehidroklorit
(AAPH) indiiklii oksidatif stresi inhibe ettigi bildirilmistir (Danino ve digerleri, 2009, s.
1273-1280). Ozetle, CYN’nin antioksidan aktivite gostermesi ROS temizleme

kapasitesi ile ilgilidir.

Antidiyabetik etkileri:

CYN’nin potansiyel antiglikatif etkileri BSA-glikoz sistemi ile gosterilmistir. Buna goére
CYN, ileri glikolize son iiriinleri (AGE) doza bagimli (3 uM — 40 uM) inhibe edici etki
gostermektedir (Sun ve digerleri, 2012, s. 3260—3265).

Antikarsinojenik:
Yapilan bir ¢aligmada CYN’nin HeLa hiicrelerinde 400 uM’a kadar herhangi bir
farkliliga neden olmadig: bildirilirken 16kemik hicrelerde %20 oraninda sitotoksik etki
gosterdigi bildirilmistir (Slanina ve digerleri, 2001, s. 3383-3385; Atasever ve digerleri,
2003, s. 143-150).
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Immunmodulator etkileri:

T-hiicreleri disardan gelen spesifik stimulasyona yanit olarak immun aktiviteyi
baslatmaktadir. Ayrica, pozitif immun yanit ile negatif immun yanit arasindaki denge, T
hiicrelerinin devamliligi ve saglik ile iligkilidir. Dolayisiyla, asir1 yanit ve yetersiz
immun yanit patolojik olmakla birlikte asir1 yanita bagli gelisen bir¢ok otoimmun
hastaliklar mevcuttur. Bununla ilgili olarak yapilan bir ¢aligmada ise CYN, T-hucre
reseptorii olan CD28’i bloke ederek immunmodulator etki gosterdigi bildirilmistir (Dong
ve digerleri, 2009, s. 375-381).



Tablo 2.4.1.1. CYN’in potansiyel olumlu saglik etkileri
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oksidatif stres

Orneklem Doz Parametre Potansivyel Kaynak
saghk etkileri
Primer 750 mg Toplam serum lipidleri | Bradley,
hipertrigliseridemili | 1500 mg | Trigliserit | 2006
bireyler Fosfolipidler |
Ratlar Serum kolesterol | Koloretik ve Wojcicki,
kolesterol 1978
Ailesel tip lla ve 250 mg Serum kolesterol — diisiirtict Heckers ve
I1b direncli 750 mg Serum trigliserit — digerleri,
hiperlipoproteinemi 1977
Rat hepatositleri - CCl, toksisitesi | Adzet ve
digerleri,
1987
Rat hepatositleri 3uM t-BPH indikli MDA Hepato- Gebhart,
tretimi | protektif 1997
Rat hepatositleri 3 uM t-BPH indukli MDA aktivite Gebhart ve
dretimi | Fasuel,
LDH sizintis1 | 1997
Insan umbilikal ven | 1 uM - eNOS — Anti- Li ve
endotel hiicreleri 100 uM aterosklerotik | digerleri,
2004
MT-2 hcreleri 25 UM - HIV-1 replikasyonu | Anti-HIV Slanina ve
250 uM digerleri,
2001
B- ve T- hicreleri 1uM - CD28 iligkili T-hiicre Immunmodula | Dong ve
1000 uM | aktivasyonu | tor digerleri,
2009
BSA-glikoz sistemi | 1L.5uM - | AGE | Antidiyabetik | Sun ve
20 pM digerleri,
2012
HelLa hucreleri 400 uM Non-sitotoksik Slanina ve
Antikarsinojen | digerleri,
ik 2001
Lokemik hicre 500 uM Sitotoksik Atasever ve
dizileri ve akut digerleri,
lenfoblastik 2003
I6kemik bireylerin
blast hiicreleri
ROS temizleme 14.09 uM | DPPH Kkarsiti Jun ve
Trolox esdegeri 28.85 uM | ABTS karsit Antioksidatif | digerleri,
antioksidan 2007
kapasite (TEAC)
3T3cells 51 uM %75 | Fe** indukl Danino ve
oksidatif stress digerleri,
45 uM %72 | AAPH indUkIi 2009




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg Listesi

3.1.1. Kimyasallar

la,25-Dihidroksivitamin D3 (Vit-D) (Calcitrol) (Sigma #D1530)
B-Gliserofosfat (CALBIOCHEM #35675)

Alizarin Red S (Sigma-Aldrich #5533)

BSA (Sigma #A4503)

Criterion XT %12 Bis-Tris (BIO-RAD #345-0118)

CYN (Sigma-Aldrich #SLBB9809V)

DMEM (BioWhittaker #BE12-604F)

DMSO (BioWhittaker #BE17-512F)

DPBS (Dulbecco’s Phosphate without Ca ve Mg) (BioWhittaker #BE17-512F)
Etanol (CCS Healthcare AB 1680643)

FBS (Thermo Scientific SV30143.03)

Giemsa’s azur eosin metilen mavi solusyon (Bie & Berntsen #1.09204.0500)
Metanol (VWR #20837.320)

MTT (Sigma-Aldrich #M2128-1G)

Penisilin/streptomisin (BioWhittaker DE17-602E)

PMSF (Sigma #P7626)

SeeBlue (Invitrogen LC5925)

Triton X-100 (MP Biomedicals #194834)

Trizma base (Sigma-Aldrich #T1503)

Tripsin-EDTA (BioWhittaker #BE17-611E)

3.1.2. Antikorlar

Birincil Antikorlar

B-Aktin (A5441, Sigma-Aldrich)
HO-1 (OSA-110, Enzo LifeSciences)
HSP70 (SPA-810, Stressgen)
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ikincil Antikorlar
Mouse-HRP (P0447, Dako)
Rabbit-HRP (P0399, Dako)

3.1.3. Kitler
Protein Assay (BIO-RAD #500-0006)

3.1.4. Plaklar ve flasklar

6-gozeli plak (TPP) (9.5 cm?)

12-gozeli plak (Thermo Scientific) (3.8 cm?)
96-gozeli plak (SARSTEDT) (0.38 cm?)
T75 (TPP) (75 cm?)

3.1.5. Makineler

Countess otomatik hiicre sayim cihazi (Invitrogen)
CO; inkibatori (Heraeus BBD6220)

Invert mikroskop (Zeiss Axiovert 25)

Mikroplak okuyucu (BIO-RAD model 550)

3.1.6. Yazihhm programlari

MRGrab versiyon 1.0.0.4 (Zeiss)

Axiovision versiyon 4.7.1.0 (Zeiss)
Mikroplak manager versiyon 5.2 (BIO-RAD)
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3.2. Yontemlar
3.2.1. Hucreler
Bu arastirmada normal diploid insan deri hiicreleri (FSF-1), telomeraz-immortalize
mezenkimal kok hicreleri ("nTERT-MSC) ve servikal kanser hicreleri (HelLa) ile

calisilmigtir.

FSF-1 hiicreleri: Bu insan yuzu deri hiicreleri dizisi, LVMH Research, St. Jean de Braye,

Fransa’dan temin edilen ve bir¢ok arastirmada kullanilan orta yasli, saglikli Fransiz bir
kadinin g6z kapagindan izole edilmistir. Bu hiicrelerin proliferatif yasam siiresi 65 pasaj
(P) olarak bilinmektedir ve <22 P gen¢ FSF-1 hucreleri, P22-52 orta yasli FSF-1
hicreleri ve >P56 yasli FSF-1 hicreleri olarak tanimlanmaktadir (Jergensen ve digerleri,
2014, s. 105-110). Bu calismada ise P28-37 olan orta yashi FSF-1 hucreleri ile
calisilmigtir.

hTERT-MSC hiicreleri: Insan kemik iligi stromal hiicrelerinden (hnMSC) insan telomeraz

katalitik subunit geninin retroviral transdisiyonu ile immortalize olmus mezenkimal kdk
hicre (NnTERT-MSC) dizisi elde edilmistir. Bu hiicre boyu normal hiicre fonksiyonlarini
yerine getirebilen sinirsiz sayida proliferasyon ve farklilasma kapasitesi ile in vivo

kemik olusturma 6zelligine sahiptir (Simonsen ve digerleri, 2002, s. 592-596).

HelLa hicreleri: Bu hiucre boyu Henrietta Lacks isimli bir kadinin 1951 yilinda agresif

serviks adenokarsinoma hiicrelerinden izole edilmistir. John Hopkins (Baltimore,
Maryland) laboratuvarinda tani i¢in Dr. George O. Gey tarafindan alinan biyopsi
orneginden hiicre kiiltiirtine aktarilmis olan ilk insan hicre boyudur. Su anda tiim
diinyada HelLa ismi ile arastirmalarda kullanilmaktadir (Lucey ve digerleri, 2009, s.
1463-1467).
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3.2.2. Hucre Kulturu

Bu calismada tiim hiicreler T75 (75 m?) doku kiiltiir flasklarinda 12.5 ml L-glutamin,
glukoz iceren ve %10 fetal bovin serum (FBS) ile 100 U/ml pensilin/streptomisin
eklenmis Dulbecco’s minimum elzem besiyeri (Dulbecco’s minimum essential medium-
DMEM)’nde, 37 0C, %5 CO,, %5 atmosferik hava ve %95 nem oranina sahip ortamda
inkiibe edilmistir. Hicre yogunluk orant %90-95 oraninda oldugu zaman pasajlama
yapilmistir. Bu islem sirasinda DMEM flasktan alindiktan sonra ortami DMEM’den
iyice temizleme icin hiicreler Dulbecco’s fosfat tuz tampon (DPBS) ile yikanmis ve 1.6
ml %0.25 tripsin/EDTA solusyonu ile flasktan ayrilmalari icin 5 dakika muamele
edilmistir. Tekrar DMEM eklenip tripsin aktivitesi durdurularak 1:2 veya 1:4 oraninda
pasajlama islemi yapilmistir. Tiim bu islemler steril hava akimli ventilator icerisinde

yiirtitiilmustiir.

3.2.3. Hiicre Sayimi
Tiim hiicre sayim islemleri Countess otomatik hiicre sayim cihazi ile yapilmistir. Hiicre
sayim iglemi her ornek igin en az 2 kez tekrar edilmis ve degerlerin ortalamasi

kullanilmistir.

3.2.4. Proliferasyon ve Hayatta Kalim

Farkli CYN konsantrasyonlarinin hiicrelerin proliferasyon ve hayatta kalimi iizerine
etkisi hiicre sayim1 yapilarak 6 giine kadar izlenmistir. Hucreler, her gézede ~70,000
hiicre (~7400 hiicre/cm?) olacak sekilde 6-gozeli plaklara ekilerek 24 saat plaklara
tutunmast i¢in beklendikten sonra ilgili CYN konsantasyonlart DMEM igerisinde
eklenmistir. Daha sonra birinci, iiglincli, besinci veya altinci gilinler hiicre sayimi

yapilmustir.
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3.2.5. CYN Konsantrasyonlari

CYN (1,3-O-dikafeoilkinik asit) 5 mg’lik toz seklinde Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilerek 4°C’de muhafaza edilmis ve her 5 mg toz CYN, 1 ml methanolde ¢6zulerek
9680 uM olan stok CYN solusyonu hazirlanmistir. Daha sonra bu stok solusyon DMEM

ile dilue edilerek istenen konsantrasyonlar elde edilmistir.

3.2.6. Giemsa Boyama ile Morfoloji Analizi

Hiicreler, her gdzede ~70,000 hiicre (~7400 hiicre/cm?) olacak sekilde 6-gozeli plaklara
ekilerek 24 saat plaklara tutunmasi igin beklendikten sonra ilgili CYN konsantasyonlari
DMEM igerisine eklenmistir. Ilgili CYN konsantrasyonlar1 ile {i¢c giin muamele
edildikten sonra DMEM ortamdan uzaklastirilarak hiicreler iki kez DPBS ile
yikandiktan sonra buz soguklugunda %100 metanol ile fikse edilerek 20 dakika -
18°C’de inkiibe edildikten sonra methanol ortamdan uzaklastirilarak her gézeye 1 ml
giemsa boya solusyonu (pH 6.0-7.0) eklenmistir. Bu sekilde oda sicakliginda 30 dakika
inklbe edildikten sonra her goze 6 kez dH,O ile yikanmis ve plaklar ters gevrilerek bir

gece kurumaya birakilmistir.

3.2.7. Mikrofotograflama

Giemsa boyama yapilmis hiicreler ve yasayan hiicrelerin morfolojisi faz-kontras
mikroskop (Zeiss Axiovert 25) ile fotograflanarak analiz edilmistir. Hiicreler 2.5x
objektif, 10x objektif, 20x objektif ve manuel faz-konstras ayarlar ile fotograflanmistir.
Ayrica tim fotograflar en yiksek c¢ozunurlikte (1300x1030 piksel) ve her buyitme

oraninda 6lgek cubugu eklenerek kaydedilmistir.

3.2.8. MTT Testi ile Toksisite

MTT Testi ¢6ziinebilir sar1 tetrazolyum tuzunun indirgenerek ¢6ziinmez mor formazan
kristallerinin birikmesi prensibine dayanmaktadir. Bu reaksiyon hicre viyabilitesine
bagli olarak mitokondriyal reduktaz aktivitesinin gostergesidir. Olusan formazan

kristallerinin absorbans1 Olglilerek miktar tayini yapilmaktadir. Dolayisiyla, farkli
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konsantrasyonlarin ~ mitokondriyal aktivitesi ve toksisitesi belirlenebilmektedir
(Kasimogullari ve digerleri, 2014, s. 1-8).

Bu ¢alismada, CYN toksisitesini belirlemek icin i¢ kisimdaki goézelere her
g6zede ~1700 hicre (~450 hiicre/cm?) olacak sekilde ekilerek dis kisimdaki gozelere ise
sadece DMEM eklenerek 96-gozeli plaklarda 24 saat beklenmistir. Daha sonra sekiz
farkli CYN konsantrasyonu 150 pL olacak sekilde altisar gézeye eklenerek ii¢c giin
inkiibe edilmistir. Bundan sonra hiicrelerin oldugu goézelerin her birine 25 uL MTT
solusyonu (3.5 mg/mL) eklenerek 2-3 saat 37°C’de inkiibe edilip mevcut DMEM
ortamdan uzaklastirilarak her bir gozeye 150 pL olacak sekilde 1:1 DMSO:EtOH
solusyonu eklendikten sonra mikroplaklar 10-15 dakika karistirici {izerinde bekletilerek
Asgsnm Ve Agsonm referans ile model 550 (Bio-Rad) mikroplak okuyucuda 6lgim
yapilmistir.

Ayrica, sitotoksisite indeksi agsagidaki formiile gore hesaplanmistir (Atasever ve
digerleri, 2003, s. 143-150).

Sitotoksisite Indeksi (%) : (1 — ortalama konsantrasyon absorbansi) x 100

ortalama kontrol absorbansi

3.2.9. Western Blotting
Immunoblotting ya da protein blotting olarak da bilinenWestern Blotting (WB) metodu
i temel adimda uygulanmaktadir. Bunlar: i) protein karigiminda proteinlerin
biyukltklerine gore jel elekroferezle ayrilmasi ii) ayristirilmig proteinlerin membrana
aktarilmasi iii) hedef proteinin 6zel antikorlar ile muamele edilerek bu protein
bantlariin X-ray filmde goérinur hale getirilmesi
Bu calismada, flasklardaki DMEM uzaklastirildiktan sonra hiicreler dnce buz
soguklugunda DPBS ile yikanip yine aynmi sogukluktaki 1 ml DPBS ile 6zel kazima
cubugu kullanilarak flasklardan kazinarak ependorf tiiplerine aktarilip 3500 rpm’de
santrifiijlenerek pelletler elde edilip -80°C’de daha sonra kullanilmak iizere saklanmistir.
Pelletler, 50-100 pL lizis tamponunda (Tablo. 3.2.9.1.) ¢Ozdurlerek 3 saat buz

igerisinde bekletilmistir. Daha sonra 13000 rpm’de santrifiijlenerek supernatant baska
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bir tiipe aktarilarak protein miktar tayini igin bovin serum albumin (BSA) referans kabul
edilerek Bradford analizi yapilmistir. Bunun igin dogrusal bir egri elde etmek amaciyla
0.05-0.5 mg/ml aralifinda referans protein dilusyonlar1 (1:5 dilue) hazirlanmis 96-
gozeli plaga tim referans solusyonlardan ve de érnek solusyonlardan 10 ul eklendikten
sonra bu gozelerin her birine 200 ul Bradford ayraci eklenerek 15 dakika muamele
edilmistir. Daha sonra ise 595,,’de mikroplak okuyucu ile absorbans 6Olcilerek standart
egri ¢izilip ornek solusyonlarin protein miktarlar1 saptanmistir.

Bundan sonra ise her bir érnek solusyon lizis tampon ile dilue edilerek 14 pl’de 1
mg/ml protein igerecek sekilde hazirlanip lizerine 6rnek tampon (4x), XT indirgeyici
ayrac (20x) eklenerek 5 dakika 100°C’de 1sitilmig ve 5 pl molekiil agirligi belirteci olan
SeeBlue eklenip her 20 pl 6rnek %12 Bis-Tris SDS PAGE jele yuklenerek 200 voltajlik
elektroforezde 500 ml XT-MES tampon icerisinde 35-45 dakika yirutilmustir. Bu
islem tamamlandiktan sonra ise jel, soguk towbin tampon (Tablo 3.2.9.2.) icerisinde
nitroseliloz membrana (BIO-RAD) aktarilmak iizere 90 dakika 100 voltaj, 5°C’de
Criterion Blotter ile blotlama yapildiktan sonra tim membran yiizeyi immun boyama
islemi i¢in %4’liik yagsiz siit tozu solusyon ile en az 1 saat oda sicakliginda veya 24 saat
4°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra ise birincil antikor ile her antikora 6zel miktar ve
slirede (Tablo 3.2.9.3.) inkube edildikten sonra 3x 5 dakika PBS ile tiim yiizey yikanarak
ikincil antikor ile yine her antikora 6zel miktar ve sirede (Tablo 3.2.9.3.) inkibe
edildikten sonra 3x 5 dakika PBS ile tiim yiizey yikanip floresan bilesik ECL (GE-
Healthcare) ile tiim yiizey 5 dakika boyunca yikanarak muamele edilmis ve membran
karanlik odada AGFA Curix 60 ile filme (Kodak Medical Film) aktarilmistir.

Tablo 3.2.9.1. Lizis tampou

Tris-HCI 40 pL
Inhibitor 40 uL
Triton X-100 20 pL
PMSF 20 pL
dH,0 880 pL




Tablo 3.2.9.2. Towbin tamponu

Trizma baz 45¢
Glisin 21.6¢
%96 EtOH 300 mL
dH,O 1.2L

Tablo 3.2.9.3. WB isleminde kullanilan antikorlar

Antikor

Konsantrasyonlar

Inkiibasyon siiresi

Birincil antikorlar

B-Actin (42 kDa) 1:10000 15-30 dakika
HO-1 (32 kDa) 1:500 3 saat
HSP 70 (70 kDa) 1:1000 3 saat

ikincil antikorlar

Mouse-HRP

1:500-1:10000

15 dakika-3 saat

Rabbit-HRP

1:500-1:1000

1-18 saat

3.2.10. Yazihm Programlari ve Veri Analizi
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WB sonuglart eldesinde ilgili proteinlerin ifade seviyelerini nicellestirmek igin imaj
analiz programi Image J kullanilmistir. Bunun i¢in ilk olarak WB filmleri en az 600 dpi
¢oziinlirlikte tarayici ile taranarak online yOnerge
(http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-

j) dogrultusunda nicellestirme islemleri yapilmistir. Bu islemle 6zetle, immunoblot
bantlarinin etrafi manuel olarak kare kutu ile segilmekte ve bu alan igerisindeki bandin
renk yogunlugu ve kalinligina gore ilgili programla histogramlan ¢izilmektedir. Daha

sonra ise bu nicel veriler Excel’de grafikler gizilerek analiz edilmektedir.


http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/
http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/
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3.3. Laboratuvar Cahsmasinin Yiiriitiildiigii Yer ve Zaman
Bu arastirmanin laboratuvar uygulama caligmalart EKim 2013 - Nisan 2014 tarihleri
arasinda Aarhus Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Hiicresel

Yaslanma Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

3.4. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Konsantrasyon ve hiicre tipine gore yapilan gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar
Tek-Yon ANOVA analizi ve Tukey’in Cok-Yonlii Karsilastirma Testi veya Kruskal
Wallis Testi ile degerlendirimistir. Istatistiksel farklilik dénemlilik derecesi (p) 0.05

olarak kabul edilmistir.



34

4. BULGULAR

4.1. CYN’nin Etkileri

Bu c¢alismada, CYN’nin FSF-1, hTERT-MSC ve HelLa hucrelerinin morfolojisi,
proliferatif potansiyeli, hayatta kalimi ve FSF-1, hTERT-MSC hicrelerinin stres
yanitina etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin bulgu ve sonuglari CYN’nin
etkileriyle ilgili alt yap1 olusturarak gelecekte yeni calismalarin planlanmasinda yol

gosterici olmasi1 bakimindan 6nemlidir.

4.1.1. Hucrelerin Morfolojisi

Farklt CYN konsantrasyonlarinin hiicre morfolojisine olan etkileri Giemsa-boyama veya
hiicre kiiltiirii i¢erisinde mikrofotograflama ile analiz edilmistir.

Sekil 4.1.1.1. ve sekil 4.1.1.2. iki farkli objektifte FSF-1 hticrelerinin i¢ gln slresince
farkli CYN konsantrasyonlar1 ile muamelesi sonucu olusan morfolojik degisiklikleri
gostermektedir. Buna gore, 75 uM CYN ve (zeri konsantrasyonlarda hiicre yogunlugu
azalirken ince, uzun ve yay seklinde olan normal FSF-1 hiicre morfolojisi, 125 uM CYN
ve lizerinde bozulmus, diizlesmis bir sekle doniismeye bagslamistir. Ayrica alti giin
siresince  farkli  CYN  konsantrasyonlar1 muamelesi sonucu tim CYN
konsantrasyonlarinda hiicreler yassilasmaya baslamis ancak genel hiicre morfolojisi
Korunmustur. Dolayisiyla, FSF-1 hiicrelerinin CYN tolerasyonunda artis goézlenmistir
(Sekil 4.1.1.3. ve Sekil 4.1.1.4.).

Sekil 4.1.1.5. ve sekil 4.1.1.6. ise iki farkli objektifte hTERT-MSC huicrelerinin
uc gun suresince farkli CYN konsantrasyonlari ile muamelesi sonucu olusan morfolojik
degisiklikleri gostermektedir. Buna gore, hiicre morfolojisi konsantrasyonlara ve
muamele siiresi ile iliskili olarak degisim gostermistir. Yetmis bes UM CYN
konsantrasyonu ve tzerinde hilcre yogunlugu azalirken morfolojileri daha poligonal bir
sekil almaya baglamistir. Bunun yaninda 75 puM CYN konsantrasyonu ve (zerinde
hicreler normalden blyuk ve genislemis oldugu gozlenmistir. Ayrica bes giinliik farkli
CYN konsantrasyonlarinin hiicre morfolojisine olan etkisi ii¢ giin ile benzer bulunurken

125 CYN konsantrasyonunda biiylimiis ve genislemis daha fazla hiicre goriilmiistiir.
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Bunlara ek olarak hiicre boyutlarinin heterojenitesi 75 uM CYN konsantrasyonu ve
tizerinde konsantrasyona bagl olarak artmistir (Sekil 4.1.1.7. ve Sekil 4.1.1.8.).

Sekil 4.1.1.9. ve Sekil 4.1.1.10. iki farkli objektifte farkli CYN
konsantrasyonlarinin U¢ ginlik muamelesi sonucu FSF-1, hTERT-MSC ve Hela
hirelerinin - morfolojisine olan etkisini godstermektedir. Tdm hucrelerin  normal
morfolojisi genel olarak tum konsantrasyonlarda korunurken HelLa hiicrelerinde 25 pM
ve (zerinde yassilasma goriilmiistiir. Bu sonuclar, farkli hiicrelerin farkli CYN
konsantrasyonlarindan farkli sekillerde etkilendigini gosteren ilk belirteglerdir bu
nedenle proliferasyon ve toksisite belirteci olarak mitokondriyal aktivite testi yapilarak

daha fazla veri ile desteklenmistir.
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e
500 uMm

Sekil 4.1.1.1. Farkli CYN konsantrasyonlarinin tigiincii giinde FSF-1 hiicre morfolojisine
etkisi (10x objektif)
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Sekil 4.1.1.2. Farkli CYN konsantrasyonlarinin ii¢iincii giinde FSF-1 hiicre morfolojisine
etkisi (20x objektif)
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Sekil 4.1.1.3. Farkli CYN konsantrasyonlarinin altinci giinde FSF-1 hticre morfolojisine
etkisi (10x objektif)
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Sekil 4.1.1.4. Farkli CYN konsantrasyonlarinin altinci giinde FSF-1 hiicre morfolojisine
etkisi (20x objektif)
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Sekil 4.1.1.5. Farkli CYN konsantrasyonlarin tiglincii giinde hTERT-MSC hicre
morfolojisine etkisi (10x objektif)
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Sekil 4.1.1.6. Farkli CYN konsantrasyonlarmin Gglncli gliinde hTERT-MSC hicre
morfolojisine etkisi (20x objektif)
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Sekil 4.1.1.7. Farkli CYN konsantrasyonlarinin besinci giinde hTERT-MSC hiicre
morfolojisine etkisi (10x objektif)
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Sekil 4.1.1.8. Farkli CYN konsantrasyonlarinin besinci giinde hTERT-MSC hiicre

morfolojisine etkisi (20x objektif)
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Sekil 4.1.1.9. Farkli CYN konsantrasyonlarinin ii¢iincti giinde FSF-1, hTERT-MSC ve HelLa hicreleri morfolojisine etkisi (10x

objektif)
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MSC ve HelLa hicreleri morfolojisine etkisi (20x

hTERT-

1

Sekil 4.1.1.10. Farkli CYN konsantrasyonlarinin ii¢lincii giinde FSF

objektif)



4.1.2. Proliferasyon ve Hayatta Kalim
Farkli CYN konsantrasyonlariin hiicre proliferasyonu ve hayatta kalim {izerine etkileri bes ve
alt1 glinliik izlem ile degerlendirilmistir.

Sekil 4.1.2.1.’de goriildiigii gibi farkli CYN konsantrasyonlarina bagli olarak FSF-1
hiicrelerinin bilylime ve hayatta kalimi bifazik yanit géstermistir. Ugiincii giinde en diisiik CYN
konsantrasyonu olan 1 uM’da proliferasyon en fazla iken en ylksek CYN konsantrasyonu olan
500 uM’da proliferasyon inhibe edilmistir (p<0.05). Ayrica, proliferasyon, 1 uM’da 75 uM ve
tizerine kiyasla istatistiksel yonden anlamli bir sekilde daha fazladir. Bunun yaninda altinci
gunde proliferasyon ve hayatta kalim orani, 75 uM ve ilizerinde daha diisiik konsantrasyonlar
ile benzer seviyeye ulagmistir (p<0.05).

Farkli CYN konsantrasyonlarina bagli olarak hTERT-MSC proliferasyon ve hayatta
kalimi da bifazik yanit gostermis ve Uguncl gunde proliferasyon en disik CYN
konsantrasyonu olan 1 uM’da en fazla iken en yiiksek CYN konsantrasyonu olan 500 uM’da
inhibe olmustur (p<0.05). Ayrica proliferasyon 50-500 UM arasinda konsantrasyona bagli
olarak degisim gosterirken 75 uM ve lizerinde proliferasyonda anlamli bir azalis gézlenmistir
(p<0.05) (Sekil 4.1.2.2.). Buna ek olarak besinci giinde 50 pM’a kadar proliferasyon
devamlilik gosterirken bu konsantrasyonun tizerinde bir degisiklik gézlenmemistir.

Sonug olarak, hem FSF-1 hem de hTERT-MSC hiicreleri proliferasyon, hayatta kalim
ve morfolojik olarak CYN’ye bifazik yanit gostermistir. Yine her iki hiicre tipi i¢in 1 uM’da
proliferasyon en fazla, 500 uM’da toksik iken 75 uM ve Uzerinde proliferasyon ve hayatta
kalim FSF-1 hiicrelerinde hTERT-MSC hiicrelerine kiyasla daha fazladir. Buna gore, normal
hicrelerin CYN tolerasyonu immortalize olmus hiicrelere gore daha yuksektir. Dolayisiyla
CYN, immortalize olmus hiicrelerin ve potansiyel kanser hiicrelerinin proliferasyonunu normal
hicrelere zarar vermeyen diisiik konsantrasyon seviyelerinde inhibe ederek kansere karsi
koruyucu veya tedavi edici bir ajan olabilir. Bundan hareketle HeLa hiicreleri ti¢ glin stiresince
CYN ile muamele edilmis ve 75 pM CYN konsantrasyonunun hiicre ¢ogalmasini inhibe edici

oldugu goriilmiustiir (Sekil 4.1.2.3.).
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Farkli CYN konsantrasyonlarinin ii¢ giinlik muamele sonucu HeLa hiicre

4.1.3. Toksisite

CYN’nin toksisitesini belirlemek amaciyla MTT Testi ile mitokondriyal aktivite ve hiicrelerin

viyabilitesi belirlenmistir. Hiicre proliferasyonu ve hayatta kalim, hem hTERT-MSC hem de

HelLa hucrelerinde 500 uM CYN konsantrasyonu inhibe edici olarak saptanmis ve istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ayrica, CYN’nin HeLa hucrelerindeki sitotoksisite
indeks degeri %65.46 (£19.3) olarak belirlenmistir.
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4.1.4. Stress Yaniti
Bu c¢alismada, farkli CYN konsantrasyonlarinin FSF-1 ve hTERT-MSC hucrelerinin

antioksidan ve 1s1 sok yanita etkisi degerlendirilmistir.

4.1.4.1. Oksidatif Stres Yamiti
Sekil 4.1.4.1.1. ve 4.1.4.1.2., immunoblotlardan nicellestirilmis HO-1 ifade seviyelerini

gostermektedir. HO-1 ifadesi, 100 pM CYN ile muamele edilmis FSF-1 hiicrelerinde ve 50
uM CYN ile muamele edilmis hTERT-MSC hiicrelerinde yaklasik %50 oraninda daha fazla

oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.1.4.1.1. Farkli CYN konsantrasyonlarinin ii¢ gilinliik muamelesi sonucu FSF-1

hlcrelerinde HO-1 ifade seviyesi (* p<0.05)
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Sekil 4.1.4.1.2. Farkli CYN konsantrasyonlarinin {i¢ giinliik muamelesi sonucu hTERT-MSC
hiicrelerinde HO-1 ifade seviyesi (* p<0.05)

4.1.4.2. Is1 Sok Yanmiti
Sekil 4.1.4.2.1. ve 4.1.4.2.2., immunoblotlardan nicellestirilmis HSP70 ifade seviyelerini

gostermektedir. Buna gore, FSF-1 hicrelerinde HSP70 ifade seviyesinde herhangi bir
degisiklik  gozlenmezken hTERT-MSC  hiicrelerinde diisiik oranda artis egilimi

g6zlenmektedir.
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5. TARTISMA

CYN’nin etkileri doz ve hiicre tipi ile iliskilidir. Yetmis bes uM ve lizeri CYN konsantrasyonu
tim hicre tiplerinin proliferasyonunu etkilerken FSF-1 ve hTERT-MSC hiicrelerinin hayatta
kalimi HeLa hiicrelerine kiyasla daha yiiksektir. Buna gore, normal insan hicrelerinde
CYN’nin proliferasyonu inhibe edici 6zelligi kanser hicrelerine kiyasla daha diisiik,
tolerasyonu daha yiiksektir. Atasever ve digerleri (2003, s. 143-150), CYN’in I6kemik hiicre
dizileri ve akut lenfoblastik 16kemi hastalarmin blast hiicrelerinde farkli sitotoksik etkiler
gosterdigi ve sitotoksisite indeks degerinin %20.45 (x£12.3) oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada
ise CYN’nin HelLa hiicrelerindeki sitotoksisite indeks degeri %65.46 (+19.3) olarak
saptanmigtir. Dolayisiyla, CYN’nin HeLa hucrelerine olan sitotoksik etkisi 16kemi hiicrelerine
gore daha yiiksektir ve bu etki hiicre tipine gore farklilik gosterebilmektedir. Ancak bu
calismada 500 pM tiim hiicre tiplerinde proliferasyon ve hayatta kalimi inhibe edici toksik doz
olarak belirlenmistir. Slanina ve digerleri (2001, s. 3383-3385) ise CYN’nin Hela
hiicrelerinde 400 uM’a kadar toksik etki gostermezken 250 uM CYN’nin MT-2 hicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigini bildirmistir. Diger taraftan Dong ve digerleri (2009, s. 375-381)
de CYN’nin 1000 pM’a kadar Jurkat T-hucrelerinde toksik etki gostermedigini bildirmistir.
Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki bazi fitokimyasallar ve endojen mediyatdrler HO-1
ifade seviyesini artirabilmektedir (Son ve digerleri, 2008, s. 236-246). Bu c¢alismada da
enginarda bulunan bir fitokimyasal olan CYN, FSF-1 ve hTERT-MSC hcrelerinde bifazik
etki gosterek HO-1 ifade seviyesini artirmistir. Resvertarol ile yapilan ¢aligmalar, resveratroliin
rat adrenal medulla hiicreleri olan PC12 ve insan aortik yumusak kas hiicrelerinde doza bagimli
olarak HO-1 ifade seviyesini artirdigin1 gostermistir (Chen ve digerleri, 2005b, s. 993-1000;
Juan ve digerleri, 2005, s. 41-48). Ayrica, epigallokatesin-gallat (EGKG) ve epigallokatesin-3-
gallat (EGK-3-G) endotelyal hiicrelerde HO-1 ifade seviyesini artirirken EGK-3-G doza ve
stireye bagimli olarak HO-1 ifade seviyesini artirmaktadir (Pullikotil ve digerleri, 2012, s.
1134-1145; Wu ve digerleri, 2006, s. 2889-2897). Bunun yaninda, kurkumin de HO-1 ifade
seviyesini deri hucreleri, astrositler ve endotelyal hiicrelerde doza ve siireye bagli olarak
artirmaktadir (Rattan ve digerleri, 2009, s. 90-103; Balogun ve digerleri, 2003, s. 887-895;
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Scapagnini ve digerleri, 2002, s. 554-561). Dolayisiyla resveratrol, EGKG, EGK-3-G ve
kurkumin endotelyal, ndronal ve deri hiicrelerini gesitli stres yanit yolaklarini aktive ederek
HO-1 ifade seviyesini doza ve siireye bagli olarak artirmaktadir. Bu ¢alismada da CYN, normal
deri ve immortalize olmus mezenkimal kok hiicrelerde HO-1 ifade seviyesini doza bagimli
olarak artirmistir. Ancak CYN’nin siireye bagimli etkisi ve stres yanit yolaklarma bagh
mekanizmalarin belirlenebilmesi igin daha ileri calismalar gereklidir.

Kinazlar1 ve transkripsiyon faktorlerini kapsayan sirtuin-FOXO, niiklear faktor kappa B
(NF-xB) ve niiklear faktor benzeri 2 (Nrf-2) gibi hormetik yolaklar birgok fitokimyasal ile
aktive edilerek sitoprotektif etki gosterebilmektedir (Son ve digerleri, 2008, s. 236-246).
Oksidatif strese kars1t 6nemli hiicresel savunma mekanizmasi olusturan transkripsiyon faktorii
Nrf-2 bazal kosullarda hiicre sitoplazmasinda Keapl proteinine bagli olarak bulunmaktadir.
Ancak oksidatif stres ve kemokoruyucu faktorler ile Nrf2 Keap-1’den serbestleserek niikleusa
gegmekte ve antioksidan yanit elementini (ARE) aktive ederek glutatyon redlktaz, GPx ve
HO-1 gibi faz Il detoksifikasyon enzimlerinin sentezlenmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla
Nrf-2 hiicre savunma mekanizmasiyla iliskili gen regiilasyonu ile oksidatif stres sonucu olusan
doku dejenerasyonu, erken yaslanma, kanser, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar, akut ve kronik akciger hastaliklari, otoimmun ve inflamatuvar hastaliklara kars1
koruyucu etki gosterebilmektedir (Hine ve Mitchell, 2012, s. 1-16; Junk ve Kwak, 2010, s.
7266-7291; Kaspar, 2009, s. 1-6; Zhang, 2006, s. 769-789).

Flavanoidler (EGKG, kersetin, vb.), stilbenler (resveratrol, vb.), diferuloilmetanlar
(kurkumin, vb.) ve organosiilfiir bilesikler (allisin, vb.) gibi bir¢ok fitokimyasalin Nrf-2’yi
aktive ettigi bilinmektedir. Bu hormetik fitokimyasallar Nrf-2’yi i) fitokimyasallar hafif duzey
oksidatif stresle indiiklenebilen fosfotidilinositol-3-kinaz (P13-K) ve mitogen-activated protein
kinaz (MAPK) gibi kinazlar1 aktive ederek Nrf-2 fosforilasyonu ya da Keap-1 sistein tiyollerin
oksidasyonu ii) Keap-1 sisteinleri ile kovalent bag yaparak Nrf-2’yi aktiflestirmektedirler
(Surh, 2012, s. 217-219; Surh ve digerleri, 2008, s. 1526-1539). Nrf-2, Keap-1’den ayrildiktan
sonra sistein ve teronin residulerinden PI3K, protein kinaz C (PKC), c-Jun NH,-terminal kinaz
(JNK) ve ekstraselular-sinyal-diizenleyici kinaz (ERK) ve p38 MAPK gibi kinazlarla
fosforlanarak nikleusa ge¢cmektedir (Surh, Nature, 2003, s. 768-780). PI3-K gelen g¢esitli
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uyaranlarla aktive olduktan sonra hiicre membraninda bulunan fosfotidilinositol-4,5-bifosfatin
ikincil mesajct olan fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfata donlismesini saglamakta ve bu ikincil
mesajc1 da Akt’nin ilgili bolgesine baglanarak Akt’yi aktive etmektedir. Akt, hicre
proliferasyonunun ve hayatta kaliminin regulasyonu ile ilgili olan p21, glikojen sentaz 3f
(GSK3), mTOR, Bad, Mdm2 gibi proteinlerin regiilasyonunda yer almaktadir (Vara ve
digerleri, 2004, s. 193-204).

HO-1 ifadesi ERK ve/veya JNK aracilit AP1, NF-xB ve Nrf-2 gibi bircok transkirpsiyon
faktori tarafindan regiile edilebilmektedir. Nrf-2 regiilasyonunda rol alan hiicre proliferasyonu
ve hayatta kalimi ile ilgili kinazlar ((MAPKs- ERK, JNK, p38) ve PI3-K) hucre tipi ve
indikleyen faktorlerle iliskilidir (Andreadi ve digerleri, 2006, s. 1033-1040).

Bu sinyalizasyon yolaklarindan PI3-K/Akt aracili Nrf-2 bagimli HO-1’in ifadesi iki
mekanizma ile agiklanabilir. Birincisi, GSK3, Nrf-2’nin niikleustan sitozole gegisini
saglamakta, Akt ise GSK3’i inhibe ederek Nrf-2’nin niikleusta kalmasini saglamaktadir.
Ikincisi Akt ubikuitin ligazlar1 inhibe edebilmektedir ve buna goére Nrf-2’nin proteozomal
degradasyonunu azaltarak aktivitesini desteklemektedir (Pugazhenthi ve digerleri, 2007, s.
645-655). ASF-2 insan fibroblastlar1 ile yapilan bir calismada kurkuminin PI3-K/AKkt
araciligiyla HO-1 ifadesini artirdig1 gésterilmistir (Lima ve digerleri, 2011, s. 430-442). Fare f3-
hlcreleri ile yapilan baska bir ¢alismada ise kurkuminin Nrf-2 bagimli HO-1 ifadesini PI3-
K/Akt araciligiyla artirdign bildirilmistir (Pugazhenthi ve digerleri, 2007, s. 645-655).
Endotelyal hicrelerle yapilan bir ¢alismada EGKG, PI3-K/Akt ve ERK araciligiyla Nrf-2’nin
nukleusta artigin1 saglayarak HO-1 sentezini artirmistir (Wu ve digerleri, 2006, s. 2889-2897).
Caesalpinia sappan L. agacinin meyvesinde bulunan temel bilesik olan brazilin de immortalize
HEI-OC1 fare kohlea hicrelerinde HO-1 ifadesini PI3-K/Akt ve ERK yolaklar1 tizerinden
artirmustir (Choi ve Kim, 2008, s. 12-18). Rat pheochromocytoma PC12 hiicreleri ile yapilan
bir ¢calismada fenolik bir bilesik olan karnasolun Nrf-2’nin ARE’ye baglanarak HO-1 promoter
aktivasyonu ile HO-1 sentezini indiiklerken hiicrenin hayatta kalimiyla ilgili olan PI3-K/Akt,
ERK, p38 ve JNK yolaklarini1 aktive ettigi gosterilmistir. Ayrica PI3-K inhibisyonunun Nrf-2
dizeyinde ve HO-1 promoter aktivasyonununda azalisa neden oldugu bildirilmistir (Martin ve
digerleri, 2004, s. 8919-8929).
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HO-1 ifadesinde yer aldigi bildirilen diger sinyalizasyon faktorleri ise mitogen-
activated protein kinaz kinaz (MAPKK)’dir. Bu kinazlar bircok ekstraselular faktorle stimule
olarak hticre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apoptozis regiilasyonunda rol almaktadirlar.
Memelilerde biyokimyasal etkileri olan tic MAPK; ERK, JNK ve p38 MAPK’dir. ERK birincil
olarak buytme faktorleri gibi mitojenik stimulasyonlarla aktive olurken JNK ve p38 MAPK ise
hidrojen peroksit, DNA hasari, 1s1 ve ozmotik sok gibi hiicresel stres faktorlerine duyarlidirlar.
Ayrica, mitogen-activated protein kinaz kinaz kinaz (MAPKKK)’in asir1 uyarilmasi
durumunda HO-1 ifadesinin indiiklendigi ancak Nrf-2 olmadiginda HO-1’in indiklenemedigi
belirtilmistir (Hu ve Kong, 2004, s. 83-88). Kurkumin ve EGKG ile yapilan bir ¢aligmada,
kurkuminin fibroblast ve epitel hicrelerinde, EGKG’in ise fibroblast ve B-lenfoblast
hicrelerinde niiklear Nrf-2 seviyesi ile HO-1 ifadesini artirdigi ve bunu p38 MAPK, Nrf-2 ve
NFk-B aracili oldugu bildirilmistir (Andeadi ve digerleri, 2006, s. 1033-1040). Renal epitel
hlcreleri ile yapilan bir ¢alismada kurkuminin Nrf-2 bagimli HO-1 ifadesini p38 MAPK
araciligyla indiikledigi bildirilmistir (Balogun ve digerleri, 2003, s. 887-895). Endotelyal
hiicrelerle yapilan bir diger ¢aligmada ise EGKG’in Nrf-2 bagimli HO-1 sentezini p38 MAPK
araciligl ile artirdigi bildirilmistir (Pullikotil ve digerleri, 2012, s. 1134-1145). Endotelyal
hicreler ve 3-O-kafeoil-1-metilkinik asit ile yapilan bir ¢alisma sonucunda Nrf-2 bagimli HO-1
ifadesinin JNK aracili oldugu saptanmistir (Kweon ve digerleri, 2006, s. 1349-1361). Neonatal
rat kardiyomiyositleri ile yapilan bir ¢alismada EGKG ve theaflavin-3,3'-digallat’in Akt ve p38
MAPK yi aktive ettigi ve EGKG’in HO-1 diizeyini artirdig1 saptanmistir (Dreger ve digerleri,
2008, s. 427-433). Rubiaceae familyasinda bulunan biyoaktif bilesik mollugin’in insan oral
squamous karsinoma hiicrelerinde (OSCC) Nrf-2 bagimli HO-1 ekspresyonunu indiikledigi ve
MAPK aktivasyonu ile p38, ERK ve JNK’1 aktive ettigi bildirilmistir. Ozetle, mollugin OCSS
hiicrelerinde MAPK aktivasyonu ile stress bagimli sinyalizasyon yolaklarin1 aktive ederek
transkirpsiyon faktorlerinden antiapoptotik etki gosteren NFi-B’nin azalmasi ve Nrf-2 artisi ile
HO-1 ifadesinde artis ile p21, p53’tin artis1 ve Bcl-2/Bcl-XL’nin azalis sonucu apoptozise
neden olarak kemoterdpatik etki gostermektedir (Lee ve digerleri, 2013, s. 1-15). Rat vaskdiler
kas hucreleri ile yapilan bir c¢alismada ise kurkuminin Nrf-2 bagimli HO-1 sentezini

indiikledigi ve HO-1’in siklin bagimli p21°i artirarak proliferasyonu 6nleyebildigi
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bildirilmektedir (Pae ve digerleri, 2007, s. 267-277). Birgok kemoteropatik faktorin JNK ve
p38 MAPKyi aktive ederek apoptozisle ilgili oldugu bilinmektedir (Hu ve Kong, 2004, s. 83-
88). Ornegin, EGKG ile yapilan ¢alismalarda insan hepatoma HepG2 hiicreleri, insan kolon
adenkarsinoma HT-29 ve insan servikal kanser HelLa hicrelerinde JNK1, p38 ve ERK2
kinazlar1 aktive ettigi bildirilmektedir (Chen ve digerleri, 2003, s. 1369-1378; Chen ve
digerleri, 2000, s. 605-612). MAPK kinaz sinyalizasyonu ise hiicrenin hayatta kalimi bu
yolaklar1 indukleyebilen fitokimyasallarin konsantrasyonlari ile iligkilidir (Hu ve Kong, 2004,
s. 83-88). Diger taraftan bazi1 kanserlerde HO-1’in asir1 artisi ile tedaviye direnci artirdigi ve
dolayisiyla bu kanser tiirlerinde HO-1 inhibisyonun tedavi segenekleri arasinda olabilecegi
bildirilmektedir (Na ve Surh, 2008, s. 1271-1278). Bu calismada da normal ve immortalize
hiicrelerde CYN’nin doza ve hiicre tipine bagh olarak HO-1’i indiikledigi belirlenmistir. Buna
gbre daha sonraki ¢alismalarda niiklear Nrf-2 duzeyleri ve Nrf-2’nin hangi sinyalizasyon
yolaklar1 {izerinden aktive oldugunun ve CYN’nin HelLa hucrelerinde bu proteinler ve
yolaklarla olan iliskisinin arastirlmasi CYN’nin HO-1 ile iliskili potansiyel saglik etkilerini
aciklamaya yardimci olacaktir.

Oksidatif stres ve inflamasyon normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniislimiinii
tetiklemektedir. Bu safhada Nrf-2 bagimli antioksidan enzimler hicresel savunma
mekanizmasi i¢in 6nemlidir (Kou ve digerleri, 2013, s. 22-28). Bu safhada fitokimyasallar
antioksidan enzim sentezini indiikleyerek kanser gelisimini Onleyebilmektedir. Ancak bu
safhada hiicresel savunma mekanizmalar yeterli olmamis ve hiicre hasari gergeklesmisse hiicre
donglsunin durmast ve apoptozis indiiklenerek kanser gelisminin ilerlemesi durdurulabilir.
Burada yine gesitli fitokimyasallar ERK, JNK/c-Jun, Akt, PI3-K, PTEN gibi hiicre buyume
faktorleri sinyalizasyon yolaklarina etki ederek antiproliferatif etki veya hiicre dongusiinde yer
alan siklinler (siklin D1, siklin B1, vb.), p16, p21 gibi proteinlerle iligkili olarak hiicre
dongusinu durdurarak ya da Bcl-2/Bax orani, kaspazlar, Hsp70 gibi proteinlerle iligkili olarak
apoptozisi indukleyerek kanser ilerlemesini dnleyici etki gosterebilmektedir (Lee ve digerleri,
2013, s. 153-171; Vallinas ve digerleri, 2013, s. 585-599). Hiicre dongusiinin kontorll hiicre
bolinmesinde oldukga o6nemlidir ¢unkd dongudeki bir regllasyon bozuklugu cesitli

karsinojenik siireclerle iliskilidir. Cogu kanser tiiriinde meydana gelen gen ekspresyonundaki
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degisiklikler normal hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarinda bozukluklara neden olmaktadir.
Retinoblastoma (RB) ve tlimor baskilayict p53 proteinin bir¢ok kanser tiiriinde aktivitesini
gostermedigi ve hiicre dongiisiinde G1-S faz1 ile G2-M fazindaki kontrol noktalarindaki
aksakliklar sonucu kanser gelisiminin s6z konusu oldugu bilinmektedir. Kurkumin, resveratrol
ve katesinler gibi kemokoruyucu etki gosteren gesitli fitokimyasallarin hiicre dongiisiiniin
kontorliinde rol alarak kanserde potansiyel terdpatik ajan olduklari gosterilmistir (Dorai ve
Aggarwal, 2004, s. 129-140). HCT-116 insan kolon kanser hicreleri ile yapilan bir ¢alismada
kurkuminin p53 ve p21°den bagimsiz olarak hlcre dénglsind G2-M fazinda durdurdugu
belirlenmistir (Jaiswal ve digerleri, 2002, s. 8414-8427). Moser insan kolon kanser hucreleri
ile yapilan bir diger ¢alismada kurkuminin huicre dongtsunde rol alan siklin D1 ekspresyonunu
baskiladigi saptanmistir (Chen ve Xu, 2005, s. 447-456). Diger bir ¢alismada ise kurkuminin
insan prostat ve meme kanser hiicrelerinde doza ve silireye bagimli olarak siklin E
ekspresyonunu azaltarak ve de siklin bagimli kinaz inhibitéri olan p21, p27 ve timor
baskilayict p53°in ekspresyonunu artirarak hiicre dongiisiinii G1-S fazinda durdurdugu
belirlenmistir (Aggarwal ve digerleri, 2007, s. 1024-1032). Yine yapilan c¢alismalarda
resveratroliin de siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 ve p27 ekspresyonunu indukleyerek
hicre dongusitnun G1-S fazinda durmasimi saglayarak antiproliferatif etki gosterdigi
bildirilmektedir (Shankar ve digerleri, 2007, s. 4839-4854). EGKG ile yapilan ¢alismalarda ise
androjen duyarli LNCaP ve DU 145 insan prostat kanser hiicrelerinde GO-G1 fazinda doza ve
stireye bagimli olarak siklin bagimli kinaz inhibitorleri olan p21, p27, pl6 ekspresyonunu
artirip siklin D1, siklin E, CDK2, CDK4 ekspresyonunu azaltarak hiicre doéngusinin
durmasina ve apoptozise neden oldugu bildirilmistir (Gupta ve digerleri, 2003, s. 177-185).
Ozetle, kurkumin, resveratrol ve EGKG’1n p21 ve p27 ekspresyonunu indiikleyerek siklin
bagimli kinazlarin forforillenmesini Onleyip hiicre dongiisiiniin G1-S ve S-G2 fazinda
durdurabilmektedirler. Ayrica apigenin, kurkumin, genistein ve silmarinin hicre déngusunu
G2-M fazinda, durdurabildigi bildirilmektedir. Dolayisiyla, kanser hiicre dongiisii
regiilasyonunda rol alan fitokimyasallar p21, p27 gibi kinazlar artirarak siklin bagimli
kinazlarin azalmasini, siklinlerin azalmasi ile hiicre donglsinin durmasini ya da apoptozisi

saglayabilen potansiyel teropatik ajanlardir (Meeran ve Katiyar, 2008, s.2191-2202).
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Hiicresel senesens, ilk kez 1961°de Hayflick tarafindan tanimlanmigtir. Hucrelerin geri
doniigsiiz olarak hiicre dongiisliniin durmasi senesens olarak tanimlanmaktadir. Buna gore,
hlcreler belirli sayida boliinerek hayatta kalim siirelerini tamamlamaktadirlar ve bu replikatif
senesens olarak bilinmektedir. Diger taraftan DNA hasari, oksidatif stress, onkogen
aktivasyonu gibi faktorlere bagli olarak normalden daha kisa siirede hcreler senesense girebilir
ki bu stress indiiklii premature senesens olarak tanimlanmaktadir (Campisi, 2013, s. 685-705;
Porath ve Weinberg, 2004, s. 8-13). Hicresel senesens potansiyel kanser hiicrelerinin
proliferasyonunun 6nlenmesinde 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilirken bir yandan da
salgiladiklan sitokinler, biiyiime faktorleri gibi senesensle ilgili sekretuar fenotip adi verilen
proteinlerin normal hiicrelerle etkilesimi sonucu yaslanma ile de iliskilendirilmektedir.
Senesense girmis hiicrelerin bilinen bazi 6zellikleri ise soyledir: i) Senesens hiicreler, senesens
bagimli B-galaktosidaz aktivitesi gostermekte ve lizozomal kiitlede artis gézlenmekte ii) Birgok
senesens hucresinde CDK4 inhibitorl olan p16 ekspresyonu artmakta ve RB fosforlanmadigi
icin hiicre dongist G1-S fazinda durmakta iii) Senesens hiicrelerin hacimlerinde artig ve
yassilagma gibi karakteristik hiicre morfolojisi degisiklikleri olusmaktadir (Rodier ve Campisi,
2011, s. 547-556). lyi bilinen senesens sinyalizasyon yolaklari ise p16 nin yanisira p21°deki
artisla hiicre dongiistiniin durmasi ve de p53 inhibitorii olan MDM2’nin ARF tarafindan inhibe
edilmesi sonucu p53’lin aktive olmasi hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda 6nemlidir (Lee ve
Seon Lee, 2014, s. 51-59). Hiicrede hasar olusturan stres faktOriine ve hasar derecesine gore
hiicre senesense girerek veya apoptoza giderek tiimor gelisimini baskilayict etki gostermektedir
Ewald ve digerleri, 2010, 1536-1546). Tiimor hiicrelerinin senesense girmesi diger normal
hiicrelerin ve kok hiicrelerin yaslanmasina neden olabilmesine ragmen timor hucrelerinde
apoptoza kars1 gelisen dirence alternatif bir tedavi segenegi olarak diistiniilmektedir (Naylor ve
digerleri, 2013, s. 105-116; Kong ve digerleri, 2011, s. 1-15). Bu ¢alismada, 50 pM CYN
immortalize hucrelerde HO-1 seviyelerinde artisa neden olurken 50 uM iizerinde {iglincii ve
besinci giinlerde proliferasyonu durdurdugu, hiicre sayisinin benzer diizeylerde kaldig1 ve 250
UM ve iizerinde hiicre sayisinin azaldig1 belirlenmistir. Ayrica immortal ve kanser hiicrelerinde
senesens hiicre morfolojisine benzer degisiklikler goriilmektedir. Dolayisiyla bu CYN

konsantrasyonlarinda hiicre dongiisii durmus ve senesens indiiklenmis olabilir. Bunun igin f3-
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galaktsosidaz aktivitesine bakilmasi ve pl6 ile p21 duzeyinin degerlendirilmesi CYN’nin
senesens, apoptozis, yaslanma ve kanserle iliskisini aciklayict sonuglar verecektir. Ayrica,
PI3K/Akt, INK, ERK gibi sinyalci kinaz yolaklari, hiicre dongusi ve apoptozisle olan iliskisi
de degerlendirilmelidir. Dolayisiyla, daha ileri ¢alismalar yapilmasi HO-1 ifadesinde artisa
neden olan CYN’nin bu etkiyi hangi yolaklar iizerinden yaptigimin gosterilebilmesi ve
kemokoruyucu/kemoterdpatik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in de 6nemlidir.

Ayrica bazi1 fitokimyasallar 1s1 sok proteinlerin ifadesini de artirmaktadir. Ornegin,
resveratrol hiicre dizilerinde ve insan periferal lenfositlerinde HSP70 proteinin ifade seviyesini
artirirken hafif-orta derece 1s1 soku ile sinerjik etki gostererek ileri derece 1s1 hasarina karsi
koruyucu olabilmektedir (Putics ve digerleri, 2008, s. 65-75). Bunun yanisira kurkuminin de
HeLa hiicrelerinde doza ve siireye bagimli olarak HSP70 ifade seviyesini artirtig1 bildirilmistir.
Ayrica, normal deri hiicreleri ve immortalize olmus mezenkimal kok hiicrelerinde HSP70 ifade
artisin1 indiiklemezken hafif derece 1s1 soku ile sinerjik etki gostererek HSP70 ifade seviyesinin
artisinda rol aldig1 gosterilmistir (Dunsmore ve digerleri, 2001, s. 2199-2204; Rattan ve Ali,
2007, s. 424-430; Demirovic ve Rattan, 2011, s. 94-98). Diger taraftan yapilan ¢alismalar ¢ok
fonksiyonel stresle indiiklenebilen protein degradasyonu ve devamliliginda rolii olan HSP70’in
ekspresyonunun meme, kolon, prostat kanser hicrelerinde arttigi ve hucrelerin apoptozunu
Onleyip hayatta kalimlarmi destekleyerek kanser tedavisine karst direnci artirdigi
bildirilmektedir. Bu amacla HSP70 inhibitorii olabilecek ¢esitli molekiillerle HSP70’i hedef
alan kanser tedavileri gelistirilmesi de 6ngorilebilmektedir (Leu ve digerleri, 2009, s. 15-27,
Galluzzi ve digerleri, 2009, s. 176-177; Nylandsted ve digerleri, 2000, s. 122-125). Bu
calismada ise CYN, normal deri hiicrelerinde HSP70 ifade seviyesini indiiklemezken
immortalize olmus mezenkimal kok hucrelerinde hafif duzeyde indikleme potansiyeli
gostermistir. Buna gore, CYN de hafif diizeyde 1s1 sok ile sinerjik etki gosterebilecegi
ongorulebilir bunun igin de CYN muamelesi ve sonrasinda hafif diizeyde 1s1 sok muamelesi
veya CYN ve 1s1 sok muamelesinin birlikte uygulanacagi caligmalarin yanisira kanser
hiicrelerinde HSP70’in diizeyi ve CYN gibi fitokimyasallarin HSP70 inhibitorii olarak kanser

hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini arastiran ¢aligmalar planlanmalidir.
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Sonug olarak hiicresel ROS yanitlar1 hasar diizeyine bagli olmakla birlikte hiicre tipi,
doz ve muamele/maruziyet siiresine bagli olarak degismektedir (Martindale ve Holbrook,
2002, s. 1-15). Bu ¢alismada, normal ve immortalize olmus mezenkimal kok hicrelerin
antioksidan ve 1s1 sok yanitlar1 CYN konsantrasyonu ve hiicre tipine gore farklilik géstermistir.
Dolayisiyla, yaslanma ve kanser ile iliskili olan oksidatif stres diizeyi organizmal, dokusal ve

hiicresel farkliliklara bagli olarak degismektedir (Golden ve digerleri, 2002, s. 117-123).
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SONUC VE ONERILER

1. CYN’nin hucre proliferasyonu ve morfolojisi izerine olan etkileri doz ve hiicre tipine baglh
olarak degismektedir. Normal insan deri hicrelerinin CYN tolerasyonu diger hiicrelere gore
daha yuksektir.

Dolayisiyla, diizenli enginar tiiketimi ve bilesiminde bulunan CYN, viicuttaki potansiyel

kanser hiicrelerinin biiylime ve cogalmasina kars1 koruyucu olabilir.

2. Antioksidatif HO-1 bagimli yolagi CYN’nin potansiyel olumlu etki mekanizmasi olabilir.
Dolayistyla, CYN’nin diger antioksidatif proteinler ve diger stres yanit yolak aktivasyonu ve

potansiyel hormetin olma olasiligini belirlemek i¢in daha fazla ¢alisma gereklidir.

3. Bu galismada zaman ve biitge sinirliligi nedeniyle Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen
CYN ekstrakti kullanilmistir.

Ancak, g¢evresel faktorler besinlerin besin O6gesi ve fitokimyasal bilesimini etkilediginden
Kuzey Kibris’ta yetistirilen enginarlarin CYN igeriginin belirlenmesi ve arastirmalarda bu
enginarlardan ekstrakte edilen CYN’nin kullanilmasi daha dogru tiiketim Onerilerinin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

4. CYN ve enginarla ilgili beslenme onerilerinin gelistirilebilmesi i¢in daha ileri molekiiler,
epidemiyolojik ve klinik caligmalara ihtiya¢ vardir.

Daha ileri molekiiler beslenme aragtirmalarinin asagidaki 6zelliklere sahip olmasi 6nemlidir:

a. Besin bilesenlerinin biyolojik etkilerinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in —omik teknolojilerin
(nutrigenomik, nutriproteomik, nutrimtabolomik) uygulanmasi

b. Besin bilesenlerinin epigenetik etkilerinin ve insan saglig ile iligkisinin analiz edilmesi

C. Besin bilesenlerinin kronik hastaliklar {izerine potnasiyel etkilerinin belirteglerinin
tanimlanmasi ve gegerliliginin saptanmasi

d. Molekiiler ¢alisma sonuglarindan yola ¢ikarak klinik miidahale ¢aligmalarinin planlanmasi
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