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Tezin adi: Meme kanseri hiicre hatlarinda cay kaynakh polifenollerin faz I ve
faz II enzim aktiviteleri ile hiicre 6liim mekanizmalari iizerine etkisi.

Ogrenci: Ayse Mine Yilmaz
Damisman: Prof. Dr. A. Suha Yalcin
Anabilim Dali: Tibbi Biyokimya

1. OZET

Amag: Calismamizda siyah ve yesil ¢cay polifenollerinin meme kanser hatlar iizerine
antiproliferatif etkisiincelenmistir. Siyah ve yesil ¢ay ekstrelerinin etkileri faz I, faz 11
enzimleri iizerinden degerlendirilmis, ayrica bu polifenollerin hiicre dongiisii
ileapoptoz 6liim mekanizmasina olan etkileri de incelenmistir.

Gere¢ ve yontem: Cay Orneklerinden ekstrakte edilen polifenoller piiskiirtmeli
Kurutucu yardimi ile toz haline getirilmis ve LC-MS-MS yontemi kullanilarak
polifenol igerikleri belirlenmistir. Elde edilenpolifenol ekstrelerininmeme kanser
(MCF-7 ve MDA MB-231) hiicrelerinde canlilik, apoptoz ve hiicre dongiisii lizerine
olan etkileri akis sitometri yontemi ile incelenmistir. Ayrica, kinon rediiktaz (QR)ve
glutatyon transferaz (GST) aktivitelerinindl¢iimii yapilmistir.

Bulgular: MCF-7 hiicrelerinde ¢ay polifenolleri apoptoz ve nekrozu birlikte anlamli
bir sekilde arttirrrken MDA MB-231 hiicrelerinde bu etki gézlenmemistir. MCF-7
hiicrelerinde ¢ay polifenolleri kinon rediiktaz aktivitesini arttirirken, MDA MB-231
hiicrelerinde kontrol grubuna gore bir degisiklik goriilmemistir. MCF-7 hiicrelerinde
yesil cay uygulamasi ile glutatyon transferaz aktivitesinin arttigi tespit edilirken,
siyah ¢ay uygulandiginda anlamli bir degisiklik goézlenmemistir. MDA MB-231
hiicrelerine ¢ay polifenolleri uygulamasi ile GST aktivitesi azalmugtir.

Sonug: Polifenollerin meme kanseri hiicre hatlarinin molekiiler 6zelliklerine bagl
olarak farkli yolaklar1 aktive ettigi gosterilmisti. MCF-7 hiicreleri polifenol
etkilerine karst MDA MB-231 hiicrelerinden daha hassastir. Polifenoller MCF-7
hiicrelerinde apoptotik bir 6liimii desteklemekte, MDA MB-231 hiicrelerinde ise
farkli 6liim yolaklarini aktive etmektedir. Polifenollerin meme kanser hiicrelerindeki

faz I ve faz Il enzim aktivitesini farkl bir sekilde etkiledigi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, Polifenoller, Hiicre oliimii, Hiicre dongiisii,

Enzim aktivitesi.
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Thesis name: Effect of tea polyphenols on phase | and phase Il enzyme activities
and cell death mechanism in breast cancer cells.

Student: Ayse Mine Yilmaz
Supervisor: Prof. Dr. A. Suha Yalcin
Department: Biochemistry

1. SUMMARY

Purpose: In this study the antiproliferative effect of green and black tea polyphenols
on breast cancer lines was investigated. The effects of polyphenol extracts on phase |
and phase Il enzymes were evaluated. Also, the effects of these polyphenols on
apoptotic cell death mechanisms were investigated.

Materials and methods: Polyphenols extracted from tea samples were transferred
into powder form with spray drying and their polyphenol contents were determined
using LC-MS-MS method. Extracts were then applied to breast cancer cell lines
(MCF-7 and MDA MB-231) and their effects oncell viability, apoptosis and cell
cycle were investigated by flow cytometry. Additionally activities quinone reductase
(QR), glutathione transferase (GST) were determined.

Results: Tea polyphenols increased apoptosis and necrosis in MCF-7 cells. This
effect was not observed in MDA MB-231 cells. Tea polyphenols increased quinone
reductase activityin MCF-7 cells but for MDA MB-231 cells almost no change in
activity was observed compared to the control group. When glutathione transferase
activity was examined in MCF-7 cells, only increased activity was observedfor green
tea. In MDA MB-231cells GST activity was decreased after tea polyphenols
application.

Conclusion: Polyphenols have been shown to effect different pathways depending
on the molecular properties of breast cancer cell lines. MCF-7 cells were more
sensitive to the effects of polyphenols than MDA MB-231 cells. Polyphenols
induced apoptotic cell death in MCF-7 cells, whereas in MDA MB-231 cells
different death pathways were activated. Polyphenols are thought to effect phase I

and phase Il enzyme activities of breast cancer cells indifferent ways.

Keywords: Breast cancer, Polyphenols, Cell death, Cell cycle, Enzyme activities.
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1. GIRIS VE AMAC

Polifenoller, katesinleri de iceren bitki kimyasallarinin biiyiik bir grubu olup,
geneksel tipta kullanilan bitkilerin saglik iizerindeki olumlu etkilerinin biiyiik bir
kismindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Cabrerave ark.,2006). Kanserden
kimyasal korunmada kullanilan dogal veya sentetik bilesikler kanser baslangict ve
gelisimini geri ¢evirme, karsinojen etkiyi ortadan kaldirma ya da baskilamada
kullanilmistir. Kimyasal korumada etkili bir strateji de karsinojenlerin sebep oldugu
DNA hasarmin 6nlenmesine yoneliktir. Reaktif karsinojen maddeler Faz I ve Faz II
enzimleri yardimiyla rediikte formlara doniistiiriilerek zarar en aza indirgenmeye
calisilmaktadir. Faz 1 enzimleri baskin olarak sitokrom P-450 sistemi tarafindan
islenen ksenobiyotik metabolizmasiyla ve/veya faz II enzimleri yardimiyla

detoksifiye edilerek ara reaktiflere doniistiiriiliir (Patel ve ark.,2008).

Farkli diyet igeriklerinde bulunmasi agisindan ¢ay polifenollerinin karsinojen
metabolizmaya olan etkileri bir kag 6n-klinik ¢alismanin konusu olmustur (Chen ve
ark.,2005). Ancak bu konuda yapilmis ¢aligmalarin ¢ogu yesil ¢ay polifenolleri
lizerine yogunlasmistir. Siyah cay, yesil cay polifenollerinin yani sira bunlarin
kimyasal olarak benzeri olan heterojen farkli polimerleride icermektedir. Krishnan ve
ark.’nin yaptig1 calismada siyah ¢ay polifenollerinin fare deri ve kolerektal kanser
tirlerinde DNA’y1 koruyucu etkisi gosterilmistir (Patel ve ark.,2008). Buna bagh
olarak siyah cay polifenollerinin Faz II detoksifikasyon enzimleri {lizerine etkisi
incelenmistir. Faz Il enzimleri ortak diizenleyici boélge olan antioksidan-yanit
elemanina (ARE) bagli olarak diizenlenmektedir (Hayes ve ark.,2001). Faz II
enzimlerinin diizenlenmesi transkripsiyon benzeri-eritroit-2-salict faktor (Nrf2)
araciligiyla gerceklesmektedir, bu niiklear faktér basit 16sin fermuar yapili
transkripsiyon faktor ailesinin bir {iyesidir (Chen ve ark.,2005). Nrf2 aktivasyonu
farkli transkripsiyonel ve post transkripsiyonel modifakasyonlarla saglanmaktadir
(Huang ve ark.,2002). Cay polifenollerinin indiikledigi ARE aktivasyonun Nrf2
ekspresyonu ile baglantili oldugu diistiniilmektedir (Huang ve ark., 2002).
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Cay polifenollerinin farkli kanser hiicre hatlarinda, hayvan modellerinde ve
klinik calismalarda anti timor etkisi calisilmistir. Mesela 20 farkli tiimor hattinda
calisilan EGCG’nin anti timor etkisi ve bilylimeyi inhibe ettigi gosterilmistir.
Akciger, deri, Ozafagus, karaciger kanseri basta olamak {iizere farkli hayvan
modellerinde ¢ayin karsinogenezisi inhibe edici etkisi gosterilmistir. Bunun yani sira
yesil ¢ay polifenollerinin tiimor biiylimesi, metastas ve angiogenesis ile iligkili
matriks metalloproteinaz (MMP)-2, MMP-9 ve CD-31 ekspresyonunu azalttig
gosterilmistir. Ayrica farelere topikal olarak uygulanan polifenollerin, DMBA
indiikli deri tiimorii olusumunu %32-60 azalttigl, tiimor odaklarinin ise %49-63
oraninda azaldigr gosterilmis aym1 calismada tiimor hacminin %73-90 arasinda
kiigtldiigi tespit edilmistir (Katiyar ve ark., 1997). Kafeini uzaklastirilmig ekstreler
kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada ise N-nitrozometilbenzamin-indiikli
Ozafagus kanser modelinde si¢anlarda tiimor insidansi ve odagi yaklasik %70

oraninda azalmistir (Wang ve ark.,1995).

Farkli gruplarin yaymladigi ¢alismalara gore, (-)-EGCG servikal kanserlerde
biiylimenin inhibisyonu ve apoptozun indiiklenmesinde kritik rol oynayan bir ajandir.
Servikal kanserlerde goriilen bu etkiyi telomeraz aktivitesindeki inhibisyona bagl
olarak gerceklestirdigi diistiniilmektedir (Noguchi ve ark.,2006). Ayrica bu kanser
tiiriinde ilag direncinin baskilanmasinda da 6nemli oldugu bildirilmistir (Spinella F
ve ark.,2006). Meme kanser hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinde yapilan bir
calismada EGCQG, resveratrol ve gamma-tokaferol kombinasyonun hiicre biiylimesini
inhibe ettigi gosterilmistir (Hseih ve ark.,2008). Baska bir ¢alismada da EGCG’nin

viral kaynakli fare meme kanser modelinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir.

Caligmamizda diyetimizin bir parcasi olan ¢ay polifenollerinin meme kanser
hatlar1 iizerine etkisi incelenecek, ekstrelerden elde edilecek olan polifenollerin

etkileri faz I ve faz Il enzimleri {izerinden degerlendirilecektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanserinin kadinlar i¢in genis bir populasyonda ve giderek artan oranda
tehlike olusturmasi nedeni ile hastaligin 6nlem, tani, izlem ve tedavisini i¢eren bir¢ok
aragtirma yapilmistir. Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign
tiimdrlerden biri olup kadinlarda goriilen tim kanserlerin %30'undan fazlasin
olusturmaktadir (Andersdon ve ark., 2007). Gliniimiizde mamografi, meme kanseri
tarama yontemi olarak onerilmekte ve 40 yasindan itibaren her kadin i¢in hastaligi
saptamakta en onemli silah olarak yerini korumaktadir. Risk faktoriine bagli olarak
degismekle birlikte 40-50 yas arasi hastalarda 1-2 yilda bir, 50 yasindan sonra ise
yilda bir yapilmasinin {izerinde durulmaktadir. Hastalarin hemen tamamini erken
evrede yakalayabilmek i¢in tarama mamografisinin yam1 sira c¢ok daha kolay,
uygulanabilir ve ucuz olan yontem; tiim kadinlarin puberteden sonra ayda bir
kendini muayene etmesidir. Ayrica, 30 yasindan itibaren yilda bir doktor veya
egitimli kisiler tarafindan klinik muayene de Onerilmektedir. Kanser, hiicrenin
normal dongiisiinii kaybederek, hiicre Oliim yolaklarina duyarsizlagsmasi ve
kontrolstiz sekilde bolinmesidir. Hiicre boliinmesinin her asamasinda genetik kontrol
mekanizmalar1 gorev alir. Hiicreler davraniglarini diizenlemek igin kontrol olarak
gorev yapan ve nasil davranmalart gerektiini anlatan karmagik sinyaller alir,
gonderir ve yorumlarlar. Bunun sonucunda her hiicre aldig1 sinyaller dogrultusunda
gerekli zamanda boliiniir, farklilagir, degisimini durdurur veya 6liir. Bir mutasyon
sonrasinda kontrol mekanizmalarindaki bir aksaklik s6z konusu ise daha hizli

boliinebilen kontrolsiiz bir hiicre meydana gelebilir.

4.1.1. Meme kanseri ve polifenoller

Polifenoller, katesinleri de iceren bitki kimyasallarinin biiyiik bir gurubu olup,
geneksel tipta kullanilan bitkilerin saglik tizerindeki olumlu etkilerinin biiyiik bir
kismindan sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Cabrea ve ark., 2006). Kanserden
kimyasal korunmada kullanilan dogal veya sentetik bilesikler kanser baglangici ve
gelisimini geri ¢evirme, karsinojen etkiyi ortadan kaldirma ya da baskilamada
kullanilmistir. Kimyasal korumada etkili bir strateji de karsinojenlerin sebep oldugu

DNA hasarinin 6nlenmesine yoneliktir. Reaktif karsinojen maddeler faz | ve faz Il
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enzimleri yardmiyla rediikte formlara doniistiiriilerek zarar en aza indirgenmeye
calisilmaktadir. Faz 1 enzimleri baskin olarak sitokrom P-450 sistemi tarafindan
islenen ksenobiyotik metabolizmasiyla ve/veya Faz II enzimleri yardimiyla
detoksifiye edilerek ara reaktiflere dontstiriliir (Patel ve ark., 2008). Farkli diyet
igeriklerinde bulunmasi agisindan gay polifenollerinin karsinojen metabolizmaya
olan etkileri bir kag 6n-klinikgalismanin konusu olmustur (Chen ve ark., 2005). Cay
polifenollerinin indiikledigi ARE aktivasyonun Nrf2 ekspresyonu ile baglantili
oldugu diistiniilmektedir (Patel ve ark., 2008). Kanser gelisiminin baslangici sayilan
genetik materyalin degisimi DNA’ya baz eklenmesi, baz silinmesi ve/veya gerceve
kaymasi gibi basit mutasyonlari igerir (Pitot ve ark 1993). Bununla birlikte genetik
materyaldeki degisiklikler gen foksiyonlarinin degismesi, histon modifikasyonlari,
transkripsiyonal aktivitenin degismesi ve DNA metilasyonlarini igermektedir (Baylin
ve ark., 2006). Kanserdeki ikinci asama ise gen aracili promoter-reseptor
interaksiyonlarinda geri doniisiimsiiz degisikliklerin meydana gelmesidir. Son asama
ise karyotipik instabilite ile karakterizedir, buna bagli olarak genetik hatanin tekrari
ve devamini iceren hiicrelerin malignant biiyiimeye sebep oldugu goriilmektedir
(Pitot ve ark., 1991).Kimyasal korunmada ama¢ dogal ve yapay bilesiklerle kansere
sebep olabilecek degisiklikleri 6nlemektir (Khan ve ark., 2006). Farkli bir¢cok
calisma da bu kimyasal korumanin ¢ay polifenolleri ile saglandigi gosterilmistir
(Spinella ve ark., 2006). Diyetle alinan bilesikler karsinojenik prosesde 6nemli hiicre
sinyal yolaklarini diizenleyerek kimyasal koruyucu etkilerini gosterirler (Umemura
ve ark., 2003). Bunu yani sira farkli ¢alismalarda diyet kaynakli bilesiklerin kanser
olusum siirecini uzattiklart gosterilmistir (Khan ve ark., 2006). Mesela yesil ¢ay
polifenollerinin karsinogenesiste dnemli biyolojik yolaklar: farkli sekilde etkiledigi
gosterilmistir. Bu etki genel olarak yesil ¢ay igeriginde bulunan epigallo katesin
gallat (EGCQG) araciligi ile saglanmaktadir. Bu maddenin sentetik analoglari da
birgok calismada On-ilag olarak kullanilmis ve molekiiler hedeflerinin bir kismi
aydinlatilmistir.Cay polifenollerinin farkli kanser hiicre hatlarinda, hayvan
modellerinde ve klinik ¢alismalarda anti tiimor etkisi ¢alisilmistir. Mesela 20 farkl
tiimdr hattinda calisilan (-) EGCG’nin anti timor etkisi ve bilylimeyi inhibe edici
gosterilmistir. Akciger, deri, 6zafagus, karaciger kanseri basta olamak {izere

farklithayvan modellerinde ¢ayin karsinogenesisi inhibe edici etkisigosterilmistir.
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4.2. Polifenoller

Diyetlerimizde en fazla bulunana antioksidan maddeler olan polifenoller, baglica
sebze, meyve, bitkilerin kokleri, ¢ikolata, kahve, ¢ay ve sarapta bulunmaktadir
(D’Archivio ve ark.,2007). Tiim polifenoller aromatik halka sayilar1 ve yapilarindaki
elementlere bagl olarak simiflandirilmaktadir. Bu smiflandirmaya gore; flavanoidler,
fenolik asitler, fenolik alkoller, stilbenler ve liganlar olmak {izere bes ana gruba

ayrilir (Sekil 4.1.) (D’ Archivio ve ark., 2007).

POLIFENOLLER

I Flavanoidler I IFenoIikAsitIerI IFenoIikaIkoIIerI I Stilbenler I I Liganlar I

hidroksibenzoik
flavonoller

asit

——

isoflavonoller .
asit

—

hidroksisinnamikI

antosiyoninler

flavanoller

flavonlar

flavanonlar

Sekil 4. 1. Polifenollerin siniflandirilmasi.
4.2.1. Flavonoidler

Flavanoidler polifenolelerin en biiyiikk grubu olup, flavonoller, isoflavonlar,
antosiyaninler, flavanoller, flavonlar ve flavanonlar olmak iizere alti sinifa ayrilir.
Flavonoid grubuna ait olan maddeler yapilarinda iki benzen halkasi ve bunlari
birbirine baglayan ii¢ karbonlu bir zincir icermektedir. Difenil propan yapisindaki

bilesiklerdir.
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4.2.1.1. Flavonoller

Kuersetin (3,3°,4°,5,7-penta hidroksi flavon) yiyeceklerde en fazla bulunan
flavonoldiir. Turpgiller, gebre otu, iiziim, sogan, elma, domates, yaban mersini, cay
ve kirmizi sarap basta olmak {izere bir¢ok besinde degisik miktarlarda bulunmaktadir
(Kelly, 2011). Kuersetin ve glikozillenmis formlar1 ortalama bir diyetin yaklasik
%60-75’n1 olusturmaktadir (Bouktaib ve ark., 2002). Kuersetin yapisindaki {i¢
onemli ve fonksiyonel grup bulunmaktadir, bu gruplarin antioksidan aktiviteden
sorumlu olduklar1 diisiniilmektedir. Bu gruplar 4-okso grubunun 2,3-alken ile
konjugasyonu, 3 ve 5-hidroksil gruplar1 ile B halkasindaki o-dihidroksil grubudur
(Bors ve ark., 1990).

Sekil 4. 2. Kuersetin yapist.

Kuersetinin antioksidan 6zelliklerinden serbest radikal siipiiriicii etkisi Fe®* ve
cu® gibi gecis metal iyonlart ile selat olusturabilmesine dayanmaktadir. Kuersetinin
farmakolojik 6zellikleri, inflamasyon (Chirumbolo, 2010), aterosikleroz (Ishizawa ve
ark.,2011), hipertansiyon (Perez-Vizcaino ve ark., 2009), norodejenerasyon (Kelsey
ve ark., 2010) dahil olmak iizere birgok hastalikta incelenmistir. Siganlarda
gelistirilen norotoksin indiiklii Parkinson modelinde kuersetinin, ETC kompleks I
inhibitorii olan rotenon antidodu gibi c¢alistigi ve normal ve hasar gormiis
dopaminerjik ndronlarda kompleks aktivitesini arttirdiglr goézlenmistir. Kuersetin ile
On-tedavi sonrasinda rotenon-indiiklii OH- olusumu azalmis, endogenous antioksidan

enzim (CAT-SOD) aktivitesi artmistir (Karuppagounder ve ark.,2013).

Diisiik konsantrasyonlar da kuersetinin, non-steroid anti inflamatuar ilaglarin
(aspirin, indometasin, diclofenac, piroksikam, ibuprofen vb.) etkisiyle mitokondri

komleks I’in inhibisyonunu 6nledigi sican duedonum epiteli ve Caco-2 hiicrelerinde
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gosterilmistir. Bu koruyucu etki koenzim-Q taklit eden, elektronlarin elektron
transport zinciri boyunca akisini saglayan yapisindan kaynaklandig: disiiniillmektedir
(Sandoval-Acuiia ve ark.,2012). Hepatik mitokondrilerde, kronik alkol alimindan
once kuersetin alinimiyla lipit infiltrasyonun ve membran kopmalarinin azaldigi,
ethanol-indiikli ROS  iretiminin  hafifledigi  gOriilmiistiir.  Ayrica  lipid
peroksidasyonun azaldigi, GSH tiikkenmesi ve Mn-SOD inaktivasyonun geri
cevrildigi tespit edilmistir. Ethanolle beslenen farelerde, kuersetinin oksidatif stresi
azatligl, mitokondri membran potansiyelini normalize ettigi gosterilmistir (Tang ve
ark.,2012). Bir Kkardio-protektif ajan olarak olarak kuersetin ve a-takoferoliin
kullanildigi, isoprotrenol indiiklii miyokard-enfaktiis modelinde sicanlarda, kalp
dokusunun korunmasi, normal mitokondrial fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynadig1 bildirilmistir. Kuersetin ve a-takoferolin kalp miyokard hasarinda
koruyucu ektikleri radikal siipliriicii etkilerine bagli olarak, mitokondri lipit
peroksidasyonunu Onlemeleri ile iligkilendirilmistir. Her iki ajanin uygulandigi
siganlarda GSH-bagimli enzim aktivitesi ve GSH seviyeleri normale donmiistiir.
Kalsiyum seviyelerine bagli olarak, ATP seviyeleri, mitokondrial membran
fonksiyonlar1 ve yapist korunmus, iyonik gradientin azalmasi Onlenmistir

(Punithavathi ve Stanely Mainzen Prince, 2010).

Kuersetinin bu yararli etkilerine ek olarak farkli kanser hatlarinda apotozisi
aktive ettigi bildirilmigtir. Kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde, hiicre
proliferasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi ve NF-k (Youn ve ark., 2013)
down-regiilasyonu ile apoptotik hiicre popiilasyonunu arttirdig1 servikal kanserlerde
gosterilmistir (Vidya Priyadarsini ve ark., 2010). Ayni hiicre hatlarinda kuersetin
etkisiyle pro-apoptotik Bax proteini ekspresyonu artarken, sitozolik cyt-c, Apaf-1,
p53, kaspas-9 ve -3 ayrica kesilmis poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) miktarlar
artmistir. Buna karsilik olarak anti-apoptotik AKT, Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1
ekspresyonlar1 azalmigtir (Bishayee ve ark., 2013). Kuersetin uygulanan fare
noroblastoma hiicrelerinde uygulanan konsantrasyonuna bagli olarak Bax protein
ekspresyonu, kaspas-3 ve-9 aktivasyonu, artmistir.Hiicre dongilisii diizenleyici
proteini olan p53 mRNA seviyeleri anlamli derecede artmistir (Sugantha Priya ve
ark., 2014).

Pro-apoptotik etkilerine ek olarak kuersetin kritik hiicre dongiisii diizenleyicileri

(siklin D1 ve siklin B1) iizerindeki etkisi ve PPAR aktivasyonu, prenoplastik
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hepatositlerde ¢alisilmis hiicre proliferasyonunu  durdurdugu ve Kkaraciger
lezyonlarint azalttigr bildirilmistir (Casella ve ark., 2014). Kuersetin, hiicre
biiylimesini inhibe ederek epidermoid karsinomlarda mitokondrial yolag: kullanarak,

apoptosisi indiikler (Zhang ve ark., 2013).

4.2.1.2. izoflavonlar
Izoflavonlarin ana kayna@i soyadir ve ii¢ farkli molekiil icerir. Baklagillerde
bolca bulunurlar. Basit yapilar1 flavon g¢ekirdek ve iki benzen halkasinda olusup,

heterosiklik piren halkalarinin genel adidir.

Sekil 4. 3.izoflavonlarin genel yapis.

Genistein olarak bilinen izoflavon, yapt ve aktivite itibari ile 17-f estradiole
benzediginden, fitoGstrojen olarakta bilinir (Banerjeeve ark., 2008). Farmakolojik
olarak giivenli bir molekiil olmasi sayesinde son yillarda genistein iizerine yapilan
caligmalar artmistir. Literatiirde meme kanseri (Messina ve Wo00d,2008;), prostat
kanseri (Dixon ve Ferreira, 2002), kardiyovaskiiler hastaliklar (Wenzel ve ark.,
2008), obezite (Orgaard ve Jensen, 2008) ve osteoporosise (Ma ve ark.,2008) kars1

koruyucu etkilerine ait makalelere ulasmak miimkiindiir.

Genistein koruyucu etkisi farkli bozukluklarin diizeltilmesi ile ortaya ¢ikar,
bunlar oksidatif stresin diizenlenmesi, farkli antioksidan sinyal yolaklarinin
aktivasyonu ve apoptotik yolaklarin aktivasyonu seklindedir. Ornegin, genel
genistein koruma mekanizmalarindan biri AKT yasam yolaginin diizenlenmesini
igerir, prostat, meme ve pankreatik kanserlerde bu yolagin inhibisyonu ile apoptotik

yolagin aktivasyonu gerceklesir (Banerjee ve ark., 2007).

4.2.1.3 Flavanoller
Flavanoller flavanoidlerin diger smiflarindan farkli olarak, yiyeceklerde

glikozillenmis formlarda bulunmazlar. Bu grubun asil temsilcileri olarak goriilen
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epikasin ve katesin 6zellikle meyze, sebze ve gayda bulunur, antioksidan 6zellikleri
yiiksektir (Scalbert ve William-son, 2000).

4.2.1.3.1 Katesin

Katesinler 6zellikle meyvelerin ¢ekirdek ve kabuklarinda bulunmaktadir, ilk
kesfedilen katesinlermeyveden izole edilmistir (Renaud ve de Lorgeril, 1992).
Katesinler iki benzen halkas1 ve bir dihidropiran halkasi iceren tigiincii karbonunda

ise bir OH grubu bulunduran yapilardir.

Sekil 4. 4. Katesinlerin genel yapist.

Giglii anti-oksidan ve anti-kanser etkilerine sahip olduklarindan, son yillarda
katesinler {izerine yapilan c¢alismalarin sayis1 olduk¢a artmistir (Siddiqui ve ark.,
2008). Katesinlerin fare karacigerini tamoksifen-indiiklii oksidatif hasara karsi
koruyucu etkisi, lipit peroksidasyonu, protein karbonilasyonu, siiperoksit tiretimi,
azaltip, antioksidanlarin miktarimartirarak, ROS kaynakli hastaliklara kars1 koruyucu

oldugu bildirilmistir (Tabassum ve ark., 2007).

Katesinlerin etki mekanizmalar1 aydinlatmak amact ile sigan karaciger
hiicrelerinde yapilan bir calismada, katesinlerin hiicreleri kuersetin gibi apoptoza
gotiirdiiglinii ancak kuersetinden farkli olarak mitokondri ATP seviyeleri iizerine etki
yapmadigimi gostermistir (Dorta ve ark., 2005). N-metil-N-nitroziire uygulanarak
indiiklenen katarakt modelinde, lens epitelial hiicrelerine katesin uygulandiginda,
Bax/Bcl-2 oranindaartis ve kaspaz-3 ekspresyonunda ise baskilanma ile apoptozda
azalma gosterilmistir (Lee ve ark., 2010). Benzeretkiler dokstrubisin (DOX)-indiikli
toksisite modelinde sigan kalp hiicreleri olan H9C2 hiicrelerinde de rastlanmistir. Bu
hiicrelere katesin uygulandiginda, DOX-indiiklii ROS birikimi azalmis, apoptotik
hiicre sayist diismiis, DNA’nin fragmentasyonu azalmis, apoptotik sinyal inhibe

olurken, artan Bax/Bcl-2 oran1 baskilanarak, kaspaz-3 ve -9 aktivasyonlarinin inhibe
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oldugu gésterilmistir (Du ve Lou, 2008). Insan karaciger hiicrelerine (HepG2)
katesin uygulamasi yapilan bagka bir ¢aligmada ise karacigeri koruyucu etkisi ve anti
kanser etkilerine vurgu yapilmistir (Jain ve ark.,2013). Kaspaz aktivasyonun
etkisinden korunma kismen kapsaz-3 ve kaspaz-8 iizerinden gerceklesmektedir, bu
etki pimer sigan serebral kortikal noéronlarinda (Ban ve ark., 2006) ve fare sinir
biiyiime faktorii kullanilarak farklilastirilmis PC12 hiicrelerinde gosterilmistir (Lin
ve ark., 2009).

4.2.1.3.2 Gallokatesin, epigallokatesin ve epigallokatesingallat

Cay gallokatesin, epigallokatesin (EGC) ve epigallokatesingallat (EGCG) gibi
flavanollerin en fazla igeren kaynaklardan biridir. (-)-Epigallokatesin-3-gallat bir
EGC (flavan-3-ol, galat residesi isomerik trans pozisyonunda) esteri olup, gallik
asitle (bir lig-hidroksibenzoik asit) birlikte EGCG yapisini olusturur (Yao ve ark.,
2008). Yesil cay polifenolleri toksik olmayan ve genis organ ¢esitliligi {izerine olan
etkileri ile diinya ¢apinda kanserden korunmada kullanilan besin maddelerinden
biridir (Lee ve ark., 2010). Yesil ¢ay sahip oldugu bu koruyucu etkiyi, giiglii
antioksidan etkisi ve radikal sipiiriicii Ozelliklerine sahip olan yiiksek
konsantrasyonda, polimerize olmamis katesin ve gallatlh formlarina bor¢ludur.
Bunlardan hakkinda en fazla arastirma bulunan EGCG’nin en fazla bulundugu besin
maddeside yesil ¢aydir (Yao ve ark., 2008). Bu baglamda arastirmalar incelendiginde
mitokondri fonksiyonelitesinin bozuldugu hastaliklarda, EGCG etkisinin incelendigi
bircok arastirma goriilmektedir. Izo-proterenol-indiiklii kalp rahatsizligi gegiren
sicanlarda yapilan arastirma sonuglarina gore, EGCG uygulamasi ile mitokondrial
hasarm, lipit perokidasyon f{irlinlerinin azalmasi ve TCA, ETC gibi metabolik
yolaklardaki antioksidan enzimlerin artmasiyla dnlendigi belirtilmistir (Yao ve ark.,
2008). EGCG 6n uygulamast ile Ca* seviyerinin artmasina, Na*/K*-ATPaz etkisinin
azalmasina ve ATP konsantrasyonun azalmasina neden olmustur (Devika ve Stanely

Mainzen Prince, 2008).
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R, R, Katesin

OH H (+)Kategin trans

(JEpikatesin cis
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Sekil 4. 5. Gallokatesin, epigallokatesin, epigallokatesingallat genel yapisi.

EGCG’nin yaslanmaya kars1 etkisi diploid insan fibroblastlarinda (Meng ve ark.,
2008) ve sigan beyninde arastirilmis (Srividhya ve ark., 2009), mitokondrial
biitiinliiglin korunmasi, antioksidan sistemin diizenlenemesi, TCA enzimleri ve ETC

komplekslerinin aktivitelerinin artig1 gozlenmistir.

EGCG antioksidan etkileri ise CYP2E1l-bagimli toksisite modelinde HepG2
hiicrelerinde (Jimenez-Lopez ve Cederbaum,2004), kadminyum-indiiklii sican beyin
mitokondri hasart modelinde gosterilmistir (Abib ve ark., 2011). Her iki modeldede
membran potansiyelinin  azalmasi, lipit peroksidasyonun Onlenmesi ile

gerceklestirilmistir.

EGCG’nin anti-karsinojenik, anti-tiimor etkileri, in-vitro ve in-vivo olarak gesitli
modeller ve farkli kanser tiirlerinde gosterilmis, degisik hiicresel apoptotik yolaklarin
aktive oldugu belirtilmistir. EGCG’nin prostat karsinoma hiicreleri {izerine apoptozu
indiikledigi ve hiicre biiylimesini baskiladigi, bu etkileride (i) pro-apoptotik
proteinleri (Bax, Bak) ve anti-apoptotik proteinleri (Bcl-2, Bcl-XL) azalttigi
(Siddiquive ark., 2008), (ii) NF-kB yolagini inhibe ettigi (Adhami ve ark., 2007), (iii)
IAP seviyelerini azalttigi sonug¢ olarak kaspaz-3 ve -6 aktivasyonunu arttirdigi
(Siddiqui ve ark., 2008) degisik ¢alismalarla gosterilmistir. Benzer sonuglar insan
melanoma hiicrelerindede elde edilmistir (Nihal ve ark., 2005). Pankreatik
kanserlerde EGCG indiiklii hiicre 6liimiinde, Bax miktar1 artarken, XIAP seviyeleri
azalmakta ve JNK sinyal yolagi uyarilmaktadir (Qanungo ve ark.,2005). MAPK
yolaginin, p38 aktivasyonu ve JNK sinyalinin aktivasyonuda HeLa hiicrelerinde
(Chen ve ark, 2000), kondrasarkoma hiicrelerinde (Yang ve ark., 2011) ve kolorektal
HT-29 hiicrelerinde (Chen ve ark., 2013) gosterilmis, bu mekanizmanin EGCG’nin
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kemopreventif fonksiyonunda &nemli olabilecegi belirtilmistir. Insan astrositom
U373MG hiicrelerinde ise, EGCG tedavisi inflamatuar yanitin IL-1b+p-amiloid (25-
35) fragmentasyonun indiiklenmesine ve p38 ile birlikte JNK sinyal yolaginin, NF-
kB transkripsiyon faktoriiniin inhibisyonuna sebep oldugu bildirilmektedir (Kim ve
ark., 2007). Yani hiicre tiiriine bagli olarak EGCG farkli sinyal yolaklarinin
aktivasyonunda rol oynamaktadir. JB6 fare epidermal hiicre hattinda, H-ras geni
transfekte edildiginde yine benzer etkilere sebep olmaktadir, ERK protein seviyeleri
EGCQG etkisiyle siirekli ve hizlica azalirken, MAPK1/2-ERK sinyal yolagida inhibe
olmaktadir (Chung ve ark., 2001). Farkli bir¢ok ¢alismadada EGCG’nin apoptotik
Olim yolagini farkli sinyal mekanizmalar: lizerinden aktive ettigini gostermektedir.
Bu ¢alismalardan biri malignant B hiicrelerinde ve Burkitt tipi lenfoma hiicrelerinde
gerceklestirilmistir.  Bu calismada EGCG  koruyucu etkisini  cyt-C  ve
Smac/DIABLO’nun mitokondriden sitozole salinimini diizenleyerek
gerceklestirmistir (Nakazato ve ark., 2005). Epidermoid karsinoma hiicreleri (Lee ve
ark., 2010) ve kronik miyoloid l6semi hiicrelerindede (lwasaki ve ark., 2009),
benzer sonuglar gosterilmistir, bu ¢alismalarda kaspaz-bagimsiz yolak araciligi ile
AIF ve Endo G nin mitokondriden sitozole salinimi ile apoptozisin indiiklendigi
bildirilmistir. EGCG’nin Ultraviole B-indiikliic PI3K aktivasyonu fare epidermal
hiicreleri olan JB6C141 hiicrelerinde gosterilmis; EGCG ile 6n-uygulamasinin
PI3K/AKT aktivasyonunu inhibe ederek, karsinogetik yolagin baskilanmasinda
yararli etkilerinin bulundugundan bahsedilmistir (Nomura ve ark., 2001) . EGCG ile
apoptozisin diizenlenmesinde sadece intrinsik apoptotik yolak g6z Onilinde
bulundurulmamali, ekstrinsik yolagin etkileride incelenmelidir. Insan monositik
16semi hiicreleri olan U937 iizerine EGCG etkisinin incelendigi bir g¢alismada,
EGCG’nin Fas sistemine baglanarak, Fas aracili apoptozisi indiikledigi ve kanser
hiicrelerini bu yolagi kullanarak oldiirdiigii belirlenmistir (Hayakawa ve ark., 2001).
Fare hepatoma hiicreleri, sigan miyoblastoma hiicreleri (Murase ve ark., 2009), fare
preadiposit hiicreleri (Murase ve ark.,2009) ve insan kolon kanser hiicrelerinde
(Hwang ve ark., 2007) yapilan aragtirmalara géore EGCG tedavisi ile aktive olan
AMPK ve sonucunda apoptozisin inhibisyonu, EGCG’nin anti-kanser 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Bu g¢alismalara benzer sonuglar in-vivoda BALB/c farelerde de

gozlenmistir (Murase ve ark., 2009).
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4.2.1.3.3. Teaflavinler ve tearubiginler

Yiizlerce flavanol arasindan, siyah cayda bolca bulunan teaflavinler (TF) ve
tearubiginler (TR) , diinyada siyah ¢ayin ¢ok fazla tiiketilmesinden dolayi, 6zel bir
ilgiyi hak ederler (Bhattacharya ve ark., 2009). Fermantasyon islemi sirasinda, ¢ay
katesinlerinin (EGC ve EGCG), polifenol oksidaz enzimi (bu enzim g¢ay
yapraklarinin katlanmast ile salinir) yardimiyla polimerizasyonu sonucunda olusurlar
(Halder ve ark., 2008). Siyah gay polifenolleri, antioksidan aktiviteleri, apoptozisi
indiiklemeleri, hiicre dongiisiinii inhibe etmeleri, hiicre biiyiimesini inhibe etmeleri,
karsinojen metabolizmasini diizenlemelerinide igeren bazi biyokimyasal ve
farmakolojik ozellikleri gosterirler (Kalra ve ark., 2005). E.coli model sistemi
kullanilarak TF’in, doz bagimli bir sekilde ¢ift etki gosterdigi yayinlarda
belirtilmistir. Yiiksek dozdaki TF’ler bakterial ATP-az veya kompleks | inhibisyonu
gosterirken, diisiik dozlarda antioksidan 6zellik gosterirler. Bu 6zellikleri sayesinde
bakterial ATPaz veya kompleks I hedefli ilaglar olarak baz1 patojenler ve hastaliklara
kars1 kullanilabilir (Live ark., 2012). Kardiyoprotektif etkileri ise iskemi/reperfiizyon
hasar1 modelinde gosterilmis, TF etkisi ile mitokondri membran K+ATP kanallari
acilarak, mitokondri hasarin1 azalttigi gosterilmistir (Ma ve ark., 2011). TF’in anti-

karsinojenik etkileride genis ol¢iide arastirilmistir.
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Sekil 4. 6. Teaflavin ve tearubigin kimyasal yapisi.

Insan meme (Lahiry ve ark., 2008), prostat epitelial (Prasad ve ark., 2007)
hiicrelerinde TF etkisi ile apoptozis indiiklenirken, Bax, kaspase-3, kaspase-9 gibi

pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonu artmis, Bel-2 protein miktarlari ise azalmistir.
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Farkli bir meme kanser hattinda ise, p53 mutant meme hattinda, apoptosis ve kaspas
aktivitesi, Fas Olim reseptdr yolagi ilizerinden aktive edilmis, bu sirada yasami
destekleyen PI3K/AKT yolag: ise inhibe olmustur (Lahiry ve ark. 2010). insan
modiiler tiroid ve servikal kanserlerde PI3K/AKT yolaginin diizenlenmesi TF’nin
ana etkisi olarak belirtilirken, p38/MAPK sinyal kaskatinin (Mazumdar ve ark.,
2013) ve NF-kp inaktivasyonun bu tabloya eslik ettigi belirtilmistir (Singh ve ark.,
2013). TR etkilerinin TF igeriginden daha fazla oldugu diisiiniilmesine ragmen bu
madde hakkinda literatiirde daha az bilgi bulunmaktadir. insan malignant melanoma
hiicreleri olan A357 iizerinde TR etkisine bakildiginda, apoptozisin JNK ve p38
yolagi lizerinden, Bax/Bcl-2 oarnini artirarak gergeklestirildigi bildirilmistir (Halder
ve ark., 2008; Bhattacharya ve ark., 2009).

4.2.1.4. Proanthosiyanidinler

Proanthosiyanidinler (PA) ya da kondense taninler, yiiksek molekiil agirlikli
polimerik flavonoidlerdir. Monomerik flavan-3-ol (katesin ve epicatesin) {initelerinin
birlesmesi ile olusurlar (Fine, 2000). PA’in tiikketiminin kanser, oksidatif stres,
inflamasyon ve kardiyovaskiiler rahatsizliklarida icine alan genis bir hastalik ve
etkenlerinden koruyucu oldugu diisiiniilmektedir. PA’in yararh etkileri antioksidan

ozellikleri ve gen ekspresyonu diizenleyebilmelerinden kaynaklanmakatadir.

4.2.1.5Flavonlar ve flavononlar
Dogada en nadir rastlanan flavonoidler olan flavonanlar sadece kereviz ve
maydonozda bulunurken, flavonlar narenciye, domates, bazi ¢ilek tiirleri ve nanede

bulunur, heniiz etkileri hakkinda yayinlar bulunmamakatadir.

4.2.2. Fenolik asitler
Fenolik asitler iki gruptan olusur, bir grup sinnamik asitten tiirevlenirken, digeri
benzoik asit tiirevidir. Hidrosinnamik asit kumarik asit, kafeik asit ve ferrulik asiti

iceren benzoik asiti gallik asit ve ellaik asit tiirevi olan asitlerdir.

4 —CH = CH— COOH

Sekil 4. 7. Hidroksisinnamik asit.
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4.2.2.1 Hidroksisinnamik asitler

Kafeik asit (3,4,-dihidroksisinnamik asit yada CA) kahvede en ¢ok bulanan
fenolik asittir (Chang ve ark., 2010). 4- hidroksisinnamik asitten tiireyen basit katesol
halkas1 icermektedir. CA anti oksidan etkili (Masudave ark., 2008), anti bakterial
(Almeida et al., 2006), anti inflamatuvar ve anti alerjik etkili (Park ve ark., 2008) bir
sinnamik asittir(Hsu ve ark., 2000). CA’nin antioksidan aktivitesi ile oksidatif hasari
onledigi farkli ¢aligmalarda gosterilmistir. Mitokondri disfonksiyonunda koruyucu
etkisi ise isoproterenol indiiklii mitokondri hasar1 olusturulan kalp hiicrelerinde
gosterilmistir. Bu c¢alismada serbest radikal miktarinin azaldigi, multienzim
aktivitelerinin arttig1, GSH seviyesinin azalip, ATP seviyelerinin ve lipit, kalsiyum

seviyelerinin azaldigi bildirilmistir (Kumaran ve Prince, 2010).

CA uygulamasindan sonra ETC komplekslerinin aktivasyon sevileri
diizenlenerek,  lipit peroksidasyonun, nitrit konsantrasyonun azalmasi, SOD
aktivitesi ve redoks oranin GSH ve CAT seviyeleri ile diizenlenmesi sonucunda,

oksidatif savunma saglanmistir (Kumar ve ark., 2011).

Bu bilgilere ragmen giliniimiizde CA’nin apoptoz yolagini1 diizenlemesinde ki
etkisi iizerine hala ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Ornegin servikal kanserlerde CA
indiikli apoptozisin Bcl-2 seviyelerini inhibe ettigi, cty-c salinimi ile kaspaz-3’i
aktive ederek mitokondrial apoptozis yolagini aktive ettigi gOsterilmis bu
ozelliginden dolayida kemoterapilerde ajan olarak  kullanilabileceginden
bahsedilmistir (Chang ve ark., 2010). CA’nin ¢oklu ila¢ direncine kars1 etkilerinin
denendigi bagka bir ¢alismda ise, 6nce insan meme kanser hiicreleri olnan MCF-
7’lerde DOX’a kars1 resistans gelistirilerek, CA uygulanmis ve hiicrelerin kimyasal
duyarliliklarini artirdign belirtilmistir (Ahn ve ark., 1997). Insan akciger kanser
hattilar1 olan A549 ve H1299°da yapilan bir calismada ise CA’nin paksitaksel-
indiiklii hiicre 6liimiinden hiicreleri korudugu bildirilmistir. Bu etki pro-survival
etkiye sahip Bcl-2 up-regulasyonu ve NF-kB sinyal yolagmin aktivasyonunu
icermektedir, ayrica bu yayinda kanser hiicrelerinin kemoresistanstan

korundugundan bahsedilmistir (Lin ve ark., 2012).

4.2.2.2. Hidrobenzoik asitler
Ellajik asit (3,7,8-tetrahydroxy[1]-benzopirano[5,4,3-cde] [1] benzopyran-5,10-

dione veya EA) bir polifenol tiirevi olup, ¢ilek ve findikta bulunmaktadir.
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Ellagitaninler bagirsak florasindaki mikroorganizmalar yardimiyla metabolize
edilirler. Son yillarda yapilan g¢alismalar bu polifenolleri anti-mutajenik ve anti-
inflamatuvar Ozelliklerinin yaninda anti-karsinojenik ajan olarak kullanimim

onermektedir (Hwang ve ark., 2010).

4.2.3. Fenolik alkoller

Temel fenolik alkoller tirozol (4-hidroksifenilethanol) ve hidroksitirozol (3,4-
dihidroksifenilethanol) olup, baslica zeytin yaginda bulunmaktadirlar (Cabrini ve
ark., 2001). Tirozollerin digerbir kaynagida bira, beyaz ve kirmizi saraptir (Covas ve
ark., 2003).

4.2.4. Stilbenler

Stilbenler  diyette  diisik miktarda  bulunurlar.  Resveratrol  (3,5.4-
trihidroksistilben) (RV) en fazla bilinenlerden olup 70’ten fazla bitkide
bulunmaktadir (Ungvari ve ark.,2011). Yiyecekler arasinda yerfistigi, soya fasiilyesi,
nar ve sarapta yiiksek miktada resveratrol bulunmaktadir (Catalgol ve ark., 2012).

4.2.5. Lignans
Liganlar iki fenolpropan iinitesinin oksidatif dimerizasyonu ile olusur, genellikle
serbest formda bulunur, nadiren glikozillenmis formlarinada rastlanir. Diyette baslica

keten tohumunda bulunmaktadir (Adlercreutz ve Mazur, 1997).
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4.3. Polifenollerin Biyoyararlanim

Bir maddenin  biyoyararlanimi  birgok  farkli  yoldan belirlenebilir.
Biyoyararlanimi basitce tarif etmek gerekirse, besinlerin sindirilmesi, emilmesi ve
metabolize edilmesini igeren islemlerin tamami diisiiniilmelidir genellikle bu
islemlerle orant1 olarak biyoyararlanimin uyumlu bir sekilde arttig1 diisiiniilmektedir.
Bu yiizden besin denildigi zaman sadece 6zel bir yemek ya da diyet destegi degil
ayni zamanda biyoyararlanimi 6nemli maddelerde disiiniilmelidir (Srinivasan ve
ark., 2002). Polifenollerin metabolizmas1 hakkinda bir¢ok bilgi bulunmaktadir.
Aglikon formundakiler ince bagirsaktan emilir, ancak bir¢ok polifenol yiyeceklerde,
ester, glikozit veya polimer formlarinda bulunmaktadir ve dogal formlar1 ile
emilememektedirler. Emilimden 6nce bu bilesiklerin intestinal enzimler yardimiyla
hidrolize edilmesi veya kolonik mikroflora enzimleri ile parcalanmalar
gerekmektedir. Bu emilim esnasinda polifenoller intestinal hiicrelerde konjiigasyon
ya da karacigerde metilasyon, siilfasyon ve/veya glukoronidasyon gibiolduk¢a farkli
modifikasyonlar gegirmektedir. Sonucta doku ya da kana ulastiklarinda besinlerde
bulunduklar1 formdan farkli bir sekilde bulunmaktadirlar, bu 6zellikleri polifenollerin
ve metabolitlerinin ve biyolojik aktivitelerinin tanimlanmasinida zorlagtirmaktadir
(Zhang ve ark., 2003). Biyoyararlanim c¢alismalarinin ana hedefi, emilen
polifenollerin i¢inde aktif metaboliti ortaya ¢ikaran ya da biyolojik aktivite gosteren
metabolitin hangi polifenolden kaynaklandigimi tespit edebilmektir. Bu asamada
emilim oranin ortaya c¢ikisinda, polifenoliin kimyasal yapisi, dolasimda kanda
bulunan konsantrasyonundan daha onemlidir. Siklikla diyetlerimizde ¢ok bulunan
polifenoller hedeflenen dokuda aktif metabolitlerini gordiiklerimiz degildir.
Polifenoller olarak zengin yiyeceklerin tiiketilmesi, plazmadaki ve idrardaki anti-
oksidan miktarinin artmasinida indirekt olarak saglamaktadir (Young ve ark., 1999).
Spesifik aktivite gosteren metabolitlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi
onemli bir arastirma alanidir (Setchell ve ark., 2002). Ancak bu aktif metabolitlerin
ortaya ¢ikmasi kolon mikroflorasina bagl olarak degismektedir (Setchell ve ark.,
2002). insanlardaki metabolizmasi iyi bilinen o6rneklerden biri olan kuersetin
konjugasyon sonrasinda plazma ve idrardaki formlari tammlanmstir. Ornegin
kuersetin igeren besinler (sogan, karabugday, ¢ay ya da saf kuersetin-4-glukozidaz,
kuersetin-3-glikozidaz gibi besin takviyeleri) ile beslenen goniilliiler iizerine yapilan
bir arastirmada plazmada yapilan Olgiimlerde kuersetin konjige formlarda

bulunmustur (Sesink aL ve ark., 2001).
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4.3.1. Barsak emilimi

Yiyeceklerde flavanoller hari¢ tiim flavanoidler glikozillenmis halde bulunurlar.
Glikozillenmis bir maddenin midedeki akibeti hakkinda yeterince verimiz yoktur.
Ancak genelde maddelerin glikozillenmis formlar1 midedeki asit hidrolizine karsi
direng gostrerek barsaga ulasir (Gee ve ark.,, 1998), burada glikozidazlar ve
aglikonlar emilir. Sican c¢alismalarinin sonuglarina gore kuersetin gibi, bazi
flavonoidler i¢in gastrik seviyede emilim s6z konusudur, ancak bunlarin
glikozidatlar1 i¢in aynmi sonuglar gegerli degildir (Crespy ve ark., 2002). Yapilan
caligmalara gore fare ve si¢anlarda antosiyaninler mideden emilmektedir (Passamonti
ve ark. 2005). Ancak bir¢ok polifenol yiyeceklerde ester, glikozillenmis ya da
polimer formunda bulunur. Bu yiizden intestinden emilebilmeleri i¢in &nce b-
glikozidaz, laktaz-florozin hidrolaz ya da mikroflora tarafindan hidroliz edilmeleri
gerekmektedir (Nemeth K ve ark., 2003). Glikolizasyon emilimi etkileyebilir ancak,
dolasimdaki dogal metabolitleri etkilemez. Kuersetin, daidzain ve genisteinnin yogun
bir sekilde glikozilasyonu plazma yada idrardaki metabolitlerinin {izerine etkisi
yoktur (Setchell ve ark., 2002). Glikolizasyon konusunda antosiyanidinler farklilik
gosterir, yogun glikolizasyon ile dolasimdaki formlar1 artar, bu etki
antosiyanodinlerin aglikon formlarinin stabilitesinin az olmast ve emilim i¢in farkli
mekanizmalara ihtiyaglari oldugunu gostermektedir (Wu X ve ark., 2002). Felgines
ve ark (Felgines ve ark., 2003) calismasinda idrarda glukorinillenmis ve siilfatlanmig
antosiyanodinler tanimlanmistir. Resvaratrol glikolizasyona ugradiginda oksidatif
yikimdan korundugu bilinmektedir, bu ylizden glikozillenmis resveratrol daha stabil,
daha kolay ¢6ziinen ve insan gastrointestinal sisyeminde daha kolay absorblanan bir
yaptya sahiptir (regev-Shoshani Gve ark., 2003). Diger taraftan kuersetin
glikolizasyonuda emilemi kolaylastirir, aglikon formuna gore daha fazla kuersetinin
emildigi gosterilmisitir (Morand ve ark., 2000). Sodyum—bagimli glikoz tasiyicilart
ile hiicre igine alinan glukozidazlar, sitozolik b-glikozidaz ile hidroliz edilmektedir
(Nemeth ve ark., 2003). Ancak glikolizasyonun isoflavonlar {izerindeki etkisi
kuersetindeki emilimi {izerine olan etkisinden daha az aydinlatilmistir (Manach ve
ark., 2004). Proanthosiyanidinler yliksek molekiil agirliklart ve dogal polimerik
yapilari ile diger bitki polifenollerinden ayrilirlar. Bu 6zellikleri emilimleri i¢in bir
sinir olusturur dogal formlar: ince barsakatan emilmekle birlikte trimer yapidan daha
biiyiilk olan oligomerlerin emiliminde boyut Onemli bir smirlayict faktordiir.

Hidroksisinnamik asit serbest formlar1 ve konjuge flavonidlerin ince barsaktan
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emilimini karsilagtiran calismada serbest formlarin hizlica emildigi bildirilmistir
(Clifford ve ark., 2000). Ancak dogal olarak esterifikasyona ugramis olan bitki
rtinlerinin intestinal mukozadan emilimini, karaciger ve plazma gecislerini
bozdugu, bunlarin kolojenik asit hidrolizini engelledigi, kolonik mikrofloraya bagl
olarak hidroliz edilebildigi gériilmiistiir. Ince barsaktan kolona ulasabilen ve bu
sirada gilikozidaz hidroliziyle aglikon forma ulasan polifenoller farkli aromatik
asitlerle metabolize edilirler. Aglikon heterosiklik halka farkli noktalardan kirilarak,
farkli bezoik asit tiirevlerine doniisiir. Intestinal floraizoflavon glikozidaz

metabolizmasinda aglikon formlarin aktif metabolitlere dontistimiinde etkilidir.

4.3.2. Konjugasyon mekanizmasi ve plazmada tasinma

Polifenoller bir kere emildikten sonra konjugasyona ugrarlar, bu islemler
temelde metilasyon, siilfatlanma ve  glikoridasyonu igeren, metabolik
detoksifikasyondur. Genellikle ksebiyotik metabolizmasinda karsimiza ¢ikan
detoksifikasyon islemi, maddenin hidrofilik 6zelliklerini arttirarak atilmasinm
kolaylastirir. Ketsol-0-metil transferaz katalizinde S-adenozil-L-methioninden metil
grubu transferi gerceklestirilir. Metilasyon genellikle polifenoliin 3’ pozisyonundaki
karbon atomu iizerinde gerceklessede, 4’pozisyonuna baglanmasi ile olusan 4’-
metilepigallokatesinde sindirimden sonra insanlarda plazmada tespit edilmistir.
Katesol-0-metil transferaz aktivitesinin en yiliksek oldugu organlar kaciger ve
bobrektir, ancak farkli dokularda da bu enzime rastlamak miimkindir. Silforo
transferaz katalaz ise 3’-fosfoadenozin-5’fosfo siilfattan kopardigi siilfati
polifenollerde bulunan farkli pozisyonlardaki hidroksil gruplarina transfer eder.
Siilfatlanma  karacigerde gerceklesir ancak polifenollerin  hangi hidroksil

gruplarindan stilfatlandig1 heniiz agiklik kazanamamastir.

UDP-glikoronoziltransferaz bircok dokuda endoplazmik retikulum membranina
bagli bir enzimdir, UDP-glukoronik asitte bulunan glukoronik asit grubunu
polifenollere transfer eder. Glukoronidasyon ince barsak ve karacigerde gergeklesir
ve genellikle C3-pozisyonunda gergeklestirilir. Bu ii¢ tip konjligasyonun onemi
gorece olarak substratin yapisina ve dozajina baglh olarak degisir. Polifenollerin
siilfatlanmas1 ve gulikorinazyonu arasindaki denge tiirlere ve cinsiyete gore
degismektedir. Konjigasyon mekanizmasi genellikle serbest aglikagon formlarin
yoklugunda ve maddenin diisiik konsantrasyonlarindaolduke¢a etkilidir. Bu kuralin

bozuldugu ayricalikli bir 6rnek olarak yesil cay katesinleri aglikon formlar1 total
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plazmada oldukca yiiksek seviyelerde (%77°den fazlasi epigallokatesin galat)
oldugunda da c¢aligir. Dolagimdaki metabolitlerin, polifenol yapisinda konjuge olan
gruplarin dogal pozisyonlarinin tanimlanmasi 6nemlidir. Ancak ¢ok farkli tiplerde
gerceklesebilen  konjigasyonlarin  sadece ¢ok az bir kismu plazmada
tanimlanabilmistir. Dolasimdaki polifenol metabolitlerinin kan proteinlerine, protein
tasinmasindan sorumlu albiimine kismen baglanabildigi gosterilmistir.Polifenoliin
alblimine olan ilgisi kimyasal yapisi ile iligkili olarak degismektedir. Albumine
baglanma doku ve hiicrelere iletim sonucunda metabolitlerin klarensi artmaktadir.
Ancak bu metabolitlerin hiicresel alinimina, baglanmamis olan polifenollerinde
katkis1 oldugu unutulmamalidir. Sonug olarak polifenollerin serbest veya albiimine

bagli olarak taginan formlarmin biyolojik aktiviteleri heniiz kesinlik kazanmamustir.

4.3.3. Plazmadaki konsantrasyonlari

Polifenollerin plazma konsantrasyonlar1 yiyecek kaynigina bagl olarak degisen
dogal polifenol yapist ile dogrudan iliskilidir. Plazma konsantrasyonun, bozulmamis
flavonoidler tiiketilmesiyle 1 uM smirimi astigr ancak bu konsantrasyonun siirekli
tiketim ile mimkiin oldugu bildirilmistir. Plazmada maksimum konsantrasyona
polifenol tiiketiminden 1-2 saat sonra ulasildigi ancak bu durumun polifenollerin

emilim Oncesi 6n yikima ihtiya¢ duyulmamasi halinde gerceklestigi gosterilmistir.

4.3.4. Doku alimi

Polifenoller kismen metabolize olduklar1 barsak ve karaciger dokusuna penetre
olarak dokuya girerler. Polifenollerin biyoyararlaniminin belirlenmesinde dokudaki
metabolitlerinin tanimlanmasindan ¢ok plazmadaki konsantrasyonlari 6nem
tagimaktadir. Ancak bu konudaki az sayida arasgtirmadan dolayr hala insan
dokularindaki konsantrasyonlar hakkinda yeterli bilgiye sahip degiliz. Yapilan iki
calismadan biri fitoestrojenleri ve c¢ay polifenollerinin insan prostat dokularindaki
etkisini incelemektedir. Ilk galigma erkeklere verilen genisteinin normal ve bening
prostatik  hiper plazi iceren prostat dokularindaki  dagilimi  {izerine
gerceklestirilmistir. Normal dokuya gore being hiper plazi bulunan erkeklerin
prostatalarinda anlamli olarak daha yiiksek seviyede genisteine rastlanmistir. kinci
calismada ise giinliik 1.42L yesil cay yada siyah cay1r bes giin boyunca tiiketen
erkekelerde prostat dokularinda epigallokatesin, epikatesin, epigallokatesin galat
konsantrasyonlar1 incelenmistir. Bu dokularda degerler 21-107 pmol/gdoku

araliginda bulumustur. Kolorektal dokularda kurkumin sistemik biyoyararlanimi
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arastirmak tizere 20 hasta iizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise kolorektal kanser
tanist almis hastalara giinliik 0.45, 1.8 ve 3.6g olmak iizere 7 giin boyunca oral
yoldan kurkumin verilmis. Ameliyat sonrasinda doku kurkumin seviyeleri incelenen
hastalarda normal dokuda 12.7+ 5.7nmol/gdoku olarak belirlenirken, malignant
kolorektal kanser tanisi alanlarda bu deger 7.7+1.8 nmol/gdoku olarak belirlenmistir.
Baska bir caligmada ise esit miktarda isoflavon alan kadinlarda meme dokularinda
serumdan daha yiliksek miktarda bulunana ve serumda meme dokusundan daha fazla
bulunan izoflavonlar agisindan Kkarsilastirilmistir. Bu kadinlarin - serumlarinda
genistein, daidzeinin serumda daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir.
Bu birkag c¢alismada polifenollerin plazmadaki konsantrasyonlar1 ile doku
konsantrasyonlari arasinda direkt bir kolerasyon goriilmediginin altin1 ¢izmektedir.

Ancak kan ve doku arasindaki dagilim polifenol ¢esitlerine gore degismektedir.

4.3.5. Bosaltim

Polifenoller ve tiirevlerinin ana eleminasyonu idrar ve safra araciligi ile
gerceklesir. Ileri konjuge edilmis metabolitler safra ile uzaklastirilirken, monosiilfat
gibi daha kii¢iik konjugatlar ise idrar ile atilir. Idrarda atilan total metabolit miktari,
plazmadaki maksimum konsantrasyon miktari ile korele olarak artmaktadir. Idrardaki
atilim ylizdesi olarak olduk¢a biliylik bir yiizdeyi narenciye flavanonlar
olusturmaktadir (%4-30), izoflavonlar (%16-66 daidzein,% 20-24 genistein),
flavonoller ise % 0.3-1.4 oranindadir. Idraradan geri emilim oranlan
karsilastirildiginda ise ¢ay katesinleri %0.5-6, %2-10 kirmiz1 sarap katesinleri, kakao

katesinleri ise %30 dan fazla oldugu tespit edilmistir.
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4.4. Hiicre Oliim Yolaklar

Programlanmis hiicre 6liimii, embiryogenesis, immiinite gibi farkli biyolojik
islemlerde anahtar rol oynayan bir mekanizmadir. Bu yiizden hiicre 6liimiiniin ¢ok az
ya da c¢ok fazla olmasi kanser, otoimmiinite, nérodejenerasyon gibi farkli patolojik
durumlara sebep olur. Genelikle bahsi gegen hiicre 6limii pasif yoldan meydana
geldiyse-hiicreler dis kaynaklar etkisiyle (kesilme, ¢arpma vb.) 6ldiiyse bir hasara
sebep olurken, aktif yoldan meydana gelen dliimlerde-hiicre kendi dliimiine kendisi
katki yapar. Programli hiicre 6liim yolagi olarakta bilinen apoptozis tartismasiz en iyi
karakterize edilmis ve evulasyon sirasinda en iyi korunmus hiicre 6liim yolagidir.
Hiicrelerin hizlica kontrollii olarak 6lmesini saglayan apoptozis kaspaz proteaz
aktivasyonu gerektirir, kendisine 6zgli morfolojik degisiklikleri ve diger oliim
yolaklarindan ayrilmasini saglayan biyokimyasal isaretleri igerir (Parrish ve ark.,
2013).

Biiyiimekte olan hiicrelerin sonunda {i¢ farkli mekanizma ile oldiikleri
goriilmistiir; otofaji (programli hiicre 6liimii II), onkozis (programli hiicre 6limi 111
veya nekrozis) ve apoptozis (programli hiicre 6liimii I). Otofaji kaspaz-bagimsiz bir
yolak olup oOliimiin erken asamalarinda organel yikimi gosterirken, Oliimiin son
asamasina kadar sitoiskeloton yapisi korunur. Diger taraftan onkozis hiicrenin
sismesi ve hiicre membranin patlamisiyla etrafa sagilan hiicre igerigi ile inflamatuvar
bir yanitin olusmasina sebep olur (Lockshin ve Zakeri, 2004). Otofaji ve onkozisin
tersine, apoptosiz morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptozise 0zgi
karakterizasyon gosteren, farkli mekanizmalarin aktive olmasiyla gergeklesir. Bu
mekanizmalar ROS seviyelerinin artis1, kaspazlarin aktivasyonu, apoptotik
cisimciklerin olugmasi, kromatin kondenzyonu ve niikleus degradasyonunu

igcermektedir (Simon ve ark., 2000).

4.4.1. Apoptozis

Apoptotik oliimde asir1 ROS iiretimi, baz1 apoptotik faktdrlerin salinimlarinda
etkilidir. Bu faktorlere cyt-c, apoptoz-indiikleyici faktdor AIF ve kaspazlar ornek
gosterilebilir (Qian ve ark., 2012). Kaspazlar sistein-proteaz ailesi iiyelerinden olup,
apoptozun diizenlenmesinde merkezi rol oynarlar (Lin ve ark., 2012). Sistein
residiisii igeren aktif bdlgeleri substrati olan kaspazi aspartat residiisiinden keserek,
aktive olmasi saglar (Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013). Kaspazlar programli hiicre

Olimiinde apoptotik sinyalin aktarilarak apoptotik 6liim i¢in esansiyel olan sinyal
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kaskatinin olusmasini saglar (Bantseev ve Youn, 2006). Hiicrelerde kazpazlar inaktif
pro-enzim formunda eksprese edilir, bir kere aktive olunca subsrati olan pro-aktif
formdaki diger kaspazin aktivasyonunu saglar, aktive olan kaspaz bir proteaz
kaskatinin baslamasini saglar. Bu siire¢ sayesinde aktive olan apoptotik sinyal yolagi
hiicrenin hizlica 6liimiine sebep olur. Kaspazlar fonksiyonlarina gore ilic gruba
ayrilir; baslangi¢ kaspazlan (kazpaz-2,-8,-9,-10), efektor kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7)
ve inflamatuvar kazpazlar (kaspaz-1,-4,-5)(Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013).

Apoptozis iki farkli mekanizma ile aktive olabilir. Bu mekanizmalardan ilki
reseptor-aracili olarak gergeklesir ve ekstrinsik yol olarak isimlendirilir, digeri ise
mitokondri-aracili olarak gerceklesir ve intrinsik apoptotik yolak olarak tanimlanir
(Yao ve ark., 2008). Ekstrinsik apoptotik sinyal yolagi, hiicre yiizeyinde bulunan
spesifik reseptorler araciligi (6lim reseptorleri) ile aktivasyon gergeklesir, spesifik
ligantlarin baglanmasiyla oliim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) aktivasyonu
gerceklesir (Essack ve ark.,2011). Intrinsik yolakta ise mitokondrial membran
potansiyelinin degismesi ile karakterize, pro-apoptotik faktorlerin salinmasi ve
apoptotik sinyallerin aktivasyonu ile ortaya ¢ikan bir tablo goriilmektedir (Kalimuthu
ve Se-Kwon, 2013). Apoptozis hiper-prolifere hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda en
onemli mekanizmalardan biri oldugundan (Halder ve ark., 2008), 6zellikle kanser
hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde kullanilan kemoterapi stratejilerinden biridir, ayrica yeni
kemoterapik ajanlarin gelistirilmesinde bu o6zelligi tasiyan ajanlar sec¢ilmektedir

(Taraphdar ve ark., 2001).

4.4.1.1 Oliim reseptorii ya da ekstrinsik apoptotik yolak

Ekstrinsik apoptotik yolak protein yapisinda birgok {iyesi bulunmaktadir.
Bunlara tiimor nekrosis faktor reseptorleri (TNFR), Fas kompleksi, membrana bagli
Fas ligantlar1 (FasL), Fas-iligkili Olim domainleri (FADD), bu resptorlerin
aktivasyonu ile aktive olan baslangi¢ kaspazlar1 kaspaz-8 ve kaspaz-10 gibi 6rnekler
verilebilir (Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013). Fas sisteminin 6liim-iligkili fonksiyonu
ana gorev olarak, farkli proliferasyon asamalarindaki hiicrelerde belirlenmistir ancak
inflamatuvar sinyal yolaklarina olan etkileri agik degildir (Krammer, 2000). FasL ile
uyarilan Fas reseptorleri FADD adaptor proteinini igermekte ve DISC aktivasyonunu
ardindan kaspaz-8 ve -10 aktivasyonunu i¢cermektedir. DISC olusumu sonrasinda
kaspaz aktivasyonu ile kaspaz-3 aktivasyonun gerceklestigi bilinmektedir. Bazi

hiicrelerde kaspaz-8 aktivasyonu direkt olarak hiicrenin dliimiine sebep olan yolagi
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aktive ederken, bazilarinda ise kaspaz-8 araciligi ile intrinsik apoptotik yolak
aktivasyonuda ger¢eklesmektedir. Bcl-2 ailesi tiyesi olan Bid proteini kesilerek tBid
olusumu sonucunda mitokondriden cyt-c salinimi gergeklestigi belirlenmistir

(Krammer, 2000).

Ekstrinsik yolagin malignant degisimesebep olabildigi gériilmiistiir. Hematolojik
malignansilerin bir kisminda Fas genlerinde ortaya ¢ikan bir mutasyon ya da
delesyon sonucunda hiicre 6liimiiniin ger¢eklesemedigi gozlenmistir (Landowski ve
ark., 1997). Ekstrinsik apoptotik yolagin ortadan kaldirildigi birgok mekanizmada,
inhibitor apoptotik protein (IAP) upregiilasyonu, ya da X-iligkili apoptoz inhibit6r
protein (XIAP) modellerinde oldugu gibi hiicre proliferasyonunun arttigi tespit
edilmistir. Yolagm diger inhibitorleri fibroblast aktivasyon protein-1, FADD protein
(interlokin-1) gibi tanmimlanmistir, FasL etkisine antagonistik etki gosteren, farkli

inhibitorler mevcuttur (Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013).

4.4.1.2. Mitokondrial ve ya intrinsik apoptotik yolak

Intrinsik mitokondrial apoptotik yolak radyasyon, ilag, toksinler, hipoksi,
hipertemi, virlis ve serbest radikal gibi degisik faktorler etkisiyle reseptdrden
bagimsiz olarak baslar ve mitokondri fonksiyon kaybi ile apoptozise neden olur
(Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013; Cavaliere ve ark.,2013). Tim bu uyaranlar ig
mitokondri membraninda (IMM) degisikliklere sebep olur ve mitokondri permabilite
gecis porlarinin (MPTP) acilmasini saglar ve i¢ mitokondrial alandan (IMS) sitozole
pro-apoptotik proteinlerin salinmasina neden olur (Saelens ve ark., 2004).

Mitokondriden salinan proteinler iki grup olarak tanimlanmustir.

Bu gruplardan ilki cyt-c igerir, mitokondri-tiirevli ikincil haberci olarak
tanimlanan bu protein, kaspaz (Smac)/ direkt-IAP-binding protein ve serin proteaz
HtrA2/Omi aktivatoridir (Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013). Cyt-c bir multi protein
kompleksi olan ve apoptozom ad1 verilen yapinin olugsmasini saglar. Apoptozom cyt-
¢, apopotik proteaz aktive faktor-1 (APAF-1) ile sitozolde birleserek kaspaz-9
aktivasyonunu saglar. Apoptozom kompleksi ile gergeklesen bu aktivasyon ATP
gerektirir. Aktif kaspaz-9’un substrati kaspaz-3 tiir buda apoptozis ic¢in gerekli
kaspaz kaskatinin baglamasi demektir (Verhagen ve ark., 2000). Mitokondriden
apoptozisis sirasinda salinan ikinci grup proteinler ise, apoptoz indiikleyici faktor

(AIF), endo nukleaz G (endoG) ve kaspaz-aktive DNase (CAD) olarak belirlenmistir.
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AIF, mitokondride bulunan bir flavaprotein olup, apoptozis sirasinda kromatin
kondenzyonunu ve DNA degradasyonunu destekler (Susin ve ark., 1999).
Apoptozisin baslangicinda AIF’in niikleusa transloke olmasi sonucunda olusan
niiklear kondezyon, basmak I olarak belirlenmistir. (Daugas ve ark., 2000). Diger bir
mitokondrial enzim olan EndoG’nin niikleusa translokasyonu niiklear kromatinlerin
kesilip, oligozomal DNA fragmentlerinin olusumunu saglar (Li ve ark., 2001). Her
iki faktoriinde mitokondriden niikleusa gecisi kaspazlardan bagimsiz olarak
gergeklesir. Bir endoniikleaz olan CAD, EndoG gibi oligoniikleozomal DNA
fragmentasyonu i¢in gereklidir (Enari ve ark.,1998). Bu asamadan sonra apoptoziste

basamak II’ye gecilmistir (Daugas ve ark., 2000).

Intrinsink ve ekstrinsink apoptotik yolaklarda kaspaz-3 kaspaz-aktive deoksiribo
niikleazlarin aktivasyonunu saglar, bu ylizden niiklear apoptozisin gergeklesmesi i¢in
gereklidir. Kaspaz indiiklii par¢alanmanin durdurulmasi: (i) sitoiskeleton proteinleri,
protin kinazlar, DNA tamir proteinleri, (i) endoniikleazlarin inhibitor alt-tiniteleri ve
(iii) hiicrenin yikilmasi ile ortadan kaldirilabilir (Kalimuthu ve Se-Kwon, 2013).
Kaspazlar hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, sitoiskeloton yapisi ve sinyal yolaklarini
etkileyerek morfolojik degisikliklere ve apoptozisin tipik morfolojisinin ortaya

¢ikmasina yardim ederler (Mancini ve ark.,1998).

4.3.2. Apoptozis Mekanizmasi

4.1.3.2.1. Membran potansiyelinin ¢okiisii

Devamli ya da kalict A¥Ym bozulmas: siklikla intrinsik apoptotik yolak
aktivasyonu ile hiicre 6liimiine neden olur (Kim ve ark., 2012). A¥Ym kayb1 voltaj
bagimli kanallarin agilmasina, kaspazlarla aktive olan Bax, Bak ve tBid gibi ¢esitli
proteinlerin sitozole salinmasina neden olur (Kroemer ve ark., 2007). A¥m
azalmastyla AIF ve EndoG sekresyonu artarken, bu proteinler kaspazlardan bagimsiz
sekilde, mitokondrial membran permabilizasyonu (MMP) iligkili 6liime Onciiliik eder
(Kuo ve ark., 2009). Birgok yayinda apoptoza yol acan bu kademeli degisiklikler,
doniisii olmayan yol olarak isimlendirilmistir (Green ve Kroemer, 2004). MMP,
mitokondri aracili kapaz aktivatorii olarakta tanimlanan cyt-c salinimi ile

kararterizedir, bu olay1 ROS birikimi takip etmektedir (Kroemer ve ark., 2007).

Farkli MMP modellerinde, A¥Ym enerji kaybmin kaspazlardan bagimsiz bir

sekilde, OMM permabilizasonu sonrasinda aniden gelistigi bildirilmektedir
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(Kroemer ve Martin, 2005). Bazi calismalarda ise A¥m kaspaz aktivasyonu
gerektirmekte ancak IMM apoptozisin yikim asamasi baslayana kadar bu
degisiklikten etkilenmemektedir (Kroemer et al., 2007). OMM permabilitasyonu
¢Oziiniir proteinlerin salinimina izin verirken, normalde bu proteinler IMSte bulunur.
Bu duruma (i) porlar1 destekleyen mitokondrial lipitlerin pro-apoptotik sinyal ile
desitabilizasyonlari, (ii) sitozolden OMM ye transloke olmalari, pro-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin (Bax ve Bak) konformasyonel degisiklik gecirerek MPTP ye
baglanmasi, (iii) AYm kaybina bagli olarak anti-apoptotik intraksiyonlarin ortadan
kalkmasi ve mitokondri membranin sismesi (iv) pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
aktivasyonu ile IMS proteinlerinin salinimina izin vermesi gibi olaylar sebep olabilir
(Lee ve ark., 2010). Bu yiizden MMP mekanizmasinin iki farkli yoldan aktive oldugu
diisiiniilmektedir. Bunlardan ilki Bax aracili OMM permabilizasyonunu saglarken,
IMM iizerine herhangi bir etki gdstermez. Diger mekanizmada ise MPTP aracili
IMM permabilizasyonu s6z konusudur. Her iki mekanizmada da permeabilize olan
mitokondrial membranlar Onderliginde, pro-apoptotik proteinlerin salinimi séz
konusudur ve mitokondri fonksiyonel olarak ¢okiip apoptozis gerceklesir. Bu iki
model birbirlerini dislayan diizenlenmeler icermesede, kullanilan pro-apoptotik

sinyal proteinleri farklidir (Kroemer ve ark., 2007).

1.3.2.3. ROS-bagimh mitokondriyal yolak

Genellikle ROS iiretimi ile indiiklenen koruyucu A¥m kaybi, hizlica antioksidan
korunma mekanizmasi tarafindan doyurularak, mitokondri fonksiyonlarindaki
bozukluk ortadan kaldirilmaya ¢alisir. Bu mekanizma OXHOS ve MPTP’nin geri-
beslemeli mekanizma yolu ile gergeklestirilir. Bu yiizden mitokondriden ROS
tiretimi artmus, hiicrede apoptozise gitmeden Once goriilen erken pro-apoptotik

kanitlar ile karakterizedir (Kroemer ve ark., 2007).

Kanser hiicrelerinde, ROS DNA replikasyonu sirasinda hiicrelerde
transformasyona sebep olabilmektedir (Gackowski ve ark., 2002). Transforme olmus
hiicrelerde ise ROS apoptozisin baglamas1 ve sonlanmasinda kritik rol oynamaktadir.
Bu yiizden hiicrede antioksidan gibi davranan, anti-apoptotik proteinlerin ¢esidi ve
up-regiilasyonu, Bcl-2 ailesi {iyesi olan proteinler gibi, hiicrenin apoptozisten
kagmasina sebep olabilmektedirler (Kurosu ve ark., 2003). Kanser hiicrelerinde

apoptozisin olugsmasinda ROS ve antioksidan seviyeleri arasindaki denge kritik
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onemdedir, antioksidan koruma sistemleri etkinligini kaybettiginde ROS {iretimi

hiicreyi apoptoza gétiirebilir (Wenzel ve ark., 2005).

4.3.3. Nekroptozis

Farkli uyaricilar etkisiyle gergeklesen apoptotik formda olmayan hiicre 6liimiine
nekroptozis adi1 verilmektedir (Degterev ve ark., 2005). Morfolojik olarak nekroza
benzesede, nekroptoziste diizenli aktif tipte bir hiicre 6liimii s6z konusudur (Green ve
ark., 2011). Asagida tartisildigi gibi kaspaz inhibisyonu kosullarinda gergeklesen
nekroptozise, apoptozisi tetikleyen bircok etken neden olabilmektedir. Burada
hatirlanmas1 gereken kosul kaspazlarin inaktive oldugu kosullarda nekroptozisin
gerceklesmesidir, yani nekroptozisin ger¢eklesmesinde kaspazlarin rolii yoktur. Son
yillarda bu mekanizmanin merkezinde bulunan molekiillerin tanimlanmasi hakkinda
calismalar hizlanmistir. Bunlardan biri olan protein kinaz reseptor-iligkili
serine/trieonin protein kinaz 3 (RIPK3) nekroptozis i¢in gerekli proteinlerin basinda
gelmektedir (Galluzzi ve ark., 2012). Ancak RIPK3-bagimsiz 6liim mekanizmalarida

nekroptozis olarak adlandirilmaktadir.

4.3.3.1. Nekroptozisin baslangici

En iyi karakterize edilmis nekroptozis indiikleyicisi Olim reseptor liganti
olarakta bilinen tiimor nekrozis faktortiir (TNF). Nekrosis-indiikleyici 6zelliginden
dolay1 bu ismi almis olsada, TNF {izerine calisan arastirmacilar daha ¢ok onun pro-
inflamatuvar ve apoptotik fonksiyonlari tizerinde durmaktadirlar. Uzun yillardan beri
TNF in baz1 hiicrelerde apoptotik olmayan hiicre 6liimiinii indiikledigi bilinmektedir
(Laster ve ark., 1988). Bu onemli farki ortaya koyduktan sonra TNF disindaki
reseptorlere baktigimizda Fas reseptoriiniinde kaspaz inhibisyon kosullarinda
nekroptozisi indiikledigi goriilmektedir (Matsumura ve ark., 2000). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda nekroptozis sinyalinin anahtar molekiilii olarak iki tane protein
kinaz tanimlanmistir (Zhangve ark., 2009). Bunlardan biri olan RIPK3 TNF-indiiklii
nekroptozis i¢in esansiyal bir molekiil olarak tanimlanirken, RIPK1’in nekroptoziste
bazi diizenlemeleri gerceklestirdigi bildirilmistir (Moujalled ve ark., 2013; Upton ve
ark., 2010). Nekroptozis disinda RIPK1, nuklear faktor kp (NF-kP) aktivasyonu ve
apoptoziste, aract olarak bulunabilir(Ofengeim ve Yuan, 2013). Nekroptozisin
baslangicinda TNF reseptor-ligant baglanmasi i¢in gerekli, TRADD adaptor proteini
ise RIPK1 ve RIPK3 interaksiyonu gerektirmektedir. Yani dolayli olarak reseptdr
ligant iligkisi RIPK1 ve RIPK3 proteinlerine baglidir (Moriwaki ve Chan, 2013).
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RIPK1 ve RIPK3 proteinlerinin her ikiside reseptor-iliskili protein (RIP) homotipik
interaksiyon bdlgeleri icermektedir. Bu protein sekanslari sayesinde RIPK1 ve
RIPK3 aktivasyonu ve nekrozome adi verilen kompleks yapilar meydana
gelmektedir. Nekrozom olusumunun diizenlenmesi yiiksek oranda ubikitinasyona
bagh olarak gergeklesir (Geserick ve ark., 2009). Ayrica 6lim reseptorii ligantlari,
RIPK3-bagimli nekrozis uyaricilart nekrozu direkt (adaptorler yoluyla) ya da indirekt
olarak (mesela TNF ekspresyonunu arttirarak) uyarabilir. Viral enfeksiyonlarda Toll
like reseptor TRL-3 ve -4 ile T hiicre ligasyonu bu konuya 6rnek olarak verilebilir
(He ve ark., 2011; Tenev ve ark., 2011). TLRIler RHIM-domaini igeren proteinler
olan TIRFlar ile koprii kurarak RIPK3 aktivasyonu saglarlar budurum fare
sitomegaloviriis enfeksiyonlarinda DNA’ya baglanan RHIM iceren DAI proteini
varhginda RIPK3 aktivasyonu saglar ve sonugta nekroz gerceklesir (He ve ark.,
2011; Upton ve ark., 2012). RIPK3 aktivasyonu hedefindeki nekrozis, DNA hasarini
tabiken meydana gelir. Bu yilizden RIPK3 aktivasyonun diizenlenmesinde
ripoptozom adi verilen multi-protein komplekslerinin RIPK1’e bagli olarak rol
oynadiklar1 bildirilmistir (Feoktistova ve ark., 2011; Tenevve ark., 2011). DNA
hasar1 sonucunda gerceklesen hiicre 6liimii TNF iiretimi ile iliskilide olabilir TNF-

bagimsizda gerceklesebilir.

4.3.3.2. Nekroptozisin islenmesi-devam etmesi

Baslangigta gergeklesen RIPK1-RIPK3 kompleks aktivasyonundan sonra
nekroptozisin devam etmesi genis/uzun ipliksi yapilarin olusmasiyla, B-amiloid
olusumunun biyofiksel Ozelliklerine benzemektedir (Li et al., 2012). Amiloid
yapilarinin  olusumun, RHIM domaini igeren proteinlerin artmasma baghdir.
Buradaki 6nemli nokta simiiltane bir sekilde artan RIPK3 aktivitesinin amiloid yapis1
ile uzamasiyla nekrozis arasindaki saglam baglantilardir. Potansiyel olarak, uzamis
amiloid olusumu (RIPK3 aktivasyonu) ile diizenlenen daha dncede belirtildigi gibi
RIPK3’lin 6n oOldiiriicli tipine ya da inflamasyondaki rolii gibi o6ldiiriicii olmayan
tipine sebep olmaktadir. Burada heniiz kesinlesmemis olan konu ise amiloid
yapisinin olusumunun (ve gerekliliginin), TLR vb. uyaranlar varliginda gerceklesen
nekrozis ile iliskisidir. Ancak bu proteinli yapinin sagladig: stabilite RIPK3 aktivitesi
yoklugunda hiicresel toksisitenin devam ettirilmesi agisindan énemli olabilir. Aslinda
bu hiicre 6liim mekanizmas1 RIPK3 kinaz aktivitesi kontroliinde oldugu 6lim

gerceklesene kadar anlagilamamistir.  Pseddokinaz  karistk kinaz  benzeri
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domainleriMLKL) RPIK3 bagimli nekroptoziste anahtar rolii oynayan baslatici
faktorler olarak tanimlanmig, bu tanimlama genomlarindan MLKL ¢ikarilan
hiicrelerin RIPK3-bagimli nekrozise direng gostermeleri ile tanimlanmigtir (Murphy
ve ark., 2013; Wu ve ark., 2013;). MLKL nekrosome olusumunu diizenlemez ancak
RIPK3’iin hiicreleri 6ldiirmesinde gereklidir. Mutant MLKL’lerin normal MLKL’leri
taklit ederek RIPK3 fosforilasyonlarini gergeklestirmesi hatta RIPK3 genin kusurlu
oldugu hatlarda dahi bunu yapabilmesi, MLKL leri RIPK3 aktivasyonunda 6nemli
bir yere koymaktadir (Murphy ve ark., 2013). Nekroptosizin nasil ¢alistigi hakkinda
farkli goriislere rastlamak miimkiindiir, farkli ¢alismalar ROS miktarinn ya da hizli
ATP tiiketiminin nekroptozisin gerceklesmesinde etkileri oldugundan bahsetmektedir
(Zhang ve ark., 2009). Mitokondri fonksiyonun ortadan kalkmasi nekroptotik 6liim
icin 6nemli bir parametredir. Bu goriisii destekleyen bigimde RIPK3 ve MLKL
iceren nekrozome olusumunu takiben edoplazmik retikulum (ER) membranlar
(MAMs) ile iligkili olarak mitokondrial translokasyonlara rastlanmistir, ancak
bunlarin nekroptozis olusumu i¢in gerekli oldugu hala kesinlik kazanmamuistir (Chen
ve ark., 2013). Nekroptozis diizenlenmesinde bahsi gegen iki mitokondrial
proteinden biri olan PGAMS, bir mitokondrial fosfataz olarak bilinmektedir. Digeri
ise Drp-1 proteini olup, mitokondrial fiizyonda gerekli proteinlerden biri olarak
tanimlanmis, genellikle DNM1L olarak bilinmektedir (Wang ve ark., 2012). RIPK3-
bagimli fosforilasyon sonrasinda, PGAMS5’in kisa izoformlarindan birisi, Drp-1
aktivasyonu ile mitokondrial fiizyon Onderliginde, ROS iiretimi ve nekroptosize
sebep olur (Wang ve ark., 2012). Ancak ROS’un nekroptozisteki roliiniin tarismali
oldugu hatirlanmalidir; farkli ¢calismalarda ROS siipiiriicii etki gdsteren maddelerin
beklenen koruyucu etkileri gostermedigi, ya da bu maddlerin koruyucu-etkilerinin
icerisine nekroptosisin girmedigi belirtilmistir. Bu konudaki son ¢alismalardan biride
mitokondrinin nekroptozis iizerine roliiniin arastirilmasi hakkinda olup, mitokondri
hasar1 olan hiicrelerde gergeklestirilmistir (Tait ve ark., 2013). Burada parkin-aracili
mitofaji mitokondri hasari ile incelenmis, sasirtici olarakta, mitokondri deplationina
ragmen ROS iliskili nekroptozisten hiicrelerin korundugu gozlenmistir. Direkt
RIPK3 aktivasyonu saglayan TNF indiiklii nekroptozisi tetikleyen herhangi bir
kinetige rastlanmamistir. Mitokondrinin nekroptozis i¢in anahtar rol oynadigina
karst giiglii bir goriistiir. Mitokondri-bagimsiz mekanizmaya destek olarak,
MLKL’ nin plazma membranini permabilize edebildigi hakkinda ki yaymdir (Cai ve
ark., 2014; Chen ve ark.,2014). RIPK3-aracili fosforilasyonu izleyen zamanlarda
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olusan MLKL oligomerleri plazma memranina transloke olarak membran kirilmasina
onciiliik etmektedir. MLKL oligomerlerinin plazma membraninin permabilitesini
nasil pargaladiklari tam olarak aydinlatilamasada, katyonik kanallar (TRPM7 gibi)
araciligr ile katyon akismma izin verdiklerini bildiren c¢aligmalara rastlamak
mimkiindiir (Cai ve ark., 2014). Burada akilda tutulmasi gereken asil soru,
nekroptozis genel olusum mekanizmasinin, farkli uyaranlar ile farkli hiicrelerde
korunmus olan kisimlarinin neler oldugudur. Ancak nekroptozis-ROS iliskisi
nekroptozis i¢in gerekli midir sorusunun cevabi ve immiin sistem reaktanlari
etkisiyle goriilen nekroptotik 6liimiin ROS’tan nasil etkiledigi, hangi kosullarda
apoptozu hangi kosullarda nekroptozisi tetikledigi hakkindaki sorular hala yanat
beklemektedir (Kazama ve ark., 2008).

TNF-R1 TLR-3,-4 TCR

RIPK1 TRIF virusler
DNA HJ:HDKE& ollgomerlzasyonu ve
_

aktlvasyonu

IVILI(L‘

MLKL fosforilasyonu ve Mitokondrial ROS
oligomerizasyonu Gretimi

MLKL plazma membran
translokasyonu

wm ALY
AT 8

PLAZMA MEMBRANIN LiZizZi

Sekil 4. 8. Nekroptozis mekanizmasi (Stephan ve ark., 2014).

4.3.3.3. Apoptozis ve Nekroptozis arasindaki baglantilar

Apotozis ve nekrozis arasindaki derin iligki, baz1 apoptozis indiikleyici uyaranlar
tarafindan kaspazlar inaktive oldugu zaman nekroptozisi uyarilabilir. Apotozis ve
nekroptozis arasindaki iliskiyi en iyi agiklayan 6rnek TNF’tir. TNF’in bu apoptozis
ve nekroptozisi uyaranbifonksiyonel etkisi, direkt olarak kaspaz aktivitesi ile
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iliskilidir. Aktif kaspazlarin, RIPK1, RIPK3 ve CYLD gibi nekroptozis substratlarini
baskilayarak apoptozisi aktive ettikleri farkli ¢alismalarda gosterilmistir (O’Donnell
ve ark., 2011). Kaspaz inhibisyonu kosullarinda (kimyasal ya da genetik yolla) ise
TNF’in hedefi RIPK3-iliskili nekroptozistir. In vivo modellerde embiryonik
hiicrelerin  kaspaze-8 ve FADD, RIPK3 yoklugunda apoptozisi destekledigi
gosterilmistir (Dillon ve ark., 2012; Kaiser ve ark., 2011). Biyokimyasal ve in-vivo
olarak- FLIP heterodimerizasyonuna bagli olarak-katalitik inaktif formdaki kaspaz-8
kullanilan bu ¢alismalarin sonuglarina gére kaspaz-8’in nekroptozisi inhibe ettigini
gostermistir (Oberst ve ark., 2011). Kaspaz-8 homodimerleri iliskili apoptozis aktive
ederken, kaspaz-8-FLIP heterodimerleri nekroptozisi baskilar. Farkli aktiveteler
gosteren kaspaz-8 homodimerleri ve Kkaspaz-8-FLIP heterodimerlerinin nasil
diizenlendigi heniiz netlik kazanmamis olsada, farkli spesifik bolgelerde meydana
gelen kesilmeler hiicre i¢i lokalizasyonu ve aktivasyonu degistiriyor olabilir (Oberst
ve Green, 2011). Ayrica TNF etkisi, kaspaz-8 ve FLIP seviyeleri iizerinde anahtar rol
oynayarak nekroptozisin diizenlenmesi i¢in TLR ligasyonu ile DNA hasarinin
olugmasi ayr bir uyarict sinyaldir (Tenev ve ark., 2011). Son ortaya ¢ikan bilgiler,
RIPK3 aktivitesininde hangi hiicrelerin apoptozis hangi hiicrelerin nekroptozise
gidecegi konusunda belirleyici oldugunu gostermektedir. lging olarak, RIPK3 gen
eksikligi bulunan farelerde, kinaz olarak inaktif formda RIPK3 olusumu sonucunda
embiryonik 6liim goriilmustiir (Newton ve ark., 2014). Bu oldiirticiiliik kendiliginden
ortaya ¢ikan knock-out kaspaz-8 ve RIPKI sinyali ile tersine gevrilmistir, kinaz
inaktif RIPK3’e karst RIPK1 ve kaspaz-8 siyalleri ile hiicreler apoptozise
gotiirtilmiistiir. Bu bilgide 6nemli olan nokta nekroptozisin aktive olabilmesi ig¢in
RIPK3 aktivitesinin gerekliligidir. Buradan da anlasilabilecegi gibi, RIPK3
apoptozisi baskilayarak, nekroptozisi aktive etmektedir, ancak bu mekanizma tam
olarak aciklanamamistir ve RIPK3 inhibitdrlerinin terapotik uygulamalari agisindan

onemlidir.

4.3.3.4. Nekroptozisin in vivo fonksiyonlari

Nekroptozisin fizyolojik rolii nedir? RIPK3 ve MLKL eksikligi olan fareler bu
farki fenotipik olarak gostermezler ancak bir in vivo inflamasyon modeli olan
kimyasal indiiklii pankreatite kars1 korunurlar (Wu ve ark., 2013). Son zamanlarda
yapilan caligmalar RIPK3’lin embiryogenesis sirasinda yasamsal énemi oldugunu

ortaya cikarmistir, ancak bu etki kaspaz-8 ve FADD yoklugunda ortaya ¢ikmaktadir.
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Yetiskin farelerin deri ve barsaklarinda, kaspaz-8 inhibisyonun ortadan
kaldirilmasiyla belirli organlarin bast ¢ektigi RIPK3 iligkili inflamasyon ve nekrozis
tespit edilmistir (Weinlich ve ark., 2013). Son yillardaki ¢aligmalar RIPK3 indiiklii
inflamasyona ragmen hiicre Olimii goriilmeyen durumlarin RIPK3 bagiml
nekroptozis prosesi arasindaki direkt etkilesimi tlizerinedir (Kang ve ark., 2013). Bu
caligmalarda RIPK3’iin inflamasyon-bagimli interlokin (IL)-1b iiretimini aktive ettigi
ve MLKL ve PGAMS gibi nekroptozisi asag1 yonde baskilayici aracilara gereksinimi
bulunmustur (Kang ve ark., 2013). Patalojik durumun ¢esidine bagl olarak, RIPK3
ve nekroptozis iliskisi, hasar goren organ gesidine gore farkli roller tistlenmektedir
(Linkermann ve ark., 2013). Bu in vivoda viral enfeksiyonlar sirasinda nekroptosisin
diizenleyici roliine bir kanit olabilir. RIPK3- geni olmayan farelerde, normal farelerin
tersine viriis asist ile efekte edildiklerinde ani 6liimler gériilmektedir (Cho ve ark.,
2009). Virus ve immiinitenin birlikte evrimi, virlis ve immiin sistem arasinda bir
silahlanma yaris1 olarak tanimlanabilir. Bir¢ok viriis genomu kismi olarak genis ¢ift
zincirli bolgeler icerir (dsDNA), virlis asilarida bu yapilart tasabilirler ve viriis
genomu genelde apoptozis inhibitérlerini kodlar (Smith ve ark., 2013). Sonug olarak
viral olarak enfekte olmus hiicrelerde nekroptozis hiicre 6liimiinii tetikleyen konak
tarafindan geri dondiiriilen bir mekanizma olabilir. Alternatif olarak, viral uyarili
nekroptozis viriisiin konak hiicre inflamatuvar yanitin1 kapatan ve viriis gelisimine
yardimer olan bir mekanizmada olabilir. Bu sayede kaspaz-8 diizenlenmesi ile hem
apoptozis hem de nekrozis tizerine kontrol saglamaktadir (Oberst ve ark., 2011).
Viral proteinlerin icerdigi RHIM domainleri, nekroptozisi direk inhibe
edebilmektedir, virlis proteinleri arasindaki RHIM-RHIM interaksiyonlar1 zarar

gordiigiinde, nekroptozisin gerceklestigi goriilmiistiir (Upton ve ark., 2012).

4.3.4. Otofajik Hiicre Oliimii

Makrootofaji (bundan sonra metinde otofaji olarak gegecektir) lizozomlara bagl
bir islemdir farkli tasiyicilarin, g¢esitlimolekiiller ve organellerin yikimini igerir
(Mizushima, 2011). Otofaji sirasinda, sitoplazma membran formlarinin izolasyonu,
sitozolik tasiyicilarin olusturdugu otofagozomlar1 olusturur. Olgun otofagozomlar
lizozomlar ile birleserek, makromolekiillerin yikilmasini saglar. Otofaji kompleks bir
islem olup, ©6zel bazi proteinler (ATG proteinleri) araciligi ile gerceklesir.
Organizmanin seviyesine gore otofaji birgok proseste yasamsal dnem tasir, bunlar

gelisim, immiinite, yaglanma gibi farkli durumlar1 igermektedir (Choi ve ark., 2013).
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Otofaji uzun hiicre Oliimii ile baglantisindan dolayi, otofajik veya tip II hiicre
olimiide denmektedir (Das ve ark., 2012). Ancak bu durumla ilgili bazi istisnalar
bulunmaktadir, otofaji hiicre 6liimii ile iliskili olmak yerine hiicre 6liimiiniin sebebi
gibi goziikmektedir. Ancak genellikle hiicrede strese yanit olarak pro-survival ilk
etkilerden biri olarak otofaji tanimlanmaktadir, mesela aclik kosullar1 gibi. Sadece
belirli kosullar altinda uzamis bir otofaji yaniti hiicre 6limiinii desteklemektedir
(Kroemer ve Levine, 2008). Bu kosullar farkli raporlarda belirtilsede, otofajik hiicre

Oliimii i¢in gerekli noktalar olarak tanimlanmistir.

FADD gerekli
otofagozom
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Sekil 4. 9. Otofajik hiicre 61iim mekanizmasi (Stephen ve ark., 2014).

4.3.4.1. Yiiksek okaryotlarda otofajik hiicre oliimii

In vivo kanitlar eksik olsada, yiiksek okaryotlarda in vitroda hiicre &liimiiniin
otofaji bagimh bir sekilde kontrol edildigine dair bircok kanit bulunmustur. Otofajik
hiicre 6liimii sadece apoptotik yolagin yoklugunda ortaya ¢ikmaktadir. Mesala, Bax
yada Bak (genellikle Bak1) eksikligi olan hiicrelerde, mitokondri bagimli apoptotik
yolagin aktivasyonu gerceklesemediginden, otofajik proteinler olan Beclin-1 ve
ATGS diizenlenemesine bagli olarak hiicre 6liimii yonetilir (Shimizu ve ark., 2004).
L929 hiicrelerinde kaspaz-8 inhibisyonuna yanit olarak, Beclin-1 ve ATGY7
diizenlemesine bagli olarak otofajik Olim goriildiigi bildirilmistir. Ancak direkt
olarak 6liimii yiiriitmek yerine kaspaz inhibisyonunu takiben, artan ROS miktarinin

sitotoksik seviyelere yiikselmesiyle otofajinin gerceklestigi goriilmiistiir (Yu et al.,
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2006). Olas1 klinik 6nemi olan basgka bir ¢alismada ise, benzer miyoloma hatlarinda
kaspaz-10 inhibisyonu ile otofaji-bagimli hiicre 6liimiiniin tespit edilmis olmasidir
(Lamy ve ark., 2013). Baz1 kanitlar yogun bir apoptozisin varligina bagli olarak
otofajininde aktive oldugu yoniindedir. Beclin-1 asir1 ekspresyonun otofaji bagimli
olarak hiicreleri 6ldiirmesi, ATGS5 knok-down hiicrelerde ise bu yolun bloklanmasi
kanit olarak gosterilmistir (Pattingre ve ark., 2005). Son yilarda yapilan
aragtirmalarda hiicre permabilitesini saglayan belcin-1 ile iligkili proteinlerden
bazilarmin hiicre 6liimiiniide indiikledigi gosterilmis,bu 6liim ¢esidi otolizis olarak
isimlendirilirken- otofafiji bagimli bir apoptoz oldugu ancak nekroz ile ilsikili
olmadigi i¢in bu isim verilmistir (Liu ve ark., 2013). Bu hiicre 6liimiinde tiimor
baskilayic1 pS3 proteinine bezer sekilde ancak p53 bagimli bir yolaktan, lizozamal
protein DRAM upregiilasyonu goriilmektedir (Crighton ve ark., 2006). Ancak
DRAM proteini ¢ok az tespit edilmekte (Beclin-1 up-regiilasyonunu takiben arttigi
distintilmektedir) hiicrelerde apoptozisi baslatmak i¢in az miktarda otofajiye ihtiyag
duyulmaktadir. Enterasan bir bulguda bazi arastirmalarda onkogenik H-Ras-V12
geninde otofajik hiicre oliimiinii indiikledigi gosterilmistir, aslinda bu Oliimiin
apoptozis isaretlerini baskiladigi ve apoptotik sinyal yolaklarini basilayarak hiicreyi
otofajik olarak oldiirdiigii tespit edilmistir (Elgendy ve ark., 2011). Farkli otofajik
elemanlara ait genlerin susturuldugu c¢alismalarda, klonojenik canliligin artis1 ve

gercek anlamda otofajik bir 6liim tespit edilmistir.

4.3.4.2. Otofaji diger hiicre 6liim yolaklar: arasindaki etkilesim

Nekroziste oldugu gibi otofaji ile diger hiicre 6liim yolaklar1 arasinda birgok
etkilesim bulunmaktadir. Daha 6ncede tartisildigi gibi kaspaz aktivitesi nekroptozisi
baskilamaktadir. Ancak otofaji s6z konusu oldugunda nekroptozis direkt olarak
RIPK1 inhibisyonu aracili olarak inhibe edilmektedir (Bray ve ark., 2012). Kimyasal
madde uygulamasi ile indiiklenen otofajide RIPK1 ve RIPK3 bagimli nekroptozis
tamamen inhibe edilmistir. Ayrica otofaji baslangicinda goriilen RIPKI
degredasyonun, nekroptosis ig¢in gerekli, mitokondrial ROS olusumunuda inhibe
ettigi gbzlenmistir. Son yapilan ¢alismalarda ise Bcl-2 inhibitorii olan obatoclaksin
(GX15-070 olarak bilinir) nekroptozis i¢in gerekli otofajiyi indikledigi tespit
edilmistir (Basit ve ark., 2013). Obtoclaks’in otofajiyi nasil uyardigi tam olarak
aciklanamamis, ancak obatoclaks’in  hedef dist etkilerinin  pro-otofajik

fonksiyonlarinda Bcl-2 antagonizmine rastlanmistir. Obatoclaks-indiiklii nekroptozis
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otofagozomal bir diizenlenme ve FADD gerektirmektedir, RIPK1 aktivasyonu
onderliginde gerceklesen RIPK3 aktivasyonu nekroptozise sebep olmaktadir. Heniiz
test edilmemis bir baska olast mekanizmada FADD iizerinden, otofagozomal
membranlarin ATGS araciligi ile aktive olduklar1 diisiiniilmektedir (Pyo ve ark.,
2005). Anti apoptotik proteinler olarak bilinen Bcl-2 ailesi {iyeleri, belcin-1
baglanmasi ile otofajiyi direkt olarak inhibe edebilir. Anti apoptotik Bcl-2
proteinlerine yapisindaki BH3 domainleri araciligi ile baglanir. Bu bilgi bize Bcl-2
ailesi liyelerinin otofajiyi inhibe etme yetenegini, ayrica belcin-1’in ise Bcl-2 anti-
apoptotik etkilerinin tiimiinii inhibe edemedigini gosterir (Ciechomska ve ark.,
2009). Bu durum tam olarak aydinlatilmis olmasada, belcin-1’in Bcl-2 ailesi
tiyelerine olan afinitesi BH3- iceren proteinlere olan afinitesinden diisiiktiir. Bel-2
proteinlerinin anti-otofajik rollerini destekleyen diger bir bilgide; BH-3-igeren
protein ya da taklitlerinin (bunlara BH-3 mimikleri denmektedir) otofajiyi
indiikleyebildigidir (Maiuri ve ark., 2007). BH3- igeren protein Bim’in belcin-1
etkisini notralize ederek, mikrotiibiilleri ayirdigi bildirilmistir (Luo ve ark., 2012).
Otofaji ya da otofaji proteinleri apoptozisi etkileyebilir. Ubiqutin benzeri protein
ATGI12, ATG3 iin non-kononikal konjugasyonla, anti apoptotik Bcl-XL proteinini
upregiile ederek, apoptozisi inhibe ettigi goriilmiistiir (Radoshevich ve ark., 2010).
Dahasi ayn1 makalede unkonjuge formdaki ATG12 lerin BH3-igeren proeinleri taklit
ederek anti-apoptotik Bcl-2 proteini fonksiyonlarin1 nétralize ettigide bildirilmistir
(Radoshevich ve ark., 2010). Kalpain-aracili ATG5 kesiminin Onderliginde
gerceklesen pro-apoptotic kesim {irlinlerinde, BH3-protein-benzeri ozelliklere
rastlanmamistir  (Yousefi ve ark.,, 2006). Apoptozis fazlarinin degradasyonu
sirasinda, farkli otofajik proteinler (belcin-1, ATG4 gibi) rol oynamakta ve kaspazlar
tarafindan diizenlenmektedirler (Betin ve Lane, 2009; Luo ve Rubinsztein, 2010).
Sonug olarak otofaji baskilandiginda hiicre apoptozise gitmektedir. Hiicrelerin 6liip,
O0lmeyecegi bir kesinlik igermesede, otofajinin durdurulmasiyla, immiin sistemdeki

gibi hiicrelerin 6lmesine yol agmasi olasidir.
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Sekil 4. 10. Otofaji ve apoptoz arasindaki iligki (Stephan ve ark., 2014).

4.3.5. Pyroptozis

Pyroptozis apoptozisten farkli ozelliklere sahip, kaspaz-bagimli hiicre 6lim
yolaklarindan birisidir. Apoptozisten farkli olarak, kaspaz-1 (Miao ve ark., 2010) ve
kaspaz-11 (insanlarda kazpas-5) aktivasyonuna bagli bir sekilde gerceklesir
(Kayagaki ve ark., 2011). Bu isim inflamasyon &zellikleri tasiyan bir hiicre 6lim tipi

oldugu i¢in verilmistir.

Kaspaz-1 mature inflamatuar sitokinlerde inaktif IL-b ve IL-18 iiretimini saglar.
Kaspaz-1 sitokin maturasyonu ile hedef hiicrelerin O6limiinden sorumludur
(Bergsbaken ve ark., 2009). Pyroptosisin molekiiler temeli ve in vivodaki olasi

etkileri agiklanmaya calisilacaktir.

4.3.5.1. Pyroptozisin baslangici ve hiicre oliimii

Pyroptozis ile 6len bir hiicre apoptozisten farkli biyokimyasal ve morfolojik
degisimler gecerir. Kazpas-1 pro-inflamutar kaspaz olarak tanimlanan ilk kaspazdir
ve apoptozisin gerceklesmesi igin aktivasyonu gerekli kaspazlardan biri degildir.
Kaspaz-1 apoptozisin basinda goriilsede, tipik kaspazlar gibi diger kaspaslarin ve
sonucta PARP1 ve ICAD (DFFA olarakta bilir) aktivasyonlarini gergeklestirmez.
Ayrica apoptoziste tipik olarak goriilen mitokondrial permabilizasyon, pyroptozis
sirasinda meydana gelmez. Onun yerine pyroptoziste hiicre siser ve aniden plazma

membran permabilizasyonu gergeklesir. Bakterial enfeksiyonlarda toksin etkisiyle,
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plazma membran porlar1 kazpaz-1 bagimli olarak siser ve osmatik liziz meydana
gelir (Fink ve Cookson, 2006). Apoptozise benzer bir sekilde uzun niiklear DNA
fragmentasyonu  gerceklesir, pyroptozis sirasinda meydana gelen DNA
fragmentasyon mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olsada, apoptoziste bu
mekanizma ile iliski olan CAD ve DNase aktivasyonu goriilmez (Bergsbaken ve
Cookson, 2007). Kaspaz-1 pro-infalamatuar veya pro-6lim etkilerinden hangisi
goriiliirse goriilsiin, kaspaz-1 aktivasyonu kompleks inflamazom adi verilen bakterial
toksin yada viral DNA igeren yapilarla sonlanir (Henao-Mejia ve ark., 2012).
Inflamazomlar kaspaz-1 dimerizasyonu aktive eder. Ancak aktif kaspaz-1’lerin
hiicreleri nasil 6ldiirdiigli tam olarak agiklanamamistir, bu kaspazlarin subsratlari ve
hiicreyi aniden nasil 6ldiirdiikleri heniiz tanimlanmamistir. Bu konudaki teorilerden
biri bakterial ve viral patojenlerin kaspaz-1 aracili IL-1b ve IL-18 olusumuna neden
olduklar1 ve konak hiicrede inflamasyon yanitin1 baglatarak, enfeksiyona sebep
olduklar1 yoniindedir (Bergsbaken ve ark., 2009). Ancak bu konudaki
spekiilasyonlardan biride, konak staratejisini ¢ozebilmek i¢in bu yolagi viriis ve
bakterilerin aktive ettigi yoniindedir. Baslangigta konak makrofajlarinin pro-
inflamatuar sitokinler ile uyarilarak pyroptozis ile Oldiiriilmesi ve aktive
makrofajlarin ortadan kaldirilmasi seklindedir. Bu mekanizmalarla aktif kaspaz-1
inflamasyon ve oliim ile iliskilendirilmektedir. Sonug olarak, kaspaz-1’in IL-1b ve
IL-18 maturasyonu iizerindeki rolii agisindan bakildiginda pyroptozis
proinflamasyonla daha fazla iliskili olabilir. Belkide pyroptozisin ana fonksiyonu
basit enfeksiyonlarin, konak hiicreyi ortadan kaldirarak, kontrol altinda tutulmasidir.
Alternatif olarak salinan inflamatuvar sitokinlerin maturasyonlar1 i¢in gerekli

olabilir.

4.3.5.2. Kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimii

Pro-apoptotik hedefler mitokodrial dis membran permabilizasyonu (MOMP) ile
iligkili olduklarinda gerceklesen hiicre dliimiinde kaspaz aktivitesi yoktur, dolayisyla
kaspaz-bagimsiz hiicre 6limii olarak isimlendirilmektedir (Tait ve Green, 2008).
Mitokondrial permeabilizasyon genellikle doniisii olmayan bir nokta olarak goriiliir.
Kaspaz bagimsiz hiicre olimii (CICD) apoptozis ile benzerlikler icersede,
morfolojik, biyokimyasal ve kinetik agidan farkliliklar goriilmektedir. Ayrica CICD,
kanonikal mitokondri bagimli apoptozise gore farkli hiicrelerde ¢ok farkli yollardan

gerceklesebilmektedir.
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5.GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Piiskiirtmeli kurutucu
Ultra saf su cihazi

LC MS/MS sistemi

Akis sitometrisi
Mikroplak okuyucu
Manyetik karistirici
Laminar kabin
Inkiibator

Elektroforez sistemi

Gli¢ kaynagi

Trans blot

Goriintiileme cihaz
-152°C SANYO

-80°C SANYO
Masaiistii sogutmali tiip santrifiijii
Masaiistli sogutmali ependorf santrifiijii
Faz-kontrast mikroskobu
Invert mikroskop
Floresans mikroskobu
Hassas Terazi

pH Metre

Vorteks

Orbital shaker

Otoklav
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5.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Penicilin/Streptomycin

DMEM

DMEM-F12

Fetal Bovine Serum (FBS)
L-Glutamin

Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Tripan mavisi
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi
Fosfat tamponu (PBS)
Hiicre proliferasyon kiti (WST-1)
Propidyum iyodiir (PI)
Annexin-V/P1 Apoptosis Kiti

2°,7’-Diklorofloresein diasetat (DCFDA)
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5.2 . Yontemler

5.2.1. Yesil ve siyah cay ekstrelerinin hazirlanmasi

Tez caligmalarinda kullanilan polifenoller yesil ve siyah caydan ekstrakte edildi.
Ekstrakt hazirlanirken, 10 g kuru madde tartilarak 100 ml kaynamis distile suda 15
dakika beklendi. Maserasyon siiresi sonunda siiziilen ¢ay yapraklar: piiskiirtmeli
kurutucu ile toz haline getirilir. Kullanilacagi zamana kadar nemden uzak tutularak

saklanir.

5.2.2. LC/MS-MS Analizleri

MS manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii partikiilleri
kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore diger yiklii partikiillerden ayirt ederek analizleme
esasina gore calismaktadir. Numune buharlastirilip, hizli hareket eden elektronlarla
bombardiman edilerek pozitif iyonlara doniistiiriiliir. Olusan iyonlar, gaz akimindan
bir elektrik alani ile tutulur ve kiitle/yiik oranina gore ayrilirlar. Uygun bir dedektor,
farkl kiitledeki partikiilleri, niteliksel, niceliksel veya her iki sekilde tanimlar.

Manual tuning metodu ile ilk Once standartlartin cihaza tanitilmasi
gerceklestirilir. MRM metodunda ana iyon ve bu iyondan olusan fragment iyonlarin
parcalanmasi i¢in gerekli olan enerji miktarlar tespit edilir. sch MRM c¢alismalari,
MRM calismalarinin arkasindan kolon kullanilarak gerceklestitilir ve ayristirilan
maddelerin kolondan ayrilma zamanlar1 (retantion time-RT) belirlemek i¢in

gerceklestirilir.

5.2.2.1. Standart stoklarinin hazirlanmasi

Yesil ve siyah c¢aylarda miktar analizlerine bakilmasi planlanan standartlar
kafein (CA), gallik asit (GA), epikatesin (EC), epigallokatesingallat (EGCG),
epikatesingallat (ECG) ve epigallokatesin (EGC) olarak belirlendi. Standartlar 1000
ppm’lik birinci ve 1000 ppb’lik ikinci stoklar hazirlandi. Bu standartlar kullanilarak
ara stoklar 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 400 ppb olarak hazirlandu.

5.2.2.2. Manual Tuning Metodu

Notral molekiiler agirliklart bilinen maddeleri cihaza tanitmak amaciyla saf
standartlar kullanilarak Sppm’lik konsantrasyonlarda, 10 pl/dk akis hizinda,
enjeksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde ayarlanmis olan pompa yardimiyla hamilton

siringasina  ¢ekilen standart cihaza verildi. Shimadzu LCABSCIEX 4000Q
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TRAPLC/MS-MS hibrit sistemi kullanilarak standartlar cihaza tanitildi. Bu ¢alisma
sirasinda caligilacak olan standartlarin molekiiler agirliklari, molekiiliin enerji ile
pargalanacak olan kismi, m/z oranlart belirlendi. Bu parcalanmanin gerceklesmesi

igin gerekli olan Q1, Q2, DP, EP, CE ve CXP degerleri cihaz tarafindan belirlendi.

5.2.2.3. MRM ve sch MRM c¢alismasi

Kolon ve mobil fazlar kullanilarak gerceklestirilen calismada ilgili standartlarin
kolonda tutulma stireleri belirlendi. Madde optimizasyonu i¢in ODS-3pum X 100 mm
(GL-Science HPLC kolon) kolon kullanildi. Mobil faz olarak distile su ve metanol
karisimi kullanildi. 20pl injeksiyon hacmi ve 500ul/dakika akisla ayarlanan cihaz,
zaman programlamasi da yapildiktan sonra, her bir madde icin pozitif ve negatif
MRM modu kullanilarak taramalar gergeklestirildi. Standart grafikler cizdirilerek, R?
degerleri ve denklemler elde edildi. Ozellikle m/z oranlar1 birbirine yakin olan
maddelerin ayrimi i¢in kullanilan bu yontemde birbirlerinden tiireyen polifenollerin
ayristirtlmast ve tanimlanmasinda kullanildi. Validasyon g¢aligmalart sirasinda her
madde i¢in cihazin ve metodun simirlandirmalarini anlamak tizere dedekte edilebilen
en disik madde miktar1 ve miktar1 belirlenebilen en diisiik madde miktari
tespitedilmistir. Maddelerin timii i¢in farkli glinlerde ve gin icinde %
tekrarlanabilirlik ve geri kazanim ¢alismalart gergeklestirilmistir. Bu islemlerin
sonunda polifenol ekstraktlarindaki madde miktarlar1 standart grafiklerden elde

edilen denklemler kullanilarak, cihaz tarafindan belirlenmistir.

5.2.3. Hiicrelerin Coziilmesi

ATCC’den ticari olarak temin edilen MCF-7 ve MDA MB-231 hatlarinda
gergeklestirilmistir. Hiicreler -152°C’den alinarak hizla ¢6ziinmesi saglandi. Coziinen
hiicreler igerisinde 10ml besi yeri bulunan 15ml’lik tiiplere alinarak 1300 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernetant uzaklastirildiktan sonra pellet resiispanse
edilerek, besi yeri igeren flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de % 5 CO%¢eren ortamda
inkiibasyona birakildi, hiicre cogalmasi her giin takip edildi.

5.2.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmalar:

Hiicrelerin besi yeri degisimleri, pH degisimine bagli olarak ii¢ dort glinde bir
gerceklestirildi. Pasaj yapmak i¢in hiicrelerin ekildikleri flasklart %70-80 oraninda
doldurmalar1 beklendi. Pasaj sirasinda besi yeri flasklardan uzaklastirildi, PBS ile ii¢

kez yikanan hiicreler, flaskin boyutuna gore eklenen tripsin-EDTA ile 37°C’de 5

54



dakika inkiibe edildi. Tripsin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla eklenen besi yeri
ile birlikte 15ml’lik tiiplere toplanan hiicreler 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ug dort pasajda bir hiicreler kryoveller kullanilarak, %80 besi yeri, %10 FBS, %10
DMSO igeren ortamda dondurularak daha sonraki deneylerde kullanilacak stoklara

hazirlandi. Dondurulan hiicreler bir gece -80°C’de birakildiktan sonra ertesi giin -

152°C’ye kaldirldi.

5.2.5. Hiicrelerin Sayilmasi

Flasklardaki besi yeri uzaklastirildiktan sonra, pasajlamada anlatilan sekilde
toplanan hiicreler, pelletin miktarina gore besi yeri ile resiispanse edildi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonundan 10ul alindi, 10ul tripan mavisi ile pipetaj yapilarak
karistirtldi. Thoma lami1 ve lamel arasina boyanan hiicrelerden 10ul konularak ters-
faz 151k mikroskobunda 10X biiyiitmede hiicreler sayildi. Tripan mavisi ile boyanan
hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak degerlendirildi ve asagidaki formiile

gore ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri X seyreltme faktorii X 10*

5.2.6. Hiicre Canlihi@inin Belirlenmesi

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan WST-1 stabil bir tetrazolyum tuzu
olup, canli hiicrelerde glikolitik yolakta iiretilen NAD(P)H’e bagimli olarak
indirgenir ve formazan kristallerinin olusmasina sebep olur. Deney sonunda olusan
formazan kristali miktar1 canli hiicre sayis1 ile dogru orantili olarak artar. Hiicreler
yukarida anlatildig1 sekilde ¢ogaltilip, sayildiktan sonra 5000 hiicre/kuyu olacak
sekilde 100ul besi yeri/kuyu igeren 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat 37°C’de
kuyulara tutunmalar1 i¢in inkiibasyona birakildi. Ertesi giin yesil ve siyah cay
ekstraksiyonlarindan hazirlanan ana stoklardan 10, 20, 40, 60, 80,100 ve 150 pg/ml
olacak sekilde etken maddeler uygulandi. Bu maddelerin hiicre canliligina olan
etkileri zamana bagli olarak incelenmek {iizere, ilag uygulamasindan 6, 12 ve 24
saatin sonunda WST-1 dan 10ul eklendi. 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda formazan kristelleri sayesinde olusan renk degisimi
spektrofotometre kullanilarak 450nm’de 6lciildii hiicre canliligi asagidaki formiile

gore hesaplandi.

Canhilik= (Omek450nm-BIan k450nm)/(C0ntrol450nm-Blan k450nm)
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5.2.7. Akis Sitometrisinde Apoptoz ve Nekroz Tayini

Akim sitometrisi ile bir siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181
ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 1s18in 6niinden gegerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin
biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan ¢esitli
fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi cesitli 6zellikleri
hakkinda bilgi toplanabilir. Her bir hiicre veya partikiil lazer demetinin iginden
gecerken saptirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayinlanan fluorosen 1s181 bir
araya getirilip, optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina gore
ayrilarak, analog sinyallere donistirilirler. Bu sinyaller dijitallestirilerek,
histogramlar olarak ekrana aktarilir. Histogram, Ol¢iilen parametrelerin frekans
dagilmlarinin  gorsel sunumudur. Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit
olmalidir, ayrica sivi iginde hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri iceren
stispansiyon siirekli bir akisla lazer 1s1m1 i¢inden ge¢melidir. Her bir hiicre lazer
15181min bir kismini saptirir ve ayni zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani

ekstra enerji yiiklenmis oldugundan, fluorosan 15181 yayarlar.

Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, gelisim basamaklarina gore
cesitli evrelerde incelenebilir. Apoptozun erken asamalarinda hiicrelerin fosfotidil
serin yapilarini hiicre zarindan disar1 dogru ¢ikardiklari belirlenmistir. Ilerleyen
asamalarda hiicre zar yapisinin bozulmasi ile zarda porlar olusmaktadir. Hiicre
DNAsindaki kiriklar, membran ve organellerin bir kisminit igeren tomurcuk
olusumlar ile karakteristik olan apoptotik siire¢, hiicre 6liim yolaklarindan biridir.
Apoptoz yolagmin aktivasyonu sirasinda hiicre zarinda agiga c¢ikan fosfotidil
serinlerin boyanmasini saglayan Annexin V, FITC konjiige oldugundan FL1
panelinde goriintiilenirken, hiicre ¢ekirdegini boyayan PI, apoptozun ge¢ evresindeki
ve nekrotik hiicreleri boyayarak FL2 panelinde goriintiilenir. Sonu¢ olarak
boyanmayan hiicreler canli, sadece AnnexinV ile boyanan hiicreler erken apoptotik,
her iki boya ile boyanan hiicreler ge¢ apoptotik, sadece PI ile boyanan hiicreler ise

nekrotik olarak degerlendirilir.

Polifenollerin apoptoz ve nekroza olan etkileri hiicrelerin Annexin V/PI ile
boyanmalari ile belirlendi. Hiicreler 2 ml besi yeri iceren 6 kuyucuklu plaklara,

17x104h1'jcre/kuyu olacak sekilde ekildi ve yapismalar igin 37°C’de 24 saat inkiibe
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edildi. Belirlenen miktarlarda polifenollerin uygulanmasindan sonra 6, 12 ve 24.
saatteki apoptoz ve nekroz oranlari akis sitometrisi cihazi ile analiz edildi. Hiicreler
FACS tiiplerine toplandiktan sonra, 5 dakika 160xg’de santriflij edildi. Hiicre
pelletine 1-2ml annexinV baglama tamponu eklendi ve tekrar santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra 2pul AnnexinV, 3ul PI eklendi, tiipler 15 dakika,
oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. Daha sonra 500ul baglama

tamponunu eklen tlipler buza alind1 ve akis sitometrisinde analiz gerceklestirildi.

5.2.8. Akis Sitometrisinde ROS Miktariin Olgiilmesi

Polifenollerin uygulanmasi sonrasinda, hiicre ici ROS miktarindaki degisiklikler
akig sitometrisi kullanilarak analiz edildi. Bu metodun prensibi floresans olmayan bir
boya olan DCFDA ile boyanan hiicrelerin reaktif oksijen tiirleri ile karsilasmasi
sonucunda floresans bir madde olan DCF’ye donilismesine dayanmaktadir. Akis
sitometrisinde FL1 panelinde okunan tiipler kontrol grubunun sonuglart ile

cakistirilarak ROS miktarinda gergeklesen artma ya da azalma belirlenebilir.

Hiicreler 2 ml besi yeri igeren 6 kuyulu plaklara, 17 x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi. Ertesi giin polifenol ekstireleri uygulandi. Hiicre ROS miktarindaki
zamana bagl degisikliklerin gézlenmesi amaciyla Olgiim 6, 12 ve 24. saatlerde
gerceklestirildi. Hiicreler FACS tiiplerine daha oOnceden bahsedildigi sekilde
toplandi, 400 xg’de 5 dakika santrifiij sonrasinda siipernetant uzaklastirildi. 100uM
DCFDA ana stogundan son hacim 10uM olacak sekilde eklendi. Reaksiyonun
gerceklesmesi icin 37°C’de 30 dakika, karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplere, 500
ul PBS eklenerek akis sitometrinde analiz edildi.

5.2.9. Akis Sitometrisinde Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicreler 2 ml besi yeri igeren 6 kuyucuklu plaklara, 17 x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi. Fenolik maddeler uygulandiktan sonra 6, 12 ve 24. saatlerde hiicre
dongiisii analizi gergeklestirilerek, polifenollerin dongiiyii nasil etkiledikleri
gozlendi. Toplanan hiicreler %70’lik ethanol ile fiske edildikten sonra fosfat-sitrik
asit tamponunda (0.2M, pH7.8) DNA ekstraksyonu gerceklestirildi. Daha sonra
ekstrakte edilen DNA’lar PI ile boyanarak 3 dakika oda sicakliginda inkiibasyona

birakildi. Akis sitometrisinde analiz edildi.
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5.2.10. Faz I ve Faz Il Enzim Deneyleri

5.2.10.1. Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi

Hiicreler 10ml besi yeri 100’liik petri kaplarina 1300 000 hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi ve yapigmalar igin 24 saat beklendi. Yesil ve siyah ¢ay ekstraktlari
ertesi giin 75ug/ml olacak sekilde petrilere eklendi. Fenolik maddelerin
uygulamasindansonraki 6’nc1, 12°nci ve 24’iincii saatlerde ekstraksyon tamponu
(2mM EDTA, %0.8 Digitonin) kullanilarak liziz yapildi. Ol¢iimiin yapildig: tarihe
kadar -30°C’de saklandi.

5.2.10.2. Kinon rediiktaz aktivitesi

Faz | detoksifikasyon enzimi NAD(P)H: kinon oksido rediiktaz olarak bilinir ve
insan viicudunda ve cevresinde dogal olarak bulunanan yiiksek derecede reaktif
kinon molekiillerinden serbest radikal olusumunu Onleyerek organizmay1 oksidatif

hasara kars1 korur.

Ornekler ve kérden 96 kucuklu plaklara 10 pl/kuyu olacak sekilde konulduktan
sonra, MTT ve menadion iceren kinon rediiktaz Olgiim soliisyonundan 100 pl
kuyulara eklendi. Oda sicakliginda calkalayicida 5 dakika karistirildiktan sonra
37°C’de yarim saat (mavi renk olusana kadar beklendi) inkiibe edildi. Renk olusumu
gozlendikten sonra kuyulara 0.3 mM warfarin 25 pl/kuyu olacak sekilde dagitildi.
610 nm’de absorbanslar okundu. Orneklerin kinon rediiktaz aktiviteleri asagidaki

formiile gore hesaplandi. (MTT molar ekstinksiyon katsayisi, nmol MTTe=11.3)
QR aktivitesi (U/ml)=[(As10nm/dak)/0.0113 pM™*/cm]X(0.135 ml/0.01 ml)X diliisyon

5.2.10.3. Glutatyon transferaz aktivitesi

Toksik ya da karsinojenik kimyasal varliginda ekspresyonlari artan faz II
enzimlerinden biri olan glutatyon transferaz, glutatyona elektrofil molekiil
baglanmasini katalizleyerek, bu molekiillerin protein, niikleik asit gibi hayati 6nemi

olan molekiilleri zarar vermeden ortadan kaldirilmalarini saglar.

Olgiimde 100 mM glutatyon, 100mM 1-cloro,2,4-dnitrobenzen (CDNB) ve
fosfat tamponu (55.6mM, pH;6.5) kullanildi. Ekstraksiyon sonrasinda 15°lik falkon
tiiplerine her bir 6rnek i¢in 980 pl fosfat tamponu, 10 ul CDNB, 10 ul glutatyon

eklenerek karistirlldi. Ependorflara 6rnek ve korden 100 ul konuldu, hazirlanan
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Olctim tamponundan 1 ml eklendi ve vorteksle karistirildi. Hazirlanan karigimlar 200
pl/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plaklara konularak 5 dakika icerisinde, 340 nm’de
absorbanslar1 okundu. Glutatyon transferaz aktivitesi asagidaki formiile gore

hesaplandi. (CDNB molar ekstinksiyon katsayisi= 0.0096 pM™/cm)
GST aktivitesi (U/ml)=[(Az40nm/dak)/0.0096 uM™/cm]X(0.135m1/0.01m1)X diliisyon

5.2.11. Kullanilan Istatistik Yontemler

Bu caligmanin istatistiksel analizleri GraphPadPrism yazilimi1 kullanilarak
yapilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde ANOVA testi kullanmilarak anlamlilik
sinirt p<0.05 olarak alimmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak

gosterilmigtir.
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6.BULGULAR

6.1. Yesil ve Siyah Cay Ekstreleri
Ekstraksiyon sonrasinda 100 ml’lik ekstrakttan yaklasik olarak 5g toz madde
elde edildi.

6.2. Polifenol Ekstrelerinin LC/MS-MS ile Analizi
6.2.1. Manual-tuning

Cay ekstrelerinde miktar analizleri yapilacak olan standartlardan degisik
konsantrasyonlarda hazirlanarak manuel-tuning yontemi ile cihaza verildi. Bu
caligma sirasinda ¢alisilacak olan standartlarin molekiiler agirliklari, molekiiliin
enerji ile parcalanacak olan kismi, m/z oranlart belirlendi. Bu par¢calanmanin
gerceklesmesi igin gerekli olan Q1, Q2, DP, EP, CE ve CXP degerleri belirlendi
(Tablol).

6.2.2. MRM ve sch MRM c¢alismasi
Triple quadrapole kiitle spektrometrelerinde MRM modu iki asamali olarak

calisiimaktadir. i1k asamada ilgilenilen maddenin (precursor iyon) Q1’de m/z oranina
gore secilmesi gerceklesmektedir. Notral bir gaz esliginde Q1’e gecen iyonlardan
kiitle/ylik oranina gore secgilen prekiirsor iyon, Q2’de pargalanarak fragment iyonlar
olugmaktadir. Q2’de pargalanma enerji ile olusan fragment iyonlar Q3’te analiz
edilerek beklenen fragmentlerin orami standartlardaki miktarlarla karsilastirilir.
Declustering potential (DP) taramanin yapildigit moda gore prekiirsér iyonun
parcalanma enerjisini, entring potential (EP) fragment iyonlarin Q3’e giris enerjisini
gostermektedir. Collision cell entrance (CE), collision cell exit potential (CXP),

fragment iyonlarin ¢arpisma hiicresine giris ve ¢ikis enerjilerini gostermektedir.

Kolon ve mobil fazlar kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada ilgili standartlarin
kolonda tutulma siireleri belirlendi. Ozellikle m/z oranlar1 birbirine yakin olan
maddelerin ayrimi i¢in kullanilan bu yontemde birbirlerinden tiireyen polifenollerin

ayristirtlmasi ve tanimlanmasinda kullanildi (Tablo 6.1).
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Tablo 6. 1.Manual-tunnig ve MRM g¢alismalari.Manual-tunnig ve MRM ¢alismalari. Analizi
yapilacak maddelerin enerjileri ve kolondan ayrilma zamanlari.

Q1 Q2 DT Madde adx DP EP CE CXP RT
168.738 124.8 150 Gallik Asit -55 -10 -20 -7 2.7
288.778 108.0 150 Epikatesin -90 -10 -34 -5 4.1
456.787 168.7 150 Epigallo -90 -10 -24 -11 4.2

katesin galat
440.791 168.7 150 Epikatesin -95 -10 -26 -13 4.7
galat
304.792 1246 150 Epigallokatesin  -95 -10 -30 -5 -4.2
195.143 138.1 150 Kafein 76 10 27 12 3.92
Tablo 6. 2. Standartlarin LOD, LOQ ve RT degerleri.
Fenolik Madde LOD(ppb) LOQ (ppb) RT
Kafein 0.07 0.22 3.92
Gallik asit 0.70 2.33 2.7
Epikatesin 0.25 0.82 4.1
Epigallokatesin gallat 0.60 2.01 4.2
Epikatesingallat 0.17 0.56 4.7
Epigallokatesin 5.22 17.40 4.2
Tablo 6. 3.Standart grafiklerin R* degerleri ve denklemleri.
Fenolik Madde R® Denklemleri
Gallik asit 0.9861 y=2220x + 40400
Epikatesin 0.9979 y=867x + 2660
Epikatesingallat 0.9913 y=1750x + 7850
Epigallokatesin 0.9907 y=67,5x + 2220
Epigallokatesin gallat 0.9915 y=591x + 5620
Kafein 0.9990 y=5350x + 10500
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Kantitatif tayin limiti (LOQ), kesinlik, ortalama geri kazanim (ger¢eklik veya
sapma Ol¢limii olarak) ve hassasiyet igin test edilmesi zorunludur. Metodun
dogrulugunun kontrolii icin spike edilmis geri kazanim Ornekleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Hem raporlama limitinde (metodun hassasiyetinin kontrol
edilmesi i¢in) hem de en az bir bagka daha yiiksek diizeyde, 6rnegin MRL“de en az 5
tekrar (kesinligi kontrol etmek icin) gerekmektedir, bizim 6rneklerimizde bu 6l¢iim
10 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. LOQ metot performans kabul edilebilirlik
kriterlerini karsilayan (her bir temsili iirlin i¢in ortalama geri kazanimlar %70-120
araliginda ve RSD < %20 olmak {iizere) en diisiik dogrulanmis spike diizeyi olarak
tanimlanmaktadir. Analiz metodunun performans kriterlerine uygun oldugunu
gosteren bagka yaklasimlar da kullanilabilir; ancak, bunlarin aym bilgi diizey ve

kalitesini saglamalar1 gerekmektedir.

Daha sonra hazirlanan standartlar farkli konsantrasyonlar da cihaza verilerek her
bir standart i¢in belirlenen kosullarda parcalanma enerjileri ve RT yardimiyla negatif
ve pozitif taramalar gerceklestirilerek standartlar igin grafikler ¢izildi (Tablo 6.2).
Standart grafiklerin R? degerleri ve denklemleri Tablo 6.3’te verilmistir.
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Sekil 6. 2. Sch Pozitif MRM taramasi.
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Sekil 6. 3. Epigallokatesin galat standart grafigi.
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6.2.3. Validasyon ¢alismalari

Standart grafikler ¢izildikten sonra metod validasyon ¢alismalart ile
konsantrasyonlart bilinen standartlar verilerek, yiizde tekrarlanabilirlik ve ylizde
RSD degerleri hesaplanmistir. Verilen dozlarin standart grafik ile ne kadar
dogrulukla hesaplandiklar1 bulunmustur, tablodaki degerler (Tablo 6.4) ayn1 giinde
alman ¢ farkli Ol¢limiin ortalamasini ve ii¢ farkli giinde yapilan Ol¢limlerin
ortalamalarini igermektedir.

Tablo 6. 4. Validasyon ¢alismalarinin sonuglar1. Tablo {i¢ farkli giin ve giin igindeki {i¢ farkli
Olclimii igermektedir.

Doz | ngml™ 96pRSD Tekrar | ngm™ 096RSD Tekrar

ppb % %

Giin igerisindeki ii¢ 6lglim Ug farkli giin dl¢iimleri

Gallik asit 75 | 76.57 0.62 102.33 | 79.27 3.58  79.27
150 | 152.00 0.66 101.33 | 14533 158 96.93

Epikatesin 50 |43.40 0.35 86.93 |44.00 2.34  88.00

500 | 500.00 0.64  99.73 |491.00 3.77 98.30
Epigallokatesin 75 | 74.50 2.74 99.10 | 77.10 9.53  103.00
200 | 205.00 1.29 103.00 | 207.00 5.35 103.00
Epikatesingallat 200 | 206.00 0.97 105.00 | 206.00 9.53  103.00
400 | 388.00 0.91 103.00 | 389.00 221 97.30
Epigallokatesin 75 |75.30 2.93 100.00 | 75.00 0.28  99.90
galat
100 | 103.00 6.65 103.00 | 84.20 130 84.20
Kafein 100 | 114.00 1.52 114.00 | 108.00 3.70  108.00
200 | 208.00 0.48 104.00 | 198.00 2.39 98.70

LC/MS-MS ile yapilan c¢alismalarin sonunda yesil ¢ay ve siyah caydan elde
edilen polifenol ekstraktlarindaki madde miktarlar1 tespit edilmistir. Yesil ¢ayda en
fazla bulunan fenolik madde epigallokatesingallat olarak tespit edilmistir. Bu fenolik
maddeyi ikinci olarak epigallokatesin takip etmektedir. EGCG miktar1 yesil ¢ayda
siyah cayda tespit edilen miktarin yaklasik 40 kati1 kadar fazla bulunmustur. Yesil
cayda tespit edilen epikatesingallat miktar1 siyah cayin yaklasik 40 kati olarak
bulunmustur. Yesil caydaki kafein miktar iiglincii sirada en yiiksek olarak tespit
edilen maddedir. Yesil ¢aydaki kafein miktar1 siyah ¢aym yaklasik iki kadar fazladir.
Siyah ¢ayda en fazla miktarda bulunan madde kafein olarak tespit edilmistir (Tablo
6.5).
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Tablo 6. 5. Yesil ve siyah ¢ayin polifenol igerigi (ug/mL).

Fenolik Madde (png/mL) Yesil Cay Siyah Cay
Kafein 103.83 66.33
Gallik asit 13.62 9.73
Epikatesin 60.50 2.74
Epigallokatesingalat 327.50 8.45
Epikatesingallat 88.33 4.10
Epigallokatesin 332.52 8.85

Canlilik caligmalar1 sonucunda yesil ve siyah ¢ay polifenollerinden 75 ug/mL
uygulanmas1 planlanan ekstrelerin igerikleri Tablo 6.5 kullanilarak hesaplandi.
Hesaplama sonuglarina gore 75 pg yesil cayda 0.15 pg kafein, 0.02 pg gallikasit,
0.09 pg epikatesin, 0.49 pg epigallokatesingallat, 0.13 pg epikatesin galat ve 0.49 pg
epigallokatesin bulundu. Siyah cay polifenolleri i¢in hesaplama sonuclarina gore
0.09 pg kafein, 0.01 pg gallik asit, 0.004 pg epikatesin, 0.01 pg
epigallokatesingallat, 0.006 pg epikatesingallat, 0.01 pg epigallokatesin belirlendi.
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6.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

6.3.1. Kullanilan Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi

Tez calismasinda kullanilan meme kanseri hiicre hatlar1 75cm’lik  kiiltiir

flasklarina ekilerek %70-80 oraninda kabi doldurmalari

beklendikten sonra

pasajlama islemi gergeklestirildi. Deneyler i¢in gerekli sayilara ulasildiktan sonra

hiicreler sayilarak uygun besi yerlerinde uygun flasklara ekildi. Hiicrelerin bu

yogunluga ulasmalari i¢in ortalama 3-4 giin beklendi.

6.3.2. Polifenollerin hiicre canlihigina etkisinin incelenmesi
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Sekil 6. 4. MCF-7 Hiicrelerinde yesil ¢ayin canliliga etkileri. Yesil cay polifenollerinin

MCF-7 hiicrelerine canliligina olan etkilerini doz ve zaman bagimh etkilerinin ¢izgi

grafikleri.
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Sekil 6. 5. MCF-7 hiicrelerinde siyah cayin canlilifa etkileri. Siyah cay polifenollerinin
MCEF-7 hiicre canlilig1 lizerine doz ve zaman bagimli etkilerini gosteren ¢izgi grafigi.
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Uygulanan polifenollerin  MCF-7 hiicrelerinde  canliligt zamana ve
konsantrasyona bagli olarak azalttig1 tespit edildi. Ekilen hiicrelerin %50’sinin
6ldiigii konsantrasyon (ICsp) yaklasik olarak 60-80 pg/ml arasinda oldugu goézlendi.
Siyah c¢ayda ekilen hiicrelerin %50’sinin 6ldiigli doz yaklasik olarak 100 pg/ml
civarinda bulundu. MCF-7 iizerinde yesil ¢ayin canlilik {izerine etkileri zamana bagh
olarak degerlendirildiginde 6, 12, ve 24iincii saatte gergeklestirilen Olgiimlerde

farkliliklar goriilmemistir. Ayni durum siyah ¢ay icinde gecerlidir.
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Sekil 6. 6.MDA MB-231 hiicrelerinde yesil ¢cayin canliliga etkileri.Yesil ¢ay polifenollerinin
MDA MB-231 hiicrelerine canliligiiizerine doz ve zaman bagimli etkilerini gosteren ¢izgi
grafigi.
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Sekil 6. 7. MDA MB-231 hiicrelerinde siyah ¢aym canlihiga etkileri. Siyah c¢ay
polifenollerinin MDA MB-231 hiicrelerine canlilig1 iizerine doz ve zaman bagimli etkilerini
gosteren ¢izgi grafigi.
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MDA MB-231 hiicrelerine uygulanan polifenollerin doz ve zaman bagimh
olarak canliligi azalttigi tespit edildi. Bu hiicre hattinin polifenol etkisine daha
direngli oldugu gozlendi. Her iki polifenol i¢in ICso degerinin yaklasik olarak 80-100
pg/ml oldugu goriildi.

Hiicre kiiltiir ortaminda 96 kuyulu plaklar kullanilarak gergeklestirilen canlilik
testinde belirlenen aralikta, hiicrelerin konsantrasyona bagli olarak canliligini
yitirdigi gozlendi. Bu etkinin zamana bagl olarak benzer sekilde azaldigi tespit
edildi. Her iki polifenol uygulamasinda da hiicrelerde doza bagimli olarak canliligin
azaldig1 gozlendi. Zaman bagimli olarak grafikler incelendiginde 6, 12 ve 24 saatlik
uygulamalar arasinda herhangi bir fark gézlenmedigi tespit edildi. Siyah ve yesil ¢ay
polifenollerinin uygulandigi plaklarda, bu deneyin basinda ekilen hiicrelerin yarisinin
6ldiigii doz hiicre hatlarina ve uygulanan polifenolik maddelerin icerigine bagh
olarak degistigi goriildii. Ancak deneylerin bu asamasindan her iki hiicre hattinda

polifenollerden 75ug/ml uygulanarak zamana bagh etkilerin belirlenmesine karar

verildi.
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6.3.3. Akis Sitometrisinde Annexin-V/PI ile Apoptoz Analizi

Canlilik testleri sonunda belirlenen, hiicrelerin yarisin1 6ldiiren dozun hangi
yolaklar1 kullanarak bunu gergeklestirdiginin arastirmasi amaciyla hiicreler 6 plakli
kuyulara ekilerek Annexin-V/Pl boyamasi gerceklestirildi. Uygulamanin degisik
saatlerinde hiicrelerin zamana bagli dliimleri apoptotik agidan degerlendirildi.
Plaklara kontrol grubu, yesil ¢ay uygulamasi yapilan grup ve siyah ¢ay uygulamasi
yapilan grup olmak iizere, polifenol etkisinin zamana bagli olarak arastirilmasi
amaciyla, Ui¢ tekrarl olarak ii¢ grup hiicre ekildi. Polifenoller uygulandiktan sonra 6,
12 ve 24 saatlik araliklarla bu hiicrelerde apoptoz analizi gerceklestirildi. Tiim
gruplarda en diisiik apoptoz miktari kontrol grubunda tespit edildi, bu deger
%4.670larak  bulundu. MCF-7 hiicrelerine  75ug/ml  yesil c¢ay polifenolii
uygulandiktan 6 saat sonra yapilan Ol¢iimlerde, % apoptoz miktar1 ortalama 7.99
olarak bulundu. 6 saatlik % apotozis miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
aralarinda anlamli bir farka rastlanmadi (p>0.05). Ancak % apoptozis miktar1 12
saatlik ve 24 saatlik 6l¢iimlerde sirasiyla ortalama 43.98 ve 15.77 olarak bulundu.
Her iki degerde 6 saatlik uygulama ile karsilastirildiginda anlamli oranda yiiksek
bulundu (p<0.001, p<0.05). Yesil ¢ay polifenolii uygulanan hiicrelerin 12 ve 24
saatteki % apoptozis miktarlar1 karsilagtirildiginda 12.saatte Olgiilen degerin 24
saatten anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p<<0.001). Bu degerler kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamali derecede yiiksek bulundu. MCF-7 hiicrelerine
75 pg/ml siyah c¢ay polifenolii uygulandiktan sonra 6, 12 ve 24 saatlik apoptoz
Ol¢timleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yliksek %apoptoz miktar1 12 saat
sonunda yapilan Ol¢timlerde gozlendi (48.63). Kontrol grubu sonuglari 6 saat’lik
Olclimlerle karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0.05). 12 saat
sonunda yapilan Ol¢limler kontrol grubu ile karsilastirildiginda, siyah caymn 12.
Saatte %apoptozu kontrol grubuna gore anlamli oranda arttirdigi tespit edildi
(p<0.001). Kontrol grubu apoptotik hiicre miktar1 24 saat’lik degerlerle
karsilastirlldiginda siyah c¢aym kontrol grubuna gore apoptozu anlamli derecede
arttirdig1 tespit edildi. Siyah cay uygulanan MCF-7 hiicrelerinde 6 ve 12.saat
sonuglar1 karsilastirildiginda 12.saatte apoptozun anlamli derecede arttigir goriildii
(p<0.001). 6. ve 24.saat apoptoz degerleri arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir
(p>0.05). Bu hiicre hattinda 12 ve 24. saat degerleri karsilastirildiginda, 24.saatte
apoptoz degerlerinin anlamli oranda diisiitigii tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 6. 8. MCF-7 hiicrelerinde Annexin-V/PI analizi. A) yesil ¢ay polifenollerinin zaman
karsi etkileri, B) siyah ¢ay polifenollerinin zamana kars1 etkileri.
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Sekil 6. 9. MCF-7 hiicrelerinde yesil ¢ay polifenollerinin apoptotik etkileri. MCF-7
hiicrelerinde yesil cay polifenollerinin apoptotik etkilerinin zamana bagli olarak degisimi

(bar grafigi).
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Sekil 6. 10. MCF-7 hiicrelerinde siyah g¢ay polifenollerinin apoptotik etkileri. MCF-7
hiicrelerinde yesil cay polifenollerinin apoptotik etkilerinin zamana bagli olarak degisimi

(bar grafigi).
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MDA MB -231 hiicrelerinde apoptoz miktar1 kontrol hiicrelerinde % 0.49 olarak
belirlendi kontrol grubunda canlilik % 96.98 olarak belirlendi.

Yesil cay polifenollerinin 75pg/ml olarak uygulandigi grupta apoptoz miktari 6,
12 ve 24. saatlerde sirasiyla, % 1.14, 1.58, 0.78 olarak belirlendi. Apoptoz miktari
beklenen kadar yiiksek bulunmadigi goriildii. Kontrol gurubu ile karsilastirilan
gruplar istatistiksel olarak incelendiginde; 6 saatlik uygulama sonucunda apoptozisin
anlamli derecede arttigr goriilmiistiir (p<0.05). 12 saatlik uygulamada apoptoz
miktart kontrole gére anlamli derecede artmustir (p<0.01). 24 saatlik yesil ¢ay
polifenolii uygulamasi sonunda % apoptoz miktarinda anlamli degisiklik
bulunmamistir (p>0.05). Yesil cay polifenol ekstrakti uygulamasi sonunda %
apoptoz miktarinda 6 saat ve 12 saatlik uygulama arasinda herhangi bir fark

gbzlenmemistir (p>0.05).

Siyah cay polifenollerinin 75pg/ml olarak uygulandigi siyah c¢ay polifenol
grubunda apoptoz miktar1 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla, % 0.50, 0.63, 0.93 olarak
belirlendi. Apoptoz miktar1 beklenen kadar yiiksek bulunmadigi goriildii. Kontrol
gurubu ile karsilastirilan gruplarda istatistiksel olarak incelendiginde; 6 saatlik
uygulama sonucunda % apoptozis miktarinda anlamli bir degisiklik olmadigi
goriilmustir (p>0.05). 12 saatlik uygulamada apoptoz miktarinda sayisal olarak bir
artis gozlense de kontrol grubuna gore anlaml bir fark gdézlenemedi (p>0.05). 24
saatlik uygulamadaki % apoptozis miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir (p<0.0001). 6 saatlik
apoptozis miktari ile 12 saatlik apoptozis miktarlar1 arasinda anlamli bir fark yoktur
(p>0.05). 6 saatlik apoptoz miktar1 24 saatlik apoptoz miktar ile karsilastirildiginda
% apoptoz miktarinda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.001). 12 saatlik apoptoz
miktar1 ile 24 saatlik apoptoz miktarlar1 karsilastirldiginda anlamli artig tespit

edilmistir p<0.001).
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Sekil 6. 11. MDA MB-231 hiicrelerinde Annexin-V/PI analizi. A) yesil ¢ay polifenollerinin
zaman kars etkileri, B) siyah ¢ay polifenollerinin zamana kars: etkileri.
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Sekil 6. 12. MDA MB-231 hiicrelerinde yesil cay apoptoz sonuglari. Yesil cay
polifenollerinin apoptotik etkilerinin zamana bagli olarak degisimi (bar grafigi).
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Sekil 6. 13. MDA MB-231 hiicrelerinde siyah ¢ay apoptoz sonuglari. Hiicrelere uygulanan
siyah ¢ay polifenollerinin apoptotik etkilerinin zamana bagli olarak degisimi (bar grafigi).
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6.3.4.Polifenollerin ROS olan etkisinin incelenmesi

MCEF-7 hiicrelerine yesil ve siyah ¢ay polifenollerinin uygulamasinin, 6, 12 ve
24 saatlik uygulamasinin ardindan DCF floresans miktarlar1 karsilastirilarak olusan
ROS miktarlar1 agisindan degerlendirildi. Kontrol grubunda DCF floresans miktari,
4.21 olarak belirlendi. Kontrol grubu ile diger gruplarda tespit edilen degerler
istatistiksel agidan karsilastirildi. Yesil ¢ay uygulanan grupta 6 saat sonunda % DCF
floresans 4.71 olarak belirlendi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05). 12 saat sonunda bu deger 3.07 olarak tespit edildi ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlamli derece diisiik oldugu goézlendi (p<0.01). 24
saatte ROS miktarinin anlamli oranda arttigi gozlendi p<0.001 (7.85). MCF-7
hiicrelerine siyah cay polifenollerinin uygulandigi BTP grubu ROS miktarlarinin
zamanla degisimi incelendi. Ug farkli giin yapilan dlgiimler sonunda, 6 saatlik
uygulama sonunda DCF floresans miktar1 4.16 olarak tespit edildi, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda her hangi bir istatistik farka rastlanmadi (p>0.05). 12 saat
sonunda bu deger 2.70 olarak belirlendi, kontrol grubuna gore anlamli oranda diisiis
tespit edildi (p<0.001). 24 saat sonunda % DCF floresans miktar1 4.93 olarak
bulundu, ancak kontrol grubu ile arasinda bir fark tespit edilemedi (p>0.05). 6saat ve
12 saat degerleri karsilastirildiginda anlamli bir diistis gortiildii (p<0.001). 6 ve 24
saat ROS miktarlar1 arasinda istatistiksel agidan bir farka rastlanmadi (p>0.05). 12 ve
24 saat degerleri birbirleri ile karsilagtirildiginda 24 saat sonunda ROS miktarinin

anlaml sekilde arttig1 gézlenmistir (p<<0.001).
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Sekil 6. 14.MCF-7 hiicrelerinde ROS analizi. MCF-7 hiicrelerine yesil ¢ay ve siyah cay

polifonlerinin  uygulamasi
karsilastirilmasi.
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ROS miktarlarinin  kontrol

hiicreleri

ile
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Sekil 6. 15. MCF-7 hiicrelerinde yesil cay polifenollerinin ROS’a olan etkisi. MCF-7
hiicrelerine yesil c¢ay poifenolleri uygulamasi sonrasinda, ROS miktarlarimin kontrol
hiicreleri ile karsilagtirilmasi (bar grafigi).
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Sekil 6. 16. MCF-7 hiicrelerinde siyah ¢ay polifenollerinin ROS’a etkisi. MCF-7 hiicrelerine
siyah cay poifenolleri uygulamasi sonrasinda, ROS miktarlarinin kontrol hiicreleri ile

karsilagtirilmasi (bar grafigi).
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6.3.5.Polifenollerin hiicre dongiisiine etkilerinin incelenmesi

MCF-7 ve MDA MB-231 hiicrelerine polifenoller eklendikten sonra, bu hiicre
hatlarinda hiicre dongiisiindeki hiicre miktarlar1 {izerine olan etkiler zamana karsi
incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinde yesil ¢ay polifenolleri eklendikten 6 saat sonunda
hiicre dongiisiiniin fazlarinda kontrol gubuna goére her hangi bir degisiklik
goriilmemistir. MCF-7 hiicrelerinde yesil ¢ay polifenollerinin hiicre dongiistiniin
GO0/G1 fazinin zamana bagl olarak azaldigi tespit edilmistir. GO/G1 fazindaki
hiicreler 6 saat sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit
edilememistir. Ancak 12 ve 24 saat sonundaki Olgiimler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir azalma goézlenmistir. Hiicre dongiisiiniin S fazinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilememistir. G2+M faz1
zamana kars1 incelendiginde kontrol grubuna karst anlamli bir fark tespit
edilememistir. Apoptotik hiicreler agisindan karsilastirilan gruplarda sadece 12.

Saatte bir artis gozlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde siyah ¢ay polifenollerinin hiicre dongiisiine olan etkisi
kontrol grubu ile zamana bagimli olarak incelenmistir. Siyah c¢ay polifenollerinin
uygulanmasindan sonraki 6. saat l¢timlerinde kontrol grubuna goére anlaml bir fark
tespit edilememistir. Kontrol ve 12. saat degerleri karsilastirildiginda ise GO/G1
fazinda anlamli bir diisiis tespit edilmistir. S fazindaki hiicre miktar1 kontrole gore
anlamli sekilde artmustir. G2+M fazindaki hiicreler kontrol grubuna gore anlamh
sekilde azalmistir. Apoptotik hiicre sayist kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlamli derece artmustir. Siyah ¢ay polifenollerinin MCF-7 hiicrelerinde 24 saatte
GO0/G1 fazindaki hiicreleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede
azaldig1 goriilmiistiir. S fazindaki hiicreler kontrol grubuna goére anlamli derecede
azalmistir. G2+M ve apoptotik hiicre miktarlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

anlaml bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 6. 17. MCF-7 hiicre dongiisii analizi. A) MCF-7 hiicrelerine yesil ¢ay polifenolleri
eklendikten sonra farkli zamanlarda gergeklestirilen analizler. B) MCF-7 hiicrelerine Siyah
cay polifenolleri uygulandiktan sonra farkli zamanlarda gergeklestirilen analizler.
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Sekil 6. 18. MCF-7 hiicre dongiisiine yesil cay etkileri. MCF-7 hiicrelerine yesil cay
polifenolleri uygulamasinin zaman bagimli olarak hiicre dongtisiine olan etkisi.
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Sekil 6. 19. MCF-7 hiicre dongisiine siyah ¢ay etkileri. MCF-7 hiicrelerine siyah cay
polifenolleri uygulamasinin zaman bagimli olarak hiicre dongiisiine olan etkisi.
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MDA MB-231 hiicrelerinde polifenollerin hiicre dongiisiine olan etkileri zaman
bagimli olarak arastirllmistir. Yesil ¢ay polifenolleri uygulanan hiicrelerde G0/G1
fazinda 6. saat degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artis tespit
edilmistir. S fazinda kontrol grubuna gore anlamli artis tespit edilmistir. G2+M
fazinda ise kontrole gore anlamli bir diisiis gézlenmistir. Apoptotik hiicre miktari
anlamli derece artmistir. Yesil cay polifenolleri uygulanan hiicrelerin 12. Saat
degerleri kontrol gubu ile karsilagtirildiginda ise G0/G1 fazinda anlaml bir diisiis
gozlenmistir. S fazinda anlamli bir artis tepit edilmis, G2+M fazidaki hiicre miktari
anlamli derece azaldig1 gozlenmistir. 12. Saat apoptotik hiicre miktar1 kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli bir artis tespit edilmistir. 24 saatlik degerler kontrol
grubu ile karsilastirildiginda GO/G1 fazinda anlamli bir artis tespit edilmistir. S
fazinda anlamli bir artis, G2+M fazinda artis gozlenmistir. Kontrol grubu ve yesil
cay polifenolleri uygulanan grup apoptotik hiicre miktar1 agisindan

karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilememistir.

MDA MB-231 hiicrelerine siyah ¢ay uygulandiktan sonra hiicre dongiisiine olan
etkileri zamana karsi incelendiginde 6 saat GO/G1 degerleri kontrol grubu ile
karsilastirilmis anlamli bir fark gozlenememistir. S fazindaki hiicre miktarlar1 kontrol
grubuna gore anlamli derecede artarken, G2+M fazindaki hiicre miktar1 anlamli
derecede azalmistir. Apoptotik hiicre miktarlar1 karsilastirilan 6.saat ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir. Kontrol grubu ile 12.saat degerleri
karsilastirildiginda hiicre dongiisii GO/G1 fazindaki hiicre sayisi anlamli derecede
azalmis, S fazindaki hiicre miktar1 ise anlamli derecede artmistir. Ayni zaman da
yapilan Sl¢limlerde G2+M fazindaki hiicre miktar1 kontrole gére anlamli derecede
diiserken, apoptotik hiicre miktar1 anlamli derecede artmistir. MDA MB-231
hiicrelerine siyah cay uygulamasi gerceklestirildikten 24 saat sonra yapilan
Ol¢iimlerde GO/G1 fazindaki ve S fazindaki hiicre sayisi kontrol grubuna gore
anlamli derecede artmistir. G2+M fazindaki hiicre sayisi kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiliksek bulunurken, apoptotik hiicrelerin miktarinda kontrol

grubuna gdre anlamli bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 6. 20. MDA MB-231 hiicre dongiisii analizi. A) MDA MB-231 hiicrelerine yesil ¢ay
polifenolleri eklendikten sonra farkli zamanlarda gerceklestirilen analizler. B) MDA MB-
231 hiicrelerine siyah ¢ay polifenolleri uygulandiktan sonra farkli zamanlarda
gerceklestirilen analizler.
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Sekil 6. 21. MDA MB-231 hiicre dongiisiine yesil ¢ay etkileri. MDA MB-231 hiicrelerine
yesil cay polifenolleri uygulamasinin zaman bagimli olarak hiicre dongiisiine olan etkisi.
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Sekil 6. 22. MDA MB-231 hiicre dongiisiine siyah ¢ay etkileri. MDA MB-231 hiicrelerine
siyah ¢ay polifenolleri uygulamasinin zaman bagimli olarak hiicre dongiisiine olan etkisi.
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6.3.7.Polifenollerin kinon rediiktaz iizerine etkilerinin incelenmesi

Yesil cay polifenolleri uygulanan MCF-7 hiicrelerinde kinon rediiktaz
aktivitesinin 24 saatteki degisimini inceledigimiz bu kisimda, 6’nc1 saat kinon
rediiktaz aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.001). Aym1 grubun 12’nci saat verileride kontrol grubuna gore
anlamli oranda azalmistir (p<<0.001). 24’{incii saat kinon rediiktaz aktiviteleri kontrol
grubu verileri ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Bu grupta 6 ve 12’nci saatlerde tespit edilen kinon rediiktaz aktiviteleri

karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamamustir (p>0.05).

MCF-7 hiicrelerine siyah cay uygulamasi yapildiginda, 6’nci saatte kinon
rediiktaz aktivitesinde azalma goriilmiistiir ancak bu deger kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda aralarinda anlamli bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Aymi
grubun 12’nci saat kinon rediiktaz aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiksek bulunmustur (p<0.001). Bu grupta en yiiksek kinon rediiktaz aktivitesi
24’{incii saatte tespit edilmistir ve kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 6. 23. MCF-7 hiicrelerinde QR aktivitesi. MCF-7 hiicrelerinde yesil ve siyah cay
polifenollerinin QR aktivitesi tizerine etkisi.
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Yesil cay polifenolleri uygulanan MDA MB-231 hiicrelerinde 6’nc1 saat
sonunda 6l¢iilen kinon rediiktaz aktivitesi kontrol grubundaki aktiviteye gére anlaml
derece diisilk bulunmustur (p<0.05). Ayn1 grubun 12’nci sattindeki deger kontrol
gubuna gore anlamli oranda disiiktiir (p<0.001), bu gruptaki en diisiik deger bu
zaman araliginda tespit edilmistir. Kinon rediiktaz aktivitesi 24’ncii saatte artmistir
ancak bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda her hangi bir farka
rastlanmamistir (p>0.05). Bu grupta belirlenen kinon rediiktaz aktivite degerlerinden
6’nc1 saat degerleri ile 12°nci saat degerleri arasinda anlamhi bir fark goriiliirken
(p<0.001), 6 ile24’ilincii saat degerleri arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir

(p>0.05).

Siyah cay polifenollerinin uygulandigt MDA MB-231 hiicrelerinde incelenen
kion rediiktaz aktivitesinde 6’nc1 saatteki degerler ile kontrol grubu arasinda anlaml
bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Bu grupta 12’nci saat verileri ile kontrol grubu
karsilastirildiginda kinon reediiktaz aktivitesinin anlamli oranda diistiigli gozlenmistir
(p<0.001). Kontrol grubu ile 24’ncii saat aktivite degerleri karsilastirildiginda kontrol
grubuna gore anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.01).
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Sekil 6. 24. MDA MB-231 hiicrelerinde QR aktivitesi. MDA MB-231 hiicrelerinde yesil ve
siyah ¢ay polifenollerinin QR aktivitesi iizerine etkisi.
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6.3.6.Polifenollerin glutatyon transferaz iizerine etkilerinin incelenmesi

MCEF-7 hiicrelerine uygulanan yesil ¢ay polifenollerinin GST aktivitesine olan
etkileri spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Glutatyon-S-transferaz aktivitesi
6. saatte kontrole gore anlamli oranda azalmistir (p<0.05). Yesil cay ekstrakti
uygulanan grubun 12. saat sonuglar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
derecede diisiik bulunmustur (p<0.001). MCF-7 hiicrelerindeki 24. saatte bu deger
diger iki dlglime gore yiiksektir ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli bir
fark bulunmamaktadir (p>0.05). Aymi hiicre hattinda yesil ¢ay polifenolleri
uygulandiktan sonra gercgeklestirilen 6. ve 12. saat verileri karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). Siyah c¢ay polifenolleri
uygulamasinda ise 6. saatte GST aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmistir  (p<0.001). Kontrol grubu aktivitesi ile 12. saat GST aktivitesi
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamaistir (p>0.05). Siyah
cay uygulanan grubun 24’lincii saat GST aktivite degerleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p<0.001).
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Sekil 6. 25.MCF-7 hiicrelerinde GST aktivitesi. MCF-7 hiicrelerinde yesil ve siyah cay
polifenollerinin GST aktivitesi iizerine etkisi.

MDA MB-231 hiicrelerine yesil c¢ay polifenolleri uygulandiktan sonra

gergeklestirilen lgiimlerde, 6 ve 12°nci saatlerde GST aktivitesi diiserken, 24’lincti
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saatte bu degerin arttig1 goriilmiistiir. Gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
6’nc1 saat degerleri kontrole gore anlamli dercede diisiikk (p<0.05), 12’nci saat
degerleri kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik (p<0.001) bulunmustur.
Kontrol grubu GST aktivitesi, 24’lincii saat ile karsilastirildiginda aralarinda anlamhi
bir farka rastlanmamustir (p>0.05). MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan siyah ¢ay
polifenolleri etkisiyle 6’nc1 saatte belirlenen GST aktivitesi ile kontrol grubunda
belirlenen GST aktivitesi arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Ayni
grubun 12°nci saatindeki GST aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
aktivitede anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0.001). Uygulamanin 24’{incii saatinde
gerceklestirilen dlglimlerde ise GST aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli oranda
diisiik bulunurken (p<0.01), 12°nci saat Ol¢iimleri ile karsilastirildiginda anlamli

oranda GST aktivitesinin arttig1 goriilmektedir (p<0.001).
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Sekil 6. 26. MDA MB-231 hiicrelerinde GST aktivitesi. MDA MB-231 hiicrelerine polifenol
uygulamasimin GST aktivitesi lizerine etkisi.
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7.TARTISMA VE SONUC

Yesil cay ve siyah cay Orneklerinin igeriklerinin arastirilmasi ile baslayan
calismamizda, yesil ¢ayin siyah caydan daha fazla katesin icerdigi goriilmiistiir.
Polifenol grubundanbasit yapili katesinlerin miktarlarinin arastirildigi ¢alisamizda
beklendigi iizere yesil cayda siyah c¢aya goOre daha yiiksek miktarlarda tespit
edilmistir. Gardner ve ark. yaptig1 calismada yesil cayda en fazla miktarda EGCG
bulundugunu ve sirasiyla EGC, ECG, EC ve gallokatesin (GA) igerdigini
bildirmiglerdir. Ayrica ayn1 c¢alismada yesil cayda yiiksek oranda kafein
bulundugunada deginilmistir (Gardner ve arl., 2007). Siyah ¢ayda calismamiz
sonunda tespit ettigimiz polifenoller ise sirasiyla kafein, GA, EGC, EGCG, ECG, EC
olmakla birlikteasil siyah ¢ay icerigini olusturan teaflavin, tearubigin gibi bilesiklerin
miktarlarn karsilastirmaya dahil edilmemistir. Literatiirle uyumlu bir sekilde EGCG
ve EGC miktarlar yiiksek bulunan yesil ¢ay ekstrelerinde ticiincii yliksek polifenol
olan kafein siyah c¢ayda eksterelerinde en yiiksek bulunan polifenol olarak
belirlenmistir. Yesil ¢ayin ilk hasat yapildigi donemler ile sicakligin yiiksek ve giines
isinlarinin dik olarak alindigi dénemlerindeki hasatlar arasindaki farkliliklar ¢ayin
kompozisyonunu etkilemektedir. Ancak genel olarak yesil ¢aym toplam polifenol
icerigi i¢in kuru agirhigin %20-35 kadarmi olusturudugu kabul edilmekte, bu
iceriginde yaklasik %60-80 kadarinin katesinlerden meydana geldigi belirtilmektedir.
Islenme sirasinda bu polifenol igeriginin yaklasik olarak % 15°ini kaybeden yesil cay
icerikleri arasindaki asil farkliliklar ise, tarimsal farkliliklar, hasat donemlerindeki
degisiklikler, yapraklarin kivrilma siirelerinde, bitkinin yetistigi iklime, cevre
sartlarina, islenme paketlenme yontemlerine gore degismektedir. Siyah cay ve yesil
cay Camelia sinensis adi verilen bitkiden iiretilmektedir. Ayni bitki kullanildigidan
iceriginde benzer katesinleri farkli miktarlarda igerirler. Siyah ¢ayda eser miktarlarda
olsada yesil ¢ay katesinlerine rastlamak mimkiindiir (Luczaj ve ark., 2005). Siyah
caymn en 6nemli katesinleri teaflavin ve tearubigindir (Hadler ve ark.,2006). Uretim,
islenme sirasindaki farkliliklar dolayisiyla siyah ¢ay icerigi hakkinda kesin bilgiler
belirtmek oldukca zordur. Ancak siyah ¢ayda teaflavin miktarlar1 %10-12, tearubigin
miktarlar ise yaklasik %12-20 olarak agiklayan kaynaklar bulunmaktadir (Henning,
2003).
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Yesil cay polifenolleri toksik olmayan ve genis organ cesitliligi {izerine olan
etkileri ile diinya c¢apinda kanserden korunmada kullanilan besin maddelerinden
biridir (Lee ve ark., 2010). Hiicre tiiriine bagl olarak EGCG farkli sinyal yolaklariin
aktivasyonunda rol oynamaktadir. JB6 fare epidermal hiicre hattinda, H-ras geni
transfekte edildiginde yine benzer etkilere sebep olmaktadir, ERK protein seviyeleri
EGCG etkisiyle siirekli ve hizlica azalirken, MAPK1/2-ERK sinyal yolagida inhibe
olmaktadir (Chung ve ark., 2001). Yaptigimiz ¢alismada MCF-7 hiicreleri ve MDA
MB-231 hiicreleri farkli molekiiler alt yapiya sahip meme kanser hatlar1 olup, bu
hiicrelerde yesil ¢ay ekstraktlarinin farkli etkileri goézlenmistir. Her iki hiicre
hattindada yesil ¢ay polifenollerinin hiicre canliligina, doz ve zaman bagimli etkileri
karsilastirildiginda MCF-7 hiicrelerinde canliligin azalmasi daha belirgindir. MCF-7
hiicrelerinde ICsp dozu 60-80 pg/ml araliginda iken bu deger MDAMB-231 hiicreleri
icin 80-100 pg/ml araliginda belirlenmistir. Rizzi ve ark. 2014 yilinda prostat
karsinoma {izerinde ticari ismi polifenon E olan yesil cay ekstrakti kullanarak
yaptiklar1 ¢aligma sonuclarina gore; kullandiklar: iki farkli prostat hattinda iki farkl
ICsp degeri belirlemiglerdir. Kullandiklar1 ilk hat olan PNTla hiicreleri prostat
kanseri hiicrelerinin baslangi¢c asamasinin 6zelliklerini, PC3 ise metastatik, androjen-
bagimsiz prostat kanseri Ozelliklerini tasimaktadir. PNTla i¢in arastirmacilarin
belirledigi ICsg dozu 35 pg/ml iken PC3 hiicreleri i¢in bu deger 145 pg/ml’dir. Bizim
calismamizda secilen hiicre hatlar1 bu ¢alismaya gorece daha birbirlerine yakin hatlar
olmakla birlikte, molekiiler diizeyde MCF-7 hiicreleri estrojen reseptdr ekspresyonu
gergeklestirirken, MDA MB-231 hiicreleri yiizeylerinde herhangi bir reseptor
bulunmamaktadir. Meme kanser hiicreleri iizerine siyah cay etkileri incelendiginde,
her iki hiicre hatt1 i¢inde yesil ¢ayda kullanilan konsantrasyon araliklari yesil ¢ay i¢in
belirlenen zamanlarda c¢alisildi. Bu ¢alisma sonucunda konsantrasyon araliklarina
hiicre cevabinin daha ge¢ saatlerde ortaya ciktigi goriildii. Ayrica her iki hiicre
hattininda yesil ¢ay katesinlerindeki konsantrasyon degisimlerine daha duyarh
oldugu gozlendi. MCF-7 hiicrelerine siyah c¢ay uygulandiginda ICso dozaji 100-120
pg/ml araliginda tespit edilirken, MDA MB-231 hiicrelerinin yarisinin 6ldiigi

konsantrasyonun 80 pg/ml’nin tizerinde bir deger oldugu tespit edildi.

Canlilik testlerinde ortaya ¢ikan durumun anlasilmasi amaciyla apoptoz
deneylerinde 75 pg/ml yesil ve siyah cay ekstreleri uygulanmasina karar verildi, bu

degerde goriillen apoptoz oranlari canlilik testi sonucunda elde edilen verilerle
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karsilastirildi. MCF-7 hiicrelerine yesil ¢ay uygulandiktan sonra 6, 12 ve 24 saatlerde
gerceklestirilen apoptoz analizine gore, yesil ¢ay ekstrakti uygulamasi ile apoptozun
arttig1 tespit edilmisdir. En yliksek miktarda apoptoz 12. Saat dl¢climlerinde elde
edildi. MCF-7 hiicreleri apoptoz degerleri karsilastirildiginda 6. Saatte apoptozda
artis goriinsede bu artis kontrol grubuna gore anlamli degildi. Apoptoz sonuglar1 24.
saatte beklenildigi gibi 12. saate gore diisiik bulunmustur. Caligmalarinda belirttigi
gibi kullanilan ekstraktin yarmlanama omrii ve hiicrelerin metabolik hizlarina bagh
olarak uygulanan maddenin bu etkilerin ilerleyen saatlerde ortadan kalktig:
gorilmistir (Rizzi ve ark., 2014). Siyah cay polifenolleri ayni hiicre hattina
uygulandiginda yesil cay ile benzer etkiler goriilmiistiir. Siyah ¢ay polifenolleri
uygalamasindada enyiiksek apoptoz 12. saatte tespit edilmistir. Rizzi ve ark
caligmasinda 20ug/ml yesil¢aydan eldeedilen polifenon E kullanildiginda 6, 12 ve 24
saatlerde kesilmis PARP miktar1 ve dolayisiyla apoptoz artarken, 48. Saat verilerinde
24. Saate gore kesilmis PARP miktarinda azalis, tam PARP miktarinda ise artis
gosterilmistir. Yani uygulanan madde ve hiicre tipine 0zgii olarak apoptozun
gerceklesme zamani ve uygulanan maddenin etkisinin ortadan kalma stiresi
degismektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik etkiler oldukca sinirli olarak
tespit edilmistir. Her iki polifenole uygulamasinda da zamana bagl olarak kontrol
grubuna goére apoptoz miktarinda artig tespit edilmistir, ancak belirlenen
miktarlardaki apoptotoik Oliimiin canlilik testlerinde elde edilen 6liimii agiklamak
i¢cin yetersizdir. Yesil ve siyah ¢ayda apoptoz neredeyse kontrol gubuna yakin bir
miktarda tespit edilmistir. Farkli bircok calismadada EGCG’nin apoptotik 6lim
yolagini farkli sinyal mekanizmalari {izerinden aktive ettigini gostermektedir. EGCG
ile apoptozisin diizenlenmesinde sadece intrinsik apoptotik yolak g6z Oniinde
bulundurulmamali, ekstrinsik yolagin etkileride incelenmelidir. Insan monositik
l6semi hiicreleri olan U937 iizerine EGCG etkinsinin incelendigi bir c¢alismada,
EGCG’nin Fas sistemine baglanarak, Fas aracili apoptozisi indiikledigi ve kanser
hiicrelerini bu yolagi kullanarak 6ldiirdiigii belirlenmistir (Hayakawa ve ark., 2001).
Dogal polifenolik bilesiklerinfarkli mekanizmalarla (kanonikal ve non-kanonikal)
yollardan otofajiyi aktive ettikleri bilinmektedir. Son ¢aligmalarda meme kanserinde
resvaratroliin  non-kononikal otofajik oliimii indiikledigini gOsteren yayinlara
rastlanmistir (Hasima ve ark., 2014- Sharma ve ark., 2014). Masuda ve ark., insan
kolorektal hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alismada, EGCG’nin EGFR, STAT3 ve Akt

fosforilasyonunu, azatliklarint ve bu bilginin hastaligin tedavisinde O6nemli
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olabilecegini bildirmistir (Masuda ve ark.,2008). Benzer bir drum EGFR
ekspresyonu gerceklestiren MDA MB-231 hiicreleri iginde gegerli olabilir. In vitro
calismalarda cay polifenolleri tiimor hiicreleri lizerinde apoptozu indiikleyici ve
hiicre dongiisiinii diizenleyici etkileri gosterirken, normal hiicrelerde ise karsitsinyal
yolaklarini aktive ettigine deginilmistir (Beltz ve ark. 2006). Calismamizda MCF-7
hiicrelerinde yesil ¢ay etkisiyle hiicre dongiisiinde zaman bagimli olarak GO/G1 fazi
azalirken, S fazindaki hiicre miktar1 12. Saatte artmistir. G2/M fazindaki hiicre
miktar1 12. Saatte anlamli bir sekilde diiserken, ayni saatteki apoptoz miktarida
artmistir. MCF-7 hiicrelerine siyah ¢ay polifenolleri uygulandiginda ise zaman
bagimli azalma daha uzun siirede gerceklestigi goriilmiistiir. Yesil cayin etkilerine
banzer sekilde S fazinda 12. Saatte bir artis, G2/M hiicre yiizdesinde azalma ve
apoptotik hiicre miktarinda artis s6z konusudur. Singh ve ark ¢alismasinda servikal
kanser hatlarinda ayr1 ayr1 uygulanan siyah ve yesil ¢ay polifenollerinin hiicrelerde
sinirli bir apoptoza sebep oldugu ve hiicre dongiisiinde kondanse olan niiklear
icerigin az oldugu gorilmistiir (Singh ve ark., 2011). Ancak caligmanin devaminda
birlikte uygulanan polifenollerin ayni hiicre hatlar1 iizerinde sinerjik etkiler
gosterdiginden bahsedilmistir. Bu ¢alismada apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinde Bax ve p53 proteinlerinin up-regiilasyonundan bahsedilmistir
(Singh ve ark., 2013). MDA MB-231 hiicrelerinde yesil ¢ay polifenolleri
uygulandiginda hiicre dongiisiinde 6zellikle GO/G1 fazinda 6zellikle 12. Saatte hiicre
miktarinda ciddi diisiis goriilmiistiir, 6 ve 24 saatte GO/G1 hiicre miktarinda anlamli
derecede yiiksek bulunmugtur. MDA MB-231 hiicre dongiisii S fazinda en yiiksek
hiicre miktar1 yesil ¢ay polifenolleri uygulandiktan 12. saat sonra yapilan 6lgiimlerde
goriilmiis, 6. saat verilerininde zaman bagiml artisa uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Ayni hiicre hattinda G2+M fazinda en diisiik hiicre miktar1 yine 12. saatte tespit
edilmis, en fazla apoptozda ayn1 zaman diliminde yapilan dl¢limlerde bulunmustur.
Siyah cay polifenolleri ayni hiicre hattina uygulandiginda G0/G1 fazinda kontrol
grubuyla benzer miktarda hiicre oldugu goriilmistiir. Siyah ¢ay uygulamasi
yapildiktan sonra hiicre dongiisiiniin S fazinda o6l¢iim yapilan tiim zaman
araliklarinda kontrol grubuna gore daha fazla hiicre oldugu goriilmiistiir. G2+M
fazinda uygulama yapildiktan 6 ve 12 saat sonraki Sl¢iimlerde diizenli bir azalmaya
rastlanmaktadir. Apoptotik hiicreler ise diger hiicre hatti ve ayni hiicre hattinin yesil
cay polifenollerindeki etkisi gibi en yiiksek degeri uygulamadan sonraki 12. saatte

gostermistir. Yapilan c¢alismalarda hiicre kiiltiir ortaminda, EGCG’in timor
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gelisimini hiicre donglisii proteinleri lizerine etki ederek dolayli yoldan dongliyii
uzattigi gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonlardainsan neonatal dermal fibroblast
hiicrelerinde S ve G2+M fazlarim1 azaltarak, hiicreleri G0/G1 fazim1 uzattig
bildirilmistir. 400uM iizerindeki EGCG uygulamalarinda ise hiicrelerin S fazina
girmedigi bildirilmistir. EGCG’in bu hiicrelerde niikleusa transloke olarak hiicre
dongiisiinii —geciktiren protinlerin sentezini aktive ettigi bu sayede EGCG’nin bu
hiicreleri G1 ve S fazi arasinda tuttugu Onerilmistir (Han ve ark., 2011). Onkogenik
Ras mutasyonu ile karekterize kolorektal kanserde ise yesil ¢ay katesinlerinin Ras-
indiiklii transformasyonu siklin D1 ekspresyonunu inhibe ederek durdurdugu
bildirilmistir (Peng ve ark., 2006). Katesinlerin prostat kanserinde de hiicre
dongiistinii etkiledikleri c¢esitli calismalarda gosterilmistir. Bu etkileri gdsteren
maddelerden biri olan EGCG hem siklin D1’e inhibitdr proteinlerin baglanmasini
arttirirken, hemde siklin E, CDK2 baglanmasini 6nleyerek hiicre dongiisiinii durdurur
(Agarwal ve ark., 2000). Noron hiicrelerinde 50pg/ml den daha biyik
konsantrasyonlarada katesinler uygulandiginda siklin D, siklin E, CDK4, CDKI
ekspresyonlarindaki azalma western blot yontemi ile gosterilmistir (Levites ve ark.,
2002).

Faz I ve faz II genleri/enzimleri tiimdr gelisiminde diizenleyici etkileri
bulunmaktadir. Ancak sitokrom P450 ve GST enzimleri kanserin inhibisyonunda
oldugu kadar kanserin baglamasi, gelismesi ve yayilmasindada énemli enzimlerdir.
Ogzellikle yesil cay polifenolleri hakkinda yapilan calismalarda sitokrom P450
sistemini inhibe ederken GST enzim aktivitesini arttirmast gibi ¢ift etkiler
goriilmistiir.  Yesil ¢ay polifenollerinin etkilerinin incelendigi ¢alismalarda faz I ve
faz Il enzim aktivitelerinin her ikisinide indiikledigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde yesil ¢ay GST aktiviteleri zamana bagli olarak
azalmakta daha sonra ise 24 saatte aktivite artmaktadir. Siyah cay polifenollerinin
GST aktivitesinin inhibisyonu lizerine etkisi daha fazla goriilmektedir. MDA MB-
231 hiicrelerine uygulanan polifenollerin kontrol grubuna gore tiim saatlerde GST

aktivitesini inhibe ettigi gosterilmektedir.

Polifenollerin QR aktiviteleri lizerine etkileri incelendi, 6 ve 12. saatte yesil ¢ay
polifenollerinin aktiviteyi inhibe edici etkilergosterirken, 24.saatte bu etki
aktivasyona dontismiistiir. Siyah ¢ay polifenollerinin etkileri 6. saatte inhibisyon, 12

ve 24. saatte aktivasyon yoniinde gelismistir. Polifenollerin hiicre biiylimesini
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baskilayici, apoptozu indiikleyici etkileri DU145 hiicrelerinde ROS olusumu ve
mitokondrial depolarizasyon esliginde gerceklesmektedir. Ancak bu hiicre hattinda
polifenollerin apoptozisi nasil indiiklediginin mekanizmasi net degildir (Zhang ve
ark., 2013). Niiklear faktor- E2-iliskili transkripsiyon faktori (Nrf-2) antioksidan
yanit ve oksidatif streste oncii rol oynayarak, faz II detoksifikasyon ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini arttirmaktadir (Luo ve ark., 2006). EGCG gibi dogal
elektrofilik bilesikler oksidatif hasar altindaki hiicrelerde cevabin olusmasini
antioksidan yanit elemanini aktive ederek gerceklestirir (Chen ve ark.,2012).
Redoks- duyarli transkripsiyon faktorii olan aktivator protein-lhiicresel stres
kosullarinda gen ekspresyonunu diizenleyerek pro-survival etkileri destekler. Faz 11
detoksifikasyon enzim indiiksiyonu saglayan EGCG bu etkiyi Nrf-2 etkisiyle
gerceklestirir.

Cesitli kanser tiirlerine kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinen ¢ayin kafeinliveya
kafeinsiz olmasinin bu etkinligini arttirabilecegi belirtilmektedir. Yapilan bazi
caligmalarda kafein iceren normal siyah cayimn kafeinsiz caya gore daha fazla anti-
mutajen etkisi oldugu gosterilmistir. Baska bir ¢alismada da kafeinin heterosiklik
aminlere kars1 doza bagimli antimutajen etkisi oldugu anlatilmistir. UV 15181na maruz
birakilan farelerde kafein igeren ¢ayin ve kafeinin, kafeinsiz caya gore bir sekilde
daha etkin koruyucu oldugu bulunmustur. Cayin fare ve insanlarda timor
onleyicietkisini, normal ¢ayda kafeinsiz caya gore daha etkin olarak gostermesine ve
benzer diger calismalara bakildiginda kafeinin koruyucu etkisi oldugu gozlenebilir.
Kafeinin ozellikle sitokrom P450 1A2 gibi belirli sitokromlart uyarici etkisi vardir.
Chung ve ark.,Welsch ve ark. yaptiklar iki farkli ¢aligmada kafeinin mide ve meme
kanseri gelisimini distirdiigiinii bulmuslardir (Chung ve ark. 2001). 2009 yilinda
Cavaliere ve ark., insan 16semi hiicrelerinin tedavisinde kullanilan siyah ve yesil ¢ay
Ozlerinin ve onlarin polifenolleri EGCG ve TF’nin doza bagimli olarak kanser
hiicresinin bilyiimesini engelledigini ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigini
bulmuglardir. Buna ek olarak ayni calismada siyah cay TF’lerinin programli
hiicredliimiinde, apoptosise etkileri dnceden bilinen EGCGkadar etkili oldugunu da
gostermistir (Cavaliere ve ark., 2009). Oksidatif stresin tetikledigi karsinogenezin
baslamasinda ve ilerlemesinde reaktif oksijentiirlerinin 6nemli miktarda rol aldiklart
bilinmektedir. Prostat kanserinin énemli bir nedeninin reaktif oksijen tiirleri oldugu

epidemiyolojik caligmalar ve laboratuar bulgulart ile gosterilmistir. Bu bilgiye ek
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olarak kiiltiir sistemlerinde yapilan g¢alismalarda siyah c¢ay Oziliniin ve TF’lerin,
aralarinda prostat kanser hiicresi LNCaP’nin de bulundugu ¢ok sayida kanser
hiicresinin biiylimesini engelleyebilecegi gosterilmistir. Cay tiirlerinin diinyada en sik
goriilen kanser tiirlerinden olan meme kanserine karsi koruyucu olabilecegi son
yillarda bulunan bir bilgidir. Ozellikle Japonya’da yapilan calismalarda yesil ¢ay
tilketim miktarma bagh olarak I. ve Il. derece meme kanserlerinin tekrarlanma
sikligiin azaldigi ortaya ¢ikarilmistir. Siyah ¢ay vememe kanseri arasindaki iliski
hakkindaki bilgiler ise ¢ok smirhidir.  2008yilinda Lahiry veark. tarafindan
yayinlanan arastirmada yesil cay katesinlerineek olarak siyah c¢ay TF’lerinin de
meme kanseri gelisiminigeciktirebilecegini gosterilmistir. Yapilan c¢alismada TF
kullanilan grupta hayatta kalma siiresinin arttigi ve timor hiicresinin hacminin
istatistiksel olarak azaldig: belirtilmistir. Grupta,%0.01 konsantrasyonunda yesil cay
katesinleri ve % 0.05 konsantrasyonunda siyah ¢ay teaflavinlerininkullanimi
sonucunda, apoptosis etkisini arttiran kaspaz-3diizeylerinin tiimér dokusunda % 67
ve % 38 oraninda arttig1 saptanmistir.Calisma sonunda hazirlanisi kolay, maliyeti ve
toksitite riski diisik olan c¢ayin tiiketiminin arttirilmasinin meme kanserinden
korunmada o©nemli birstrateji olabilecegi belirtilmistir.Ayrica fenolikbilesikler
bakimindan zengin olan, c¢ay gibi belirli yiyecek ve igeceklerin, tiiketimlerinden
sonra akciger veya meme kanserinin tekrar goriilmesi veya degisik kanser tiirlerinin
olusumu risklerini azalttiklar1 rapor edilmistir (Ma ve ark., 2008). Flavonoidlerin,
sebze ve meyvelerde bulunan diger polifenollerle birlikte kanser tedavisinde
programli hiicre O6liimiinii uyarmak icin kullanilan sentetik ilaglarlasinerjikolarak
etkilesime girebilecekleri diigtiniilmiistiir. EGCG’nin, sulindac (ailesel adenomatous
polyposis’i olan hastalarinkolon adenoma yapisinibaskilayan, ama yan etkilerigok
kuvvetli oldugu i¢in yasaklanan bir ajan) ve tamoxifen gibi kemoterapi ajanlarina
etkisi arastirilmistir. Dort degisik dozdaki (10, 50, 100 ve 200 umol/ L) epikatesin ile
75 ve 100 umol/ L EGCG’nin kemoterapi ajanlari ile insan akciger kanseri, PC-9
hiicresi iizerindeki etkileri denenmistir. ki koruyucu ajan, tamoxifen ve sulindac
EGCQG tarafindan uyarilan PC-9 hiicrelerindeki programli hiicre 6liimiinii anlamli ve
sinerjik olarak arttirmistir. Bu c¢alismada 100 pmol/L sulindac’a kadar PC- 9
hiicresinin planli hiicre 6liimii etkilenmezken, 10 pmol/L sulindac ve 75 umol/L
EGCQG birlikte kullanilmasinin planli hiicre 6liimiinii yaklagik 8 kat arttirdig1 tespit
edilmistir (Lin ve ark., 2012). Siyah cay diinya iizerindeki ¢ay tiiketiminin %80’ini

olustursa da cay tiikketimi ve kanser risklerikonulu arastirmalardan elde edilen
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bilgilerin ¢ogu, tiiketimi % 18 olarak tahmin edilen yesil ¢aydan gelmektedir. Buna
ek olarak, ozellikle kadinlarda giinde 10 fincan ve iizerinde yesil ¢ay tiikketiminin
kanser insidansi ilenegatif iligkisi rapor edilmistir. Yesil ¢caymn benzer 6zelliklerini
yemek borusu ve mide kanserlerine karsi da dnermislerdir. Japonya’da yapilan bir
epidemiyolojik caligmada hastalara ilk kanser tanisi konduktan sonra giinde 10
fincan yesil ¢ay igen bireyleringiinde 3 fincan ve daha az yesil cay icenlere gore
kadinlarda 8.7, erkeklerde 3 yil daha fazla yasadigi tespit edilmistir. Yesil cay
tikketiminin fazla oldugu Asya iilkelerinde prostat ve meme kanseri insidanslarinin
diisik oldugu birgok calisma ile ortaya konmustur. Fakatcalismalardayasam
kosullarindaki farkliliklardan dolayikanser ve yesil cay arasinda kesin bir iliski
oldugu sonucuna varilamamistir. Yine deyukaridaki ¢alismalarin sonucu olarak bilim
adamlar1 giinde 10 fincan yesil ¢ay ve 5fincan siyah ¢ay1 6nermektedir. Yesil ¢ayin
antikanserojen etkisi oldugu da bilinmektedir.  Yesil ¢ayin buetkiyi kanser
olusumunun belirli agamalarin1 bloke ederek yaptigt ve EGCG’mn da hiicre zari
reseptorlerini bloke ederek kanser hiicresinin biiylimesini engelledigi daha dnceden
gosterilmistir. Yesil ¢ay ayn1 zamanda kanser olusumunu ile ilgili olan sitokrom P-
4501A ve 2Bl’inde bulundugu c¢esitli sitokrom P-450 enzimlerinin Kkatalitik
aktivitesini baski altina almaktadir. Bununda 6tesinde yesil ¢ay nitrozaminleri bloke
etmekte vememeli kanser hiicrelerinde Gstrojen reseptor iliskisini engellemektedir.
Yesil ¢caymn kanser olusumunu durdurma etkisi laboratuar ¢caligmalarinda EGCG veya
yesil cay Ozleri kullanilarak calisilmistir. Bunun otesinde EGCG’in  kanser
hiicrelerinin biiyiimesini, akciger metastazin1 ve iirokinaz aktiviteyi engelledigi
hayvan arastirmalarinda rapor edilmistir (Youn ve ark., 2013). Arastirmacilar artmis
yesil ¢ay tiiketiminin post-menopozlu kadinlarda lenf nod metastas: onledigini de

raporlamislardir.

Yesil caydaki polifenollerin anti-kanserojen etki mekanizmalar1 asagidaki
basliklar altinda toplanmaktadir (Nihal ve ark., 2005).

» Kimyasal olarak uyarilmis olan lipit peroksidasyonunu engellemek

= Artmis antioksidan (glutatyon peroksidaz, katalaz ve kinon rediiktaz) ve faz 11
(glutatyon S transferaz) enzim aktiviteleri

= Anti-inflamasyon aktivite

* Protein kinaz C ve hiicresel ¢gogalmalarin engellenmesi
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Calismamizda elde edilen sonuglara gore yesil cay polifenolleri her iki hiicre
hattinda apoptotik etkiler gostermesi agisindan 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak, hiicre
dongiisii tlizerine olan etkileri agisindan karsilastirildiklarinda her iki polifenol
ekstreside hiicre dongiisiinii farkli asamalarda durdurmustur. MCF-7 {izerindeki
apoptoz indiikleyici etkiler ROS diizeylerinin arttirilmasi ile gerceklesiyor olabilir.
MCEF-7 hiicreleri iizerindeki etki yesil ve siyah ¢ay uygulamalarinin ikisinde birden
goriilmiistiir. Tleride yapilacak ¢alismalarda istenilen etkiye ve uygulanacak hiicreye
gore siyah ya da yesil cay polifenollerinden biri tercih edilebilir. Polifenol
ekstrelerinin faz I ve faz Il enzimlerinin {izerindeki etkileri ise hiicre hatlarina gore

farkliliklar igermektedir.

Caligmamizin sonuglart bir araya getirildiginde siyah cayinda yesil cay gibi
uygulanan hiicrenin molekiiler alt yapisina bagli olarak farkli etkileri oldugu
goriilmiistiir. Bu molekiiler mekanizmalarin aracilarinin neler oldugunun ve hedef
molekiillerinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Ayrica her iki

polifenol ekstresinin farkli ilaglarla kombinasyonlari ileriki ¢alismalarin konusudur.
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