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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Ellajik Asit, Kafein ve Betainin Telomeraz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Muazzez Tikirdik
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Prof. Dr. Ayse Giil Mutlu

Nisan, 2019

Lineer kromozomlarin uglarindaki telomer adi verilen niikleotid tekrarlari,
kromozomlart hem flizyonlardan, hem de replikasyon sirasinda meydana gelen
kisalmalarin iglevsel genlere yansimasindan korur. Telomerleri uzatan telomeraz enzimi,
yaslanma, kanser ve kok hiicre calismalarinda olduk¢a ©nemli bir yere sahiptir.
Telomerlerin kisalmasi ile yaslanmanin, siirekli olarak uzatilmasi ile de kanserlerin iliskili
oldugunu gosteren kanitlar vardir. Telomeraz enzimi ise telomerleri uzatan ve dolayisiyla
inhibisyonu vaya aktivasyonu ile hem yaslanma ve hem de karsinogenez siireglerini
etkileyebilecek ¢ok 6nemli bir enzimdir. Bu tez caligmasinda betain, kafein ve ellajik asit
bilesiklerinin, telomeraz enzim aktivitesi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu bilesikler
dogada bol olarak bulunan, o6zellikle kahve, c¢ay, nar, pancar gibi c¢ok miktarda
tikketebildigimiz bazi besin maddeleri yoluyla viicudumuza aldigimiz bilesiklerdir. Bu
bilesiklerin dogal gidalarla alinmasinin yanisira, 6zellikle betain ve ellajik asit, bilinen
faydalarindan dolay1 tablet veya kapsiil seklinde besin destegi olarak da alinabilmektedir.
Bu arastirmada, bahsedilen bilesiklerin telomeraz enzimi {izerine etkisi Mus musculus
swiss albino fareler lizerinde arastirilmistir. Farelerdeki telomeraz aktivitesi PCR-ELISA
bazli bir yontem ile Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore betainin 6zellikle yliksek
dozunda az da olsa bir inhibitor etkisi oldugu, kafeinin yliksek dozlarinda inhibitor, diisiik
dozlarinda aktivator etki gosterebildigi, ellajik asitin ise yine hafif bir aktivator etki
gosterebildigi tesbit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Telomer, Telomeraz, Betain, Kafein, Ellajik asit

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0545-YL-18 proje numarast ile
desteklenmistir.
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Nucleotide repeats called telomeres at the ends of linear chromosomes protect
chromosomes from both fusions and shortening occurring during replication. Telomerase,
which elongate telomeres, has an important place in aging, cancer and stem cell studies.
The aging process is related to the shortening of telomeres. There is evidence that cancers
are associated with constant prolongation of telomeres. Telomerase enzyme is a very
important enzyme that prolongs the telomeres and therefore can affect both the aging and
carcinogenesis processes by its inhibition or activation. In this thesis, the effects of betaine,
caffeine and ellagic acid compounds on telomerase enzyme activity were investigated.
These compounds are found in nature as abundant in certain foods, especially coffee, tea,
pomegranate, beet root. Besides taking these compounds with natural foods, especially
betaine and ellagic acid can be taken as nutritional supplements in the form of tablets or
capsules due to their known benefits. In this study, the effect of these compounds on
telomerase enzyme was investigated on Mus musculus swiss albino mice. Telomerase
activity in mice was measured by a PCR-ELISA based method. The results show that
betaine has a slightly inhibitory effect, especially at high doses. Caffeine may act as an
inhibitor in high doses, but may have activator activity at low doses. Also ellagic acid
showed a mild activator effect.

Keywords: Telomere, Telomerase, Betaine, Caffeine, Ellagic acid
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1. GIRIS

Telomerler, 6karyotik kromozomlarin uglarinda bulunan, kromozom biitiinliigiiniin
korunmasi i¢in gerekli olan ve DNA dizilerinden olusan fonksiyonel yapilardir (Blackburn,
2001; Blasco, 2005). Telomerik DNA dizileri, ¢ogu tiirde, kisa bir heksamerik dizi
initesinin art arda tekrarlaridir (Blackburn, 2001). Telomerik tekrarlar, kromozomal
biitiinliiglin korunmasina yardimci olur (Shay ve Wright, 2002). DNA polimeraz enziminin
replikasyon sentezi sirasinda kromozomun 5’ ucunu kopyalayamamasi, hiicre boliinmesi
gergeklestiginde telomer tekrarlarinin kaybiyla sonuglanir. Bu durum hiicresel biiyiimenin
durmasi ile neticelenir ve ¢oklu kromozom ug fiizyonlari meydana geldiginde telomerlerin
kritik olarak kisalmasi hiicre canlilig1 kaybina neden olur (Shay ve Wright, 2002). Kanser
hiicrelerinde telomer uzunlugu, telomeraz enzimi tarafindan korunur ve hiicrelerin
replikatif krizi atlatmasina ve hiicre 6liimsiizliigline ulagmasina izin verir (Kelland, 2007).

Telomeraz, ters transkriptaz olarak islev goren, lineer (dogrusal) kromozomlarin
uclarini tamamen kaplayan ve telomerik dizileri yeniden olusturan tek DNA polimerazdir
(Sanchis-Gomar ve Lucia, 2015). Yaslanma siireci ve karsinogenez igin ¢ok Oonemli bir
enzimdir (Artandi ve Depinho, 2010). Telomeraz, embriyonik kok hiicrelerde aktive edilir
ve telomer uzunlugunun korunmasini saglar. Ancak eriskin kok hiicrelerin ¢ogunda
telomeraz aktivitesinin seviyesi embriyonik kok hiicrelere gore diisliktiir. Bu nedenle,
embriyonik kok hiicreler ve kanser kok hiicreleri haricindeki kok hiicrelerde bile telomer
kisalmasi gerceklesir (Hiyama ve Hiyama, 2007).

Telomeraz enzimi, kesfinden beri molekiiler bir hedef olmustur. Giinlimiizde
kullanilan kemoterapi ilaglari, hiicreye yonelik ayirt edici ozellik tagimadigi ve kanser
hiicreleri ile birlikte normal saglikli hiicreler tizerinde de etkili oldugu i¢in dezavantajhidir.
Bu nedenle telomeraz enziminin ¢ogu normal dokuda saptanmamasindan dolayi, telomeraz
inhibisyonunun daha spesifik bir hedef saglayacag fikri savunulmaktadir (Shay ve Wright,
2002; Buseman vd., 2012). Bunun yani sira telomeraz inhibitorlerinin diger geleneksel
veya deneysel kanser tedavileri ile kombinasyonlarinda en etkili yontemlerden biri
olabilecegi de diistiniilmektedir (Shay ve Wright, 2002; Mutlu, 2017).

Diger taraftan telomer kisalmasi ise hiicresel yaslanma ile iligkilidir (Sandin ve
Rhodes, 2014). Hiicresel yaslanmanin kansere karsi koruyucu bir mekanizma oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak ilerleyen evrelerdeki telomer disfonksiyonunun, yasamin

sonlarinda tiimér olusumuna neden olabilecegi ispatlanmistir (Tarkanyi ve Aradi, 2008).
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Ayrica bircok epidemiyolojik calisma, insanlarda kisa telomerlerin, yasa bagli bir¢ok
hastalikla iligkili oldugunu gostermektedir (Blasco, 2005; Boccardi ve Paolisso, 2014). Bu
nedenle, telomeraz aktivatorlerinin de antiaging (yaslanma karsit1) ve telomeraz bagimli
hastalik tedavileri i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir (De Jesus vd., 2012; De Jesus ve
Blasco, 2013; Mutlu, 2017).

Bu tezin amaci, kabuklu deniz firiinleri, 1spanak, seker pancari ve tam tahill
besinlerde bulunan (Zeisel, 2003; Craig, 2004; Preedy, 2015) ve bir metil donérii olma
Ozelligine sahip olan (Ejaz vd., 2016) betain molekiiliiniin; kahve ve kakao ¢ekirdekleri,
cay yapraklar1 ve bazi bitkilerde bulunan (Murphy ve Benjamin, 1981; IARC, 1991;
Dlugosz ve Bracken, 1992; Carrillo ve Benitez, 1996), 6zellikle dikkat, hafiza ve duyum
gibi ¢esitli beyin fonksiyonlarini etkileyen uyarici bir molekiil olan (Tsunoda vd., 2018)
kafeinin; ve son olarak da odunsu bitkiler, ¢esitli meyveler, kuruyemisler ve bazi
damitilmis i¢eceklerin igeriginde bulunan ve fenolik bir bilesik olan (Talcott ve Lee, 2002)
ellajik asit molekiiliiniin, farelerdeki telomeraz enzim aktivitesi lizerindeki potansiyel

inhibitor veya aktivator etkilerini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Telomer

Telomerler, Okaryotik lineer kromozomlarin ucunda, protein bagli art arda
tekrarlanan basit DNA sekanslarindan olusan 6zel yapilardir (Blackburn, 1991). 1930’Iu
yillarin sonlarinda, Hermann J. Muller ve Barbara Mc Clintock tarafindan, Drosophila
melanogaster’in X 1sinlarina maruz birakilmasi sonucunda, kromozomun terminal ucunda
koruyucu bir yap1 olarak kesfedilen ve Yunanca’da “’telos’” (son) ve ‘’meros’’ (kisim)
olarak adlandirilan telomer yapisi ilk kez ortaya cikarilmistir. Bu yapimin eksikligi
durumunda, hiicre Sliimiine neden olacak sekilde kromozomun ugtan uca flizyonunun
gerceklesebilecegi belirtilmistir (Greider ve Blackburn, 1996).

Telomerler, DNA-protein kompleksleridir. Telomerik tekrarlar canlidan canliya
farklilik gostermekle birlikte insan telomerleri ¢esitli baglayict proteinler ile iligkili uzun
ve tekrarlayan TTAGGG alt birimlerinden olusur (Lin, 2004).

Oliim ve yasa bagli hastaliklarn baslangic1 telomer uzunlugunun Slciilmesi ile
tahmin edilebilmektedir (Lin vd., 2015). Kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok
hastalik patolojisinde telomer kisalmasinin da etkili oldugu bildirilmistir (Botha vd., 2012).

2.1.1. Telomerlerin islevleri

Telomerler, kromozomlari ugtan uca fiizyon, rekombinasyon ve bozulmadan korur.
Telomerler ile korunamayan kirilmis kromozom uglari, diger kirilmis uglar ile birlesebilir.
Ayrica bu uclar, niikleazlarin bozunmasina kars1 da hassastir. Bu nedenle kromozomlar,
telomer dizileri olmadan kararsiz durumdadir (Blackburn, 1991; Lin, 2004).

Hiicre replikasyonunda telomerler, tamamen kopyalanamaz ve yavag yavas kisalir.
Telomerler kritik bir kisaliga ulagtiginda replikatif senesens olarak adlandirilan siiregte
hiicre ¢ogalmasi durur. Bu nedenle telomerler, hiicrenin yaslanma siirecinin kendine 6zgii

bir mekanizmasi olarak islev goriir (Lin, 2004).

2.1.2. Telomerlerin Yapis1 ve Regiilasyonu

Okaryotik bir kromozomun genetik materyalini igeren ¢ift sarmalli DNA molekiilii,
bir ugtan diger bir uca dizildiginde, ilk ve son diziler telomerik DNA dizileri olup, hem
birincil dizilimleri hem de fonksiyonel ozellikleri nedeniyle normal (niikleer) DNA
dizilerinden farklidir. Uzun ve tekrarlayan TTAGGG alt birimlerinden olusan bu telomerik

diziler, ¢ift sarmal telomerik DNA’nin, ¢ikintili ve tek sarmalli, G (guanin) bakimindan
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zengin olan 3’ ucuna sahip bir kismini igerir. 3’ G bolgesi telomerik proteinleri bulundurur
ve bu bolgede telomerlerin korunmasi saglanir. Ancak hiicreler boliindiigiinde, DNA
polimeraz enzimi temel olarak genetik bilgiyi kaybeder ve yeni kopyalanan ipliklerin 5’
ucunda bosluklar meydana gelir. Bu nedenle telomerik diziler, lineer kromozomlarin
replikasyonu i¢in gereklidir (Blackburn, 1984; Zakian, 1989; Blackburn, 1991; Epel vd.,
2004; Geyikli vd., 2007).

Replikasyona ugrayan kromozom i¢indeki bir veya birden ¢ok es zamanli bolgede,
DNA polimeraz 3’ ucunda bir primer ile baslar ve replikasyon sablonunun 5’ ucuna dogru
ilerleyerek 5°-3” yonde bir ana zincir ve bir de okazaki fragmentlerinden olusan yeni bir
zincir meydana gelir. (Reddel, 2000; Karp, 1999).

Ancak hiicre boliinmesinde, DNA polimeraz enziminin ana zincirin 3’ ucunda yeni
bir sentez baslatamamasindan dolay1, her replikasyon sonrasinda telomerlerin boyunda bir
kisalma meydana gelir (Ural, 2006). Bir kisinin yillik telomer kisalmasinin ortalama 30-60
baz ¢ifti arasinda oldugu bildirilmistir (Sanchis-Gomar ve Lucia, 2015).

Kromozomlarin u¢ kisimlarinda meydana gelen telomer kisalmasi kaybi ise
riboniikleoprotein yapisinda bir enzim olan telomeraz tarafindan engellenir. Telomeraz
enzimi, kendi RNA’sin1 kalip olarak kullanarak telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’
ucuna takar ve kromozom uglarindaki telomer kisalmasini dengeler (Levy vd., 1992; Epel
vd., 2004; Ural, 2006; Can ve Aslan, 2014).

Telomer biitlinliigliniin korunmasi ve fonksiyonunun siirekliliginin saglanabilmesi
icin en az 3 faktoriin gerekli oldugu vurgulanmistir. Bu faktorlerin tekrarlanan TTAGGG
sekanslarindaki minimum uzunluk, telomerik ¢ikintinin biitiinligii ve telomer baglayic

proteinlerin diizenlenmesi oldugu diisiiniilmektedir (Blasco, 2003).

2.1.3. Telomerik Proteinler

Cift sarmalli telomerik tekrarlar, dogrudan iki ana telomer baglayici proteine
baglanirlar. Bu proteinler TRF1 (telomerik tekrar baglama faktorii 1) ve TRF2 (telomerik
tekrar baglama faktorti 2)’dir (Steensel ve Lange, 1997).

TRF1, T halkasimnin ¢ift sarmalli TTAGGG dizisinde bulunan bir homodimer olup
telomerik DNA’da yakin kivrimi indiikleyerek ilmek olusumuna ve stabilizasyona
yardimcr olarak islev goriir. Deneysel kanitlar, bir hiicre igerisinde bulunan yabanil tip
TRF1’in asir1 ekspresyonunun telomer kisalmasina neden olacagini, bunun yani sira
mutant TRF1’in asir1 ekspresyonunun da telomeraz aktivasyonu ile telomer uzamasina yol

acacagini gostermistir (Greider, 1999; Shay, 1999; Blasco, 2003). Bu sonuglardan yola
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cikarak TRF1’in telomerlere baglandiginda telomer uzamasini inhibe ettigi sOylenebilir
(Lange, 1999).

Telomer uzunlugunu diizenlerken TRF1 ile etkilesime giren cesitli proteinler
tanmimlanmustir. Bu proteinler, TRF1 etkilesimli niikleer protein 1 (TIN1 veya tankiraz 1)
ve TRF1 etkilesimli niikleer protein 2 (TIN2 veya tankiraz 2)’dir (Smith vd., 1998; Kim
vd., 1999). Bu proteinler, TRF1’in ribosilasyonundan ve TRF1’in telomerik DNA’ya
baglanmasinin inhibisyonundan sorumludur (Greider, 1999; Shay, 1999). TIN1, TRFI’in
asidik amino-terminal bolgesi ile etkilesime girerken, TIN2 ise TRF1’in
homodimerizasyon bdlgesi ile etkilesime girer (Collins, 2000). Telomerleri olusturan

telomerik proteinlerin yapis1 Sekil 2.1° gosterilmistir.

r}’—’j\ MRFI11 complex
g Others

Sekil 2.1. Telomerleri olusturan telomerik proteinlerin yapisi (Lin, 2004).

(T- Loop; telomer ilmegi ve D-Loop; yer degistirme ilmegi)

Telomer baglayici proteinlerden bir digeri olan TRF2 ise T ilmeginin ¢ift sarmalli
TTAGGG tekrar dizisinde ve ilmek kuyrugunun baglant1 noktasinda bulunur ve kromozom
stabilizasyonunda Onemli rol oynar. Yabani tip TRF2’nin asir1 ekspresyonu telomer
uzunlugunu azaltirken, mutant TRF2 ‘nin ise p53’e baglh hasar indiiksiyonuna, fiizyonun
sona ermesine ve bilylimenin durmasina neden oldugu bildirilmistir (Greider, 1999; Shay,
1999; Smorgorzewska vd., 2000; Blasco, 2003).

TRF2 de tipki TRF1 gibi telomer uzunlugunu diizenlerken bazi proteinler ile
etkilesim halindedir. hRAP1, RAD50, MRE11 ve NBS1 proteinleri TRF2 ile etkilesime

giren kompleks proteinlerdir. hRAP1’in asir1 eksSpresyonu telomer uzamasina neden



olurken, diger protein kompleksleri ¢ift sarmal kirtlmanin onariminda gorev alir (Blasco,
2003).

Ku70, Ku86 ve DNA-PK (DNA’ya bagimhi protein kinaz) Kkatalitik alt
birimlerinden olusan kompleks de TRF2 ile etkilesime girerek ¢ift sarmal kopmalarin

onariminda flizyonu énlemede gorev alir (Quintana-Orti vd., 2000; Shay vd., 2001).

2.2. Telomeraz

Telomeraz, ters transkriptaz olarak islev goren, lineer koromozomlarin uglarinda
bulunan ve telomerik dizileri yeniden olusturan tek DNA polimerazdir (Sanchis-Gomar ve
Lucia, 2015). Telomeraz enzim aktivitesi, saglikli bireylerde telomerlerin uzunlugu ile
pozitif korelasyon gosterir (Kim vd., 2016).

Telomeraz aktivitesi ilk olarak Tetrahymena pyriformis’te daha sonra silikatlar,
Oxytricha, Euplotes ve insan HeLa hiicrelerinde in vitro olarak tanimlanmistir (Blackburn,
1990, 1991). Telomeraz aktivitesinin, germ hatt1 hiicrelerinde ve kok hiicrelerde aktif
durumda oldugu ancak somatik hiicrelerde nerdeyse hig aktivitesinin olmadigi ya da ¢ok az

oldugu bildirilmistir (Koziel vd., 2011).

2.2.1. Telomeraz Yapisi

Telomeraz enzimi, telomeraz RNA bileseni (TERC) ve telomer ters transkriptaz
(TERT) bilesenlerinden meydana gelir (Bachand vd., 2001; Shay vd., 2001 Blasco, 2003).
Telomeraz enzimi yapisinin simiilasyonu Sekil 2.2.°de gosterilmistir. Geleneksel ters
transkriptazlarin aksine RNA ve DNA sentezi i¢in sablon olan enzimin kendine 6zgii

parcasidir (Blackburn, 1991).



TERT

Sekil 2.2.Telomeraz enziminin yapisi (Jiang vd., 2018).

Telomeraz aktivitesinin ifadesi, transkripsiyon, mRNA olgunlagsmasi ve hTERT ile
hTERC'nin olgunlasmast ve modifikasyonu dahil olmak {izere farkli seviyelerde
diizenlenir. hTERT in, telomeraz ekspresyonunun diizenlenmesinde en dnemli belirleyici
oldugu diisiiniilmektedir. Onkojen cMyc, transkripsiyon faktdrii Spl, insan papilloma
viriisi 16, protein E6 ve steroid hormonlart hTERT transkripsiyonunun pozitif
diizenleyicilerini olustururken, Madl transkripsiyon faktorii, p53, pRB, E2F gibi proteinler
de negatif diizenleyicilerini olusturur (Cong vd., 2002).

2.2.2. Telomeraz Fonksiyonu

Yaslanmay1, kanseri ve kok hiicre yenilenmesini etkileyen telomeraz aktivitesi
insan sagligi icin kritik bir belirleyicidir (Jiang vd., 2018). Telomeraz aktivitesi gelisim ve
onkogenez arasinda onemli bir koprii vazifesi goriir (Shay, 2016). Telomerazin TERC ve
TERT bilesenlerinde mutasyonlara bagli olarak, kok hiicreler ve germ hiicre hatlarinda
telomeraz enziminin eksikligi, distaleratoz konjenita, aplastik anemi ve pulmoner fibroz
gibi hastaliklar ile sonuglanmaktadir (Armanios ve Blackburn, 2012).

Kanser hiicrelerinin yaklasik olarak %90’min kisa telomer uzunlugu ve yiiksek
seviyede telomeraz aktivasyonu ile karakterize oldugu bulunmustur. Oral kanser tiirlerinde

%75, akciger kanserinde %80, prostat kanserinde %84, karaciger kanserinde %85, meme



kanserinde %93, noroblastomlarda %94, kolorektal kanserlerde %95 ve mesane

kanserlerinde %98 oraninda telomeraz aktivitesi oldugu bildirilmistir (Belair vd., 1997).

2.2.3. Telomer ve Telomerazin Saghk Ile iliskisi

Telomer kisalmasi ve telomeraz aktivitesinin kaybi, bir canlinin yasami boyunca
gerceklesmektedir (Savela vd., 2013). Telomer sendromlarinda, telomerlerin ¢ok hizli bir
sekilde kisalarak hiicresel yaslanmay1 ve doku hasarlarini arttirdigi bildirilmistir (Glousker
vd., 2015). Telomeraz aktivitesini azaltan telomeraz genlerindeki mutasyonlar, ¢oklu
olarak sistemik bozuklugu tetiklemektedir (Glousker ve Lingner, 2018).

Sigara kullanimi, uyku diizeni, viicut kompozisyonu ve fiziksel aktivite gibi yasam
tarz1 ile ilgili aligkanliklar telomeraz aktivitesini de degistirmektedir (Botha vd., 2012).
Oksidatif strese maruz kalma telomerlerin kisalmasina neden olurken, stresteki azalma ise
telomerlerin korunmasini saglayabilir (Kim vd., 2016).

Bu konu ile ilgili yapilan bir¢ok arastirma, obezite, yiiksek kolesterol seviyesi ve
sigara kullaniminin yaglilikta daha kisa telomer uzunlugu ile iliskili saglik problemlerinin
meydana geldigini gostermistir (Savela vd. 2013). Yash bireylerdeki bu telomerik
degisimler kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, diyabet ve demans gibi yasa bagli bircok
komplikasyon ile karakterizedir (Botha vd., 2012; Savela vd., 2013).

Kronik kalp yetmezligi, koroner arter hastaligi ve miyokard enfarktiisii gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda onde gelen Oliim nedenleridir. Telomeraz
aktivitesinin kardiyovaskiiler sistemin saglikli hiicrelerinde aktif oldugu goézlemlenmistir
(Werner vd., 2008). Yapilan calismalarda, telomeraz aktivitesinin kardiyovakiiler sistem
tizerinde koruyucu bir etkisi olabilecegi ve telomeraz enzim aktivitesi ile etkilesimin
kardiyovaskiiler sistemde koruyucu bir etki yaratabilecegi one siiriilmiistiir (Zurek vd.,
2016). Kalp saglig1 ve telomer uzunlugu ile ilgili bir aragtirmada hizli telomer kisalmasinin
koroner arter hastaliginin gelisimi ile gii¢lii bir baglantisinin oldugu belirtilmis ve koroner
arter hastaligi, fareler lizerinde telomeraz gen terapisi ile etkili bir sekilde tedavi edilmistir
(Sanchis-Gomar ve Lucia, 2015).

Telomer uzunlugu meme, prostat, kolorektal, mesane, bas, boyun, akciger ve
bobrek kanseri gibi bircok kanser tiiriinde hastalik riski, hastaligin ilerlemesi ve erken
oliimlerin prognostik bir belirteci olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ornish vd., 2008). Telomerler
ve telomeraz aktivitesi, antikanser tedavilerin gelismesinde cesitli potansiyel hedefler
sunmaktadir. Bu hedeflere yonelik ii¢ farkli deneysel yaklasim one siiriilmiistiir (Lin,

2004). Ilk olarak, telomeraz aktivitesi hiicre 6liimii ve hizlanmis senesensin indiiksiyonu
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ile ¢esitli telomeraz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilir. ikinci yaklasim, telomerazi
eksprese eden hiicrelerin immiin efektdrler tarafindan elimine edilmesidir. Ucgiincii
yaklasim ise telomer fonksiyonunun bozulmasi ve hiicre 6liimiiniin uyarilmasi sonucunda
bir mutant telomeraz RNA sablonu ifadesinin meydana gelmesidir. Bu yaklagimin,
telomeraz bagimli tiimor hiicrelerinde ve telomeraz bagimli normal hiicrelerde etkili
olabilecegi belirtilmektedir (Hodes, 2001; Mergny vd., 2002).

Dengeli beslenme, diizenli fiziksel aktivite, yeterli uyku, stresten uzak kalma gibi
saglikli aligkanliklar kazanmak, yasa bagli telomer deformasyonunu azaltabilir ve
telomerlerin onarmmini tesvik edebilir. Boylece yaglanma durumu yavaglar ve yasa bagh

hastaliklarin gelismesi riski de azalir (Aguilar, 2018).

2.3. Besin Destekleri

Beslenme aligkanliklar1 ve bu konudaki egilimler saglik, cevresel ve sosyal etkilere
baglidir (Cencic ve Chingwaru, 2010). Bunun yami sira beslenmenin, bagirsak sagligi
tizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Bagirsaklar, besinleri kii¢iik besin molekiillerine ayirir,
besinlerin bagirsak duvarlarindan kana emilimini kolaylastirir ve yabanci ya da toksik
molekiillerin kan dolasimina girmesine engel olur (Cencic ve Chingwaru, 2010). Besin
tiketim kaliplari, meyve ve sebze bakimindan daha zengin igeriklere sahip olan giliney
diyetlerinden, daha ¢ok hayvansal gida igerigine sahip kuzey diyetlerine kadar biiyiik
oOlglide degisim gostermektedir (Bronzwaer, 2008).

Beslenme aligkanliklar1 erken bebeklik doneminden baglayarak yasamin sonuna
kadar devam eden bir siirectir (Caetano, 2010). Bolge, din, aile yapist ve Kkisisel
aligkanliklara gore de sekillenebilen beslenme aligkanliklari, giiniimiizde o6zellikle
ekonomik gelir, stres ve teknolojik gelismeler gibi faktorlere bagli olarak degismektedir
(Balsano, 2009; Cencic, 2010).

Son zamanlarda diyet takviyesi, besin destegi veya fonksiyonel besinler olarak
adlandirilan, ¢esitli vitamin ve mineral icerigine sahip olan, dogal olarak elde edilen ya da
laboratuvar ortaminda iiretilen, spor, saglik ve bakim gibi farkli amaclara yonelik tercih
edilen takviyelerin kullanimi oldukg¢a popiilerdir (Schwenk ve Costley, 2002; Cencic ve
Chingwaru, 2010; Dickinson ve MacKay, 2014; Marleen ve Lentjes, 2018).

Gecmiste vitamin ve mineral eksikligi bakimindan ortaya ¢ikan hastaliklar1 tedavi
etmek icin kullanilan besin destekleri, gilinlimiizde kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar gibi kronik hastaliklarin riskini azaltmak i¢in kullanilmaktadir (Rajakumar,
2003; Lim vd., 2012; Tapsell, 2016). Yapilan bir¢cok arastirmada, Amerikal yetiskinlerin
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ticte ikisi gibi biiyiik bir cogunlugunun ek besin destegi aldig belirtilmistir. Ayn1 zamanda
besin destegi alan kisilerin, iyi bir diyet aligkanligi kazanmak, diizenli fiziksel aktivite
yapmak, tiitlin irlinlerinden kag¢inmak gibi daha saglikli bir yasam tarzi gelistirmeyi
benimsedikleri vurgulanmistir (Foote vd., 2003; Radimer vd., 2004; Bailey vd., 2011;
Bailey vd., 2013).

Fonsiyonel besin destekleri, normal geleneksel gida maddelerine benzerlik gosterir
ve normal diyetin bir parcasi olarak tiiketilir. Besin destek maddelerinin bazilar1 spesifik
Ozellikler tasir ve bireylerin saglikli bir yasam siirmesi i¢in gerekli miktarda vitamin,
mineral, karbonhidrat, yag ve protein gibi temel besin gereksinimlerini saglar (Cencic ve
Chingwaru, 2010). Cinko, magnezyum, kalsiyum, demir, krom ve selenyum gibi
mineraller, B grubu vitaminleri, vitamin C, vitamin E ve multivitaminler ile kafein,
ginseng ve kreatin gibi molekiiller yaygin olarak tercih edilen besin destekleridir (Schwenk
ve Costley, 2002).

2.3.1. Beslenme ile iliskili Hastahklar

Genetik faktorler, sosyal yasam, cevresel etkilerin yan1 sira beslenme diizeni birgok
patolojik olgunun temelini olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, diyabet
ve kanser beslenme ile iligkili kronik hastaliklarin baginda gelmektedir (Cencic ve

Chingwaru, 2010).

2.3.1.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar, 6zellikle ekonomik olarak gelismis tilkelerde o6liim
nedenlerinin yaklasik %60’m1 olusturmaktadir (Stramba-Badiale vd., 2006). Ozellikle
doymus ve trans yaglar ile et iirlinlerinde bulunan diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonu, plak olusum siirecinin baglamasiyla ateroskleroz ve diger

kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde kilit bir rol oynamaktadir (Wang vd., 2007).

2.3.1.2. Obezite

Azalan yasam siiresi ve artan saglik problemleri ile orantili olan obezite, fazla viicut
yaginin birikmesi sonucunda meydana gelen patolojik bir durumdur (Haslam ve James,
2005). Obezitenin bir¢cok nedeni olmakla birlikte, gelisimi genler ve gevresel etkenlerinin
kompleks etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Bir obezite hastasinin, giinliik enerji
harcamasini arttirmaya ve asirt enerji aliminmi azaltmaya yonelik davranislar kazanmasi

gerektigi bilinmektedir. Bunun saglikli ve dengeli beslenme aligkanligi kazanmak ve
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fiziksel aktivitenin ¢ogunlukta oldugu aktif bir yasam tarzini benimseyerek miimkiin

olabilecegi belirtilmistir (Cencic ve Chingwaru, 2010).

2.3.1.3. Kanser

Dinamik ve uzun vadeli bir siire¢ olan kanser gelisimi, adim adim ilerleyen birgok
faktorii igerir ve son agsamada metastaz ad1 verilen kontrolsiiz hiicre boliinmeleri ile viicuda
yayllmaya baglar. Epidemiyolojik calismalar, diyet faktorlerinin karsinogenezi
engelleyebilecegine yonelik kanitlar sunmustur. Ayrica biyoaktif diyet bilesenlerinin veya
dogal besin maddelerinin kanseri Onlemeye yonelik etkilere sahip oldugu ortaya
cikarilmigtir (Balsano ve Alisi, 2009; Cencic ve Chingwaru, 2010). Bunlara ilaveten
giiniimiizde antimutajenik ve antikarsinojen 6zelliklere sahip olan bir¢ok gida bileseninin

oldugu bilinmektedir (Pan vd., 2008).

2.4. Betain

Betain, glisin amino asitinin metillenmis bir tlirevi olup, {i¢ hidrofobik metil
grubuna (CHz) ve bir hidrofilik karboksil grubuna (COOH) sahip bir amino asittir (Sekil
2.3.) (Mahmoudnia ve Madani, 2012). Kimyasal olarak reaktif olan {i¢ metil grubundan
dolay1 metilamin olarak da adlandirilir (Yancey vd., 1982).

CH o

3

Sekil 2.3. Betainin kimyasal yapisi.

Kolin ve metiyonin gibi metil gruplarinin donérii olarak gérev yapan betainden
saglanan metil gruplari, proteinlerin sentezi, enerji metabolizmasi, karnitin ve kreatin
sentezi gibi ¢esitli metabolik islemler igin transmetilasyon reaksiyonlarinda kullanilir

(Ratriyanto vd., 2009; Mahmoudnia ve Madani, 2012).
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2.4.1. Betain Kaynaklar

[k olarak 19. yiizyilda seker pancari (Beta vulgaris) suyundan izole edilen betain,
mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar olmak {izere hemen hemen tiim canli tiirlerinde
bulunur (Zeisel, 2003; Craig, 2004; Kathirvel vd., 2010). Baslangigta betain, kiimes
hayvanlarma ve baliklara verilen yemlerde metiyonin ve kolinin yerine gegerek besin
takviyesi olarak kullanilmistir (Kidd vd., 1997). Bu sayede baliklarin diisiik tuz
seviyesinden yiiksek tuz seviyesine kadar hareket etmelerinin stresinden korumak igin bir
ozmolit gorevi gordiigii gézlemlenmistir (Virtanen, 1995).

Insan viicuduna ise farkli besin kaynaklari ile betain alimi olur. Asagidaki tablo
2.1.’de belirtildigi gibi kabuklu deniz iiriinleri, 1spanak, seker pancar1 ve ozellikle tam

tahill1 besinler yiiksek miktarda betain igerir (Zeisel, 2003; Craig, 2004; Preedy, 2015).

Tablo 2.1. Betain icerigi yiiksek besinler (Zeisel, 2003)

Gida Maddesi Betain Icerigi (mg/ 100g )
Bugday ekmegi 201

Bugday kepegi 1339

Bugday tohumu 1241

Ispanak 600-645

Pancar 114-297

Karides 219

2.4.2. Betain Metabolizmasi

Betain, memelilerin karaciger ve bobrek hiicrelerinin mitokondrilerinde meydana
gelen bir dizi enzim reaksiyonu ile katabolize edilir. Bu transmetilasyon reaksiyonlari,
Sekil 2.5.°de gosterildigi gibi hayati biyolojik islemlerde metil gruplarinin metiyonin
dongiisii yoluyla transferini icerir (Craig, 2004).

12
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Kolm
S-Adenozilhomosistein Metilasyon
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[ Homosmcm S-Adenozilmetiyonin

CH; - THF

Betain @@ ‘“\TP\_/

Metiyonin

Dimetilglisin Ghsm

Sarkozin

Sekil 2.4. Metiyonin dongiisiinde betain ve transmetilasyon (Craig, 2004).

(B6, vitamin B-6; B12, vitamin B-12 (kobalamin); BHMT, betain homosistein
metiltransferaz; CBS, sistationin sentaz; MS, metiyonin sentaz; MTHFR, metilentetrafolat
rediiktaz; THF, tetrafolat; CH3-THF, 5-metiltetrafolat)

Betain saglikli yetiskin bireylerde serum metionin, transmetilasyon orani,
homosistein remetilasyonu ve metionin oksidasyonunu arttirir (Storch, 1991).

Wise ve digerlerinin (1997) yaptig1 bir ¢alismada, betain enjeksiyonu yapilan
hayvanlarin kirmizi kan hiicrelerinde, S-adenosilmetiyonin (SAM)'de doza bagl bir artis
gézlemlenmistir. Buna baglhh olarak proteinler, kreatin, fosfolipitler, hormonlar,
poliaminler, karnitin, adrenalin ve DNA metilasyonunun sentezi de dahil olmak iizere
bircok 6nemli yoldaki metil dondriinde doza bagli bir artig tespit edilmistir (Wise vd.,
1997).

Oral olarak alinan betain ise viicutta hizla emilir, dagitilir ve metabolize edilerek

idrarla atilir (Schwahn vd., 2003).

2.4.3. Betainin Fonksiyonlar:1 ve Canlilar icin Onemi

Betain, glutatyon sentezinde bir substrat olarak gorev alma, metil donorii olma ve
organik bir ozmolit olma gibi {i¢ temel fonksiyona sahiptir. Hayvan modelleri iizerinde
yapilan c¢aligmalar, metabolik olarak sagligin modiile edilmesinde betainin dogrudan rol
oynadigini ve insanlar ilizerinde de betainin terapotik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir
(Ejaz vd., 2016).
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Yapilan aragtirmalar, eksik DNA metilasyonunun, genetik instabiliteye, yaslanmaya
ve kansere yol acabilecegini gostermistir (Newberne ve Rogers, 1986; Cooney, 1993;
Blount vd., 1997). Baska bir ¢alismada ise betainin mitokondriye bagimli hiicre 6liimiinii
ve apoptozu Onledigi bildirilmistir (Graf vd., 2002; Ji ve Kaplowitz, 2003; Garrett vd.,
2013).

Ayrica betainin, antioksidan ve antiinflamatuar oOzellikler ile hepatoprotektif
potansiyele sahip oldugu ve epigenetik modifikasyonda da rol oynadig1 diisiiniilmektedir

(Kim vd., 2009; Ueland, 2011; Jung, 2013; Chen vd., 2015; Day ve Kempson, 2016).

2.4.3.1. Betainin Ozmotik Fonksiyonu

Betainin en 6nemli fonksiyonlarindan biri ise canlilar i¢in organik bir ozmolit
olmasidir (Lever vd., 2011). Ornegin; ¢ogu mikroorganizma, kuraklik ve sicaklik sonucu
meydana gelen hiicresel strese karsi koymak i¢in betain kullanir (Zou vd., 2016). Yine
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda betain kullaniminin bu durumlarda arttig1
gozlemlenmistir. Ciinkii hayvanlarda yiiksek sicaklik stresine maruz kalma durumunda,
betain aracigiyla dehidratasyonu onlemek, hiicrelerde suyun stabilizasyonunu saglamak ve
biiylimeyi desteklemek i¢in ozmotik basing ayarlanir (Attia vd., 2005; Eklund vd., 2005,
2006; Sayed ve Downing, 2011).

Kurakliga, yiiksek tuz seviyesine veya sicaklik stresine maruz kalmak mitokondride
betain sentezini tetikler ve bu durum hiicrelerde betainin birikmesine neden olur (Yancey
vd., 1982). Eger betain katabolize edilmezse organik bir ozmolit olarak kullanilir ve
hiicresel hidrasyon, hiicre hacminin diizenlenmesini ve hiicre fonksiyonunun
sirdiiriilmesini saglar (Haussinger, 1996). Yapilan bazi deneyler sonucunda betainin
proteinlerin yiizeyine ¢ok az baglandigi veya hi¢ baglanmadigi belirtilmis ve bu sayede
hiicrelerin iyonik kuvveti etkilemeden suyun yiizey gerilimini kontrol etmesine olanak
sagladigi ortaya ¢ikarilmigtir (Courtenay vd., 2000).

Ayrica betain, tiimor nekroz faktoriiniin saliverilmesi (Zhang vd., 1996), fagositoz,
(Warskulat vd., 1996) prostaglandin olusumu ve siklooksijenaz 2 ekspresyonunun (Zhang
vd., 1996) ozmotik stresteki karaciger makrofaj hiicrelerinde (Kupffer hiicreleri) bagisiklik

fonksiyonunun modiile edilmesinden de sorumludur.
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2.4.3.2. Betainin Karaciger Saghg Ile Iliskisi

Betainin fonksiyonlarina ve canlilar i¢in dnemine bakildiginda karaciger betain
metabolizmasinda hayati bir Ooneme sahiptir. Dolayisiyla betainin karaciger sagliina
yonelik etkileri ile ilgili bugiine kadar yapilmis olan bir¢ok arastirma vardir.

Son zamanlarda iizerinde calisilan konulardan biri de alkolsiiz yagl karaciger
hastaligi (NAFLD)’dir. Basit steatozdan baglayarak steatohepatit, asir1 fibroz doku
olusumu ve sonrasinda siroza kadar ilerleyen karaciger patolojisi NAFLD olarak
adlandirilmaktadir (Matteoni vd., 1999). Klinik ¢alismalar NAFLD tedavisinde betainin
giivenli ve iyi tolere edilen bir ilag oldugunu gostermistir (Zhang vd., 2019).

Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada ise betainin, sirozu Onleyebildigi ve tedavi
edebildigi belirtilmistir (Webster, 1942; Best vd., 1969). Yiiksek kolesterol diyeti ile
beslenen sicanlarda betainin, hepatik kolesterol ve fosfolipitleri harekete gecirdigi,
hiperlipidemiyi tedavi ettigi ve karnitin sentezinde de kullanilabildigi ortaya c¢ikarimistir
(Turpin, 1985; Sugiyama vd., 1986; Odle, 1996).

Lever ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 bir c¢alisma sonrasinda plazma betain
seviyesinin, saglikli insanlarda plazma kortizol konsantrasyonu ile negatif bir korelasyon
gosterdigini ortaya koymustur (Lever vd., 2012). Akabinde Apicella ve arkadaslar1 (2013)
ise betainin insanlarda akut egzersiz nobetlerine cevap olarak yiikselen, dolagimdaki

kortizol seviyesini diisiirdiiglinii belirtmistir (Apicella vd., 2013).

2.4.3.3. Betainin Kalp Saghg Ile Iliskisi

Degisen beslenme aliskanliklari, sedental yasam tarzi ve stres gibi faktorlerin neden
oldugu sebepler basta olmak iizere diinyada sik goriilen rahatsizliklardan biri de
giintimiizde kalp hastaliklaridir.

Schwahn ve arkadaslar1 (2007) fareler lizerinde yaptiklari bir ¢alismanin sonucunda
betain takviyesinin hiperhomosisteinemik farelerde aterojenik risk faktorlerini azalttigini
bildirmistir (Schwahn vd., 2007). Lv ve arkadaslar1 (2009) ise betain diyetinin,
apolipoprotein E eksik farelerde lezyonlar1 hafiflettigini belirtmistir (Lv vd., 2009).

Bu gibi veriler goz oniline alindiginda, betain bakimindan zengin bir diyetin, saglikli
insanlar iizerinde kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilecegi fikri ortaya atilmis olup
ayni zamanda karaciger rahatsizliklar1 ve ateroskleroz gibi patojenik durumlarda da

betainin yararli bir bilesik olabilecegi belirtilmistir (Olthof vd., 2003, 2005; Schwahn vd.,
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2007; Lv vd., 2009; Kim vd., 2009; Jung vd., 2013; Zhang vd., 2016; Day ve Kempson,
2016).

2.5. Kafein

Kafein, baslica kahve ¢ekirdekleri, ¢ay yapraklari, kakao c¢ekirdekleri ve bazi
bitkilerde bulunan dogal bir alkaloid bilesiktir (Murphy ve Benjamin, 1981; IARC, 1991,
Dlugosz ve Bracken, 1992; Carrillo ve Benitez, 1996). Kafeinin dikkat, hafiza ve duyum
gibi ¢esitli beyin fonksiyonlarini etkileyen ve diinya ¢apinda oldukg¢a fazla tiiketilen bir

merkezi sinir sistemi uyaricisi oldugu bildirilmistir (Tsunoda vd., 2018).

Sekil 2.5. Kafeinin kimyasal yapisi.

Kafeinin temel bileseni olan ksantin, ii¢ metil grubu ile birleserek kimyasal olarak
sekillenir ve bu nedenle kafein sistematikte 1,3,7-trimetilksantin olarak adlandirilmistir

(Sekil 2.5.) (Blanchard ve Sawers, 1983).

2.5.1. Kafein Kaynaklari

Kafeinin diinya capinda 63 bitkinin tohum ve meyvesinde bulundugu tespit
edilmistir (Ensminger vd., 1995). Yaygin olarak kafein, kahve ve kakao cekirdekleri, ¢ay
yapraklari ve kola gibi i¢eceklerde bulunur. Bunlarin yani sira farmakolojik olarak aktif bir
madde olan kafein, agr1 kesici ilaglar, soguk alginligi1 veya grip ilaclari, zayiflama ilaglari
ve bazi regeteli ilaglarin igeriginde de yer alir (Murphy ve Benjamin, 1981; IARC, 1991;
Dlugosz ve Bracken, 1992; Carrillo ve Benitez, 1996). Tablo 2.2.’de baz1 igecekler, gida

maddeleri ve ilaglardaki kafein miktar1 verilmistir.
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Tablo 2.2. Baz1 Igecekler, Gida Maddeleri ve Ilaclardaki Kafein Miktar1 (Dlugosz ve
Bracken, 1992; Barone ve Roberts, 1996; Shils vd., 1999; Tanda ve Goldberg, 2000).

Maddeler Kafein Miktar
Demlenmis kahve 56-100 mg/100 ml

Hazir kahve ve Cay 20-73 mg/100 ml

Kola 9-19 mg/100 ml

Kakao ve ¢ikolatal1 yiyecekler 30-100 mg/ tablet-kapsiil
Bazi ilaglar 15-200 mg/ tablet-kapsiil

Kahve ve caydaki kafein igerigi, hazirlama yontemine, kullanilan ¢ay ya da
kahvenin markasina ve servis kabinin boyutuna bagl olarak da farklilik gostermektedir

(Stavric vd., 1988).

2.5.2. Kafein Metabolizmasi

Kafein metabolizmasinin primer bdlgesi karacigerdir (Stavric ve Gilbert, 1990;
Arnaud, 1999). Kafein, viicuda alindiktan sonra gastrointestinal sistemden hizl1 bir sekilde
kan dolasimina gecer ve tamamen emilir. 1-1.5 saat icerisinde kandaki kafein miktari

maksimum seviyeye ulasir (Berger, 1988; Arnaud, 1999).
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Sekil 2.6. Insanlarda kafein metabolizmasi (Tang vd., 1987; Campbell, 1987; Nolen,
1989).

Kafein ilk adim olarak hepatik sitokrom enzimi tarafindan demetilasyona
ugratilarak dimetilksantinlere metabolize edilir. Burada dimetilksantinlerin ana primer
metaboliti paraksantindir. Daha diisiik oranlarda ise Sekil 2.6.’da gosterilen teofilin ve
teobromin primerleri meydana gelir. Paraksantin ana metabolitinden demetilasyon yolu ile
1-metilksantin ve 1-metiliirik asit olusur (Tang vd., 1987; Campbell, 1987; Nolen, 1989).

Kafeinin yarilanma Omrii ise cinsiyet, yas, hamilelik ve sigara kullanma gibi

faktorlere bagl olarak 2-12 saat arasinda degiskenlik gosterir. Sigara kullanan bireylerde
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kafeinin elimine edilme oraninin 2 kat arttig1 gézlemlenmistir (Aranda vd., 1979; Dalvi,
1986; Gilbert vd., 1986; Scott vd., 1989; Stavric ve Gilbert, 1990; James, 1991; Dlugosz ve
Bracken, 1992; Eskenazi, 1993; Hinds vd., 1996; Arnaud, 1999; Karen, 2000).

2.5.3. Kafeinin Etki Mekanizmalar:

Kafeinin etkili oldugu mekanizmalar arasindan adenozin reseptdrlerine, merkezi
sinir sistemine, kardiyovaskiiler sisteme, solunum sistemine ve endokrin sisteme ayri

basliklar altinda asagida yer verilmistir.

2.5.3.1. Adenozin Reseptorleri

Kafeinin etki ettigi en Onemli mekanizma, adenozin reseptorlerinin
antagonizmasidir (Fredholm, 1985). Adenozin, siklik adenozin monofosfat (cAMP)’1n
hiicresel konsantrasyonlarini arttirabilen ya da azaltabilen A1 ve A2 gibi farkli reseptorlere
etki eden, lokal olarak saliman bir piirin hormondur. Adenozin reseptorleri,
kardiyovaskiiler, solunum ve gastrointestinal sistemler ile beyin, bobrek ve yag dokusunda
bulunur (Lathia ve Benowitz, 1990). Kafeinin A1 ve A2 olmak iizere her iki adenozin
reseptoriinil secici olmayan bir sekilde bloke ettigi ve kafeini diyetsel olarak alan kisilerde
kafein konsantrasyonlarinin adenozinin etkilerini inhibe ettigi bildirilmistir (Lathia ve

Benowitz, 1990).

2.5.3.2. Merkezi Sinir Sistemi

Kafeinin bilinen temel ozelliklerinden biri uyanik kalma siiresini arttirmasi ve
mental yorgunlugu azaltmasidir. Diizenli olarak giinlik hafif dozlarda kafein tiiketen
kisilerin, daha 1iy1 bir zihinsel aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir (Smith, 2002). Ancak
daha yiiksek dozlarda kafein alinmasi durumunda ise uzun siire uykusuzluk, endise, titreme

ve nobet gegirme gibi olumsuzluklar meydana gelebilir (Mathew ve Wilson, 1985).

2.5.3.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Kafeinin etkileri iizerine yapilan bir ¢alismada, iki fincan kahvede bulunan kafein
dozunun, kan basincimi yaklasik 5-10 mmHg yiikselttigi, kalp atis hizimi arttirdign ve
epinefrin, norepinefrin ve renin hormonlarinin salinimma neden oldugu bildirilmistir

(Robertson vd., 1978; Pincomb vd., 1985).
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Bagka bir calismadan elde edilen sonuglara goére ise kafeinin, karaciger ve
mezenterik kan akisini azalttifi ve postprandiyal ortostatik hipotansiyonlu hastalar
tizerinde yararh etkilere sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Onrot vd., 1985, 1986).

Ayrica kafeinin hem glomeriiler filtrasyon oranini arttirarak hem de sodyum ve
suyun yeniden tiibiiler emilimini inhibe ederek sodyum ve sudaki renal atilimi arttirdigi da

bilinmektedir (Smits vd., 1985).

2.5.3.4. Solunum Sistemi

Kafeinin, mediiller merkezi karbondioksite duyarli hale getirerek solunum hizini
arttirdig1 tespit edilmistir (Murat vd., 1981). Kafeinin, kronik obstriiktif akciger hastalig
olan hastalarda minimum ventilasyonu arttirdig1 ve astim1 olan hastalarda ise bronkodilator

(astim ilaci sinifi) gérevinde rol oynadigi ortaya ¢ikarilmistir (Gong vd., 1986).

2.5.3.5. Endokrin ve Metabolik Etkiler

Kafeinin endokrin ve metabolik etkilerine bakildiginda, uzun siire kafein tiikketimi
sonucunda, kafeinin lipit metabolizmasini etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Yokogoshi
vd., 1983). Epidemiyolojik ¢alismalar, diizenli kahve tiiketimi ile artmis serum kolesterol
arasinda bir iligski oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Williams vd., 1985; Davis vd., 1988).

Kafeinin, dolasim sistemindeki agirlikli olarak epinefrin olmak iizere
katekolaminlerin, plazmadaki renin aktivitesinin, serbest yag asitlerinin ve kortizoliin
metabolik hizim1 ve kandaki glikoz seviyelerini arttirdig1 gozlemlenmistir (Robertson vd.,

1978; Jung vd., 1981).

2.5.4. Kafein Toksisitesi

Direkt olarak kafein alimina bagl gergeklesen klinik vakalar yaygin olmamakla
birlikte, giinde 1000 mg’dan fazla kafein tiikketiminin kisiler tizerinde toksik etkiler ortaya
cikarabilecegi bildirilmistir (Mikkelsen, 1978; Stavric vd., 1988; James, 1991).

Yetigkinlerde kafein toksisitesi, sinirlilik hali, uykusuzluk, duyusal rahatsizliklar,
diiirez, aritmi, tasikardi ve gastrointestinal rahatsizliklar gibi genis klinik semptomlara
neden olabilir. Cocuklarda ise siddetli kusma, tasikardi, merkezi sinir sistemi ajitasyonu ve
ditirez ile karakterizedir (Stavric vd., 1988; James, 1991).

Yenidogan bebeklerin kordon kaninda onemli miktarda kafein bulunmaktadir

(Hoff, 1982). Hamilelik doneminde fazla miktarda kafein tiiketen annelerin bebeklerinde,
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irritabilite, titreme ve kusmadan olusan yenidogan yoksunlugu sendromu meydana

gelebilecegi belirtilmistir (McGowan vd., 1988).

2.5.5. Kafein ve Hastaliklar

Glinimiizde kafein ve hastaliklara iliskin baslica saglik sorunlari, koroner kalp
hastaliklari, tireme bozukluklar1 ve psikiyatrik bozukluklardir. Bunlara ilaveten kafeinin
sempatomimetik ve analjezik ilaclarla olan etkilesiminin kardiyovaskiiler sistem ve bobrek
hasarlarina neden olabilecegi bildirilmistir. Kafein ve kanser iliskisine bakildiginda ise
kafeinin dogrudan kanser olusumuna neden olduguna dair net bulgular yoktur (Lathia ve

Benowitz, 1990).

2.6. Ellajik Asit

Epidemiyolojik ¢aligmalar, meyve ve sebze igeriklerinde bulunan fitokimyasallarin
giinliik diyet ile alinmasi durumunda, saglik ve refahi arttirmanin yani sira kanser gibi
cesitli kronik patolojik risklerin azaltilmasinda da yararli olabilecegini ortaya gikarmigtir
(Block vd.,1992; Weisburg vd., 2013).

Odunsu bitkiler, ¢esitli meyveler, kuruyemisler ve damitilmis igeceklerde bulunan
ellajik asit fenolik bir bilesiktir (Talcott ve Lee, 2002). Sekil 2.7.’de ellajik asitin kimyasal
yapis1 verilmistir.

Ellajik asit gibi fenolik fitokimyasallarin oksidatif stresin olumsuz etkilerini
dogrudan bir antioksidan gibi hareket ederek veya hiicresel antioksidan enzim sistemlerini

indiikleyerek islev gosterdigi diisiiniilmektedir (Vattem ve Shetty, 2004).

O
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Sekil 2.7. Ellajik asitin kimyasal yapisi.
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2.6.1. Ellajik Asit Kaynaklari

Ellajik asit, bitkilerdeki hiicre ¢eperi ve hiicre zarinin yapisal bilesenlerinden biri
olan ve ellajitaninler olarak adlandirilan hidrolizlenebilir tanenler formunda bulunur.
Ellajitaninler, hidroliz edildiklerinde ellajik asidi meydana getiren, ellajik asit igerikli
glikoz esterleridir (Marwan ve Nagel, 1986; Chen vd., 2001).

Nar, ahududu, bégiirtlen, ¢ilek, kirmizi {iziim ¢ekirdegi, ceviz, badem ve yesilcay
yiiksek oranda ellajik asit igerigine sahip olan besinlerdir (Landete, 2011; Weisburg vd.,
2013). Bunun yam sira sarap ve lizim suyu gibi damitilmis icecekler de ellajik asit
icerigine sahiptir (Seeram vd., 2004).

Bitki kokenli besinlerin yapitaslari olan fenolik bilesikler, beslenmedeki temel
antioksidanlar1 temsil etmekte olup giinliikk diyetle alimlarinin yaklasik 1 g oldugu

belirtilmistir (Scalbert ve Williamson, 2000).

2.6.2. Ellajik Asit Metabolizmasi

Ellajik asit metabolizmasi ile igili yapilan bir ¢calismada, ratlara verilen ellajik asit
dozunun %10’unun metabolit olarak emilerek idrar ve digk: ile atildig1 gozlemlenmistir
(Doyle ve Griffiths, 1980). Sonrasinda yapilan baska bir ¢alismada ise yliksek dozda ellajik
asit verilen farelerde emilimin %28 oldugu tespit edilmistir (Teel ve Martin, 1988).
Seeram, Lee ve Heber’in (2004) in vivo olarak insanlar iizerinde yiiriittiigli bir arastirmada,
nar suyunu tiiketen kisilerde, ellajik asitin plazmada 1 saatlik postresyondan sonra
maksimum konsantrasyonda tespit edilip 4 saat iginde hizli bir sekilde emildigi
gbzlemlenmistir. Bu nedenle insan plazmasindaki serbest ellajik asit varliginin fizyolojik
pH ve bagirsak mikrobiyotas1 ile kolaylastirilan ellajitaninlerin hidrolizi sonucunda
salinabilecegi diistiniilmektedir (Seeram vd., 2004).

Ellajitaninler, in vivo fizyolojik kosullar altinda ellajik asite hidrolize edilir ve
ellajik asit daha sonra farkli {irolitinler liretmek icin bagirsak mikrobiyotas: tarafindan
kademeli olarak metabolize edilir (Landete, 2011).

Urolitin A, iirolitin B, hidroksi iirolitin A, iirolitin A-glukiironid ve dimetil ellajik
asit-glukiironid ellajik asit tiirevli metabolitlerdir (Talcott vd., 2006). Urolitinlerin, kolon
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasin
uyardigi ve MAPK (mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz sinyal yolagi) in vitro
sinyallesme gibi kolon kanseri gelisimi ile baglantili anahtar hiicresel siire¢leri modiile

ettigi vurgulanmistir (Larrosa vd., 2006; Gonzalez-Sarrias vd., 2009).
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2.6.3. Ellajik Asit Fonksiyonlar:

Radikalleri yok etme aktivitesi, kemopreventif ve anti-viral aktiviteler, kanser
olusumunu inhibe etme ve apoptozu indiikleme gibi onemli biyolojik fonksiyonlarda
ellajik asidin rol oynadig1 belirtilmistir (Xu vd., 2003; Seeram vd., 2004; Losso vd., 2004;
Weisburg vd., 2013). Ellajik asit ile ilgili yapilan in vitro ¢alismalarda, pankreas, meme,
prostat bezi, 16semi, noroblastom ve kolon kanseri gibi kanser hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigi tespit edilmistir (Losso vd., 2004; Edderkaoui vd., 2008; Fjaeraa ve Nanberg,
2009; Hagiwara vd., 2010). Bu fonksiyonlarin yani sira ellajik asidin, matriks
metaloproteinazlar1 ve vaskiiler endotel biiyiime faktorii ekspresyonunu diizenledigi de
distiniilmektedir (Losso vd., 2004). Ayrica antioksidan aktivite, Ostrojenik ve anti-
Ostrojenik etkiler, anti-inflamatuar, antimikrobiyal ve prebiyotik fonksiyonlar icin de

ellajik asit onemli bir yere sahiptir (Landete, 2011).

2.6.4. Ellajik Asit Ile Tlgili Yapilan Deneysel Calismalar

Cozzi ve digerlerinin yapmis oldugu bir ¢aligma sonucunda, ellajik asit araciligiyla
hidrojen peroksite kars1 gozlenen sitogenetik korumanin, reaktif serbest radikallerin (ROS)
uzaklastirilmasi ile olabilecegi one siiriilmiistiir (Cozzi vd., 1995). Buna bagl olarak da
ellajik asidin koruyucu etkileri DNA baglanmasi, ROS {iretiminin inhibe edilmesi ve
DNA’nin alkilasyon hasarindan korunmasi gibi faktorlere dayandirilmistir (Barch vd.,
1996).

Ellajik asidin, Salmonella TA 98 ve TA100 test suslarinda aflatoksin B1 tarafindan
indiiklenen mutajenezi inhibe ettigi bulunmustur (Soni vd., 1997). Baska bir ¢alismada ise
ellajik asidin hem in vivo hem de in vitro olarak karbon tetra kloriire kars1 hepatopratektif
aktivite sergiledigi tespit edilmistir (Singh vd., 1999).

Ellajik asit uygulamasi ratlarin lenfositlerinde radyasyona bagli olarak meydana
gelen DNA kirilmalarmi da onler. Ayrica hiicre dongiisiiniin G1’de tutuklanmasini
indiikleyerek hiicrenin boliinmesini inhibe eder ve timar hiicrelerindeki apoptozu indiikler
(Arayanan vd., 1999).

Chen ve digerleri, ellajik asidin ve diger fenolik tiirevlerinin anti-timor etkisinin,
timor promotorlart i¢in bir reseptér gorevinde olan protein kinaz C’nin bir redoks

modifikasyonunun indiiklenmesi aracilig1 ile olabilecegini 6ne stirmiistiir (Chen vd., 2000).
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Ayrica ellajik asidin, lipit peroksidasyonunu azaltmada ve glutatyonu arttirmada
etkili oldugu bulunmustur. Bunun glutatyonun hiicre i¢i sentezini indiikleme ve rediikte

glutatyonu yeniden iiretme yoluyla olabilecegi diisiiniilmektedir (Khanduja vd., 1999).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismas1, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 390 no’lu etik kurul karari ile ger¢eklestirilmistir. Tez ¢aligmasina yonelik
deneyler ise, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve PCR

Laboratuvarlari’nda yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Mus musculus (Swiss albino)’nun genel 6zellikleri

Giliniimiizde laboratuvar ortaminda deney hayvani olarak siklikla tercih edilen
fareler, tarla ve ambarlarda yasayan yabani ev faresi Mus musculus’ tan kdken almistir.
Mus musculuslar, kiiciik boyutlarda olmalari, iizerinde kolay bir sekilde uygulama
yapmaya elverisli olmalari, fizyolojik olarak insanlara benzer 6zellikler tasimalari ve diger
deney hayvanlarina oranla nispeten daha az maliyetli olmalari nedeniyle bilimsel
arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir. Genel olarak antikor, ilag, kanser, as1 gibi
biyomedikal c¢alismalarin yani sira bir¢ok biyolojik ve tibbi aragtirmalarda da Mus
musculus 'tan yararlanilir (Petter, 1976; Morse, 1981; Weber ve Olsson, 2008).

Bu ¢alismada Mus musculus’un bir ¢esidi olan swiss albino fareler kullanilmustr.
3.1.2. Orneklerin Temin Edilmesi

49 adet erkek swiss albino fare, Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari
Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’ndan, 6.12.2018 tarihinde temin edilmistir.

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Termal dongii cihazi (Biorad C1000 Touch), vorteks (Dragon Lab Mx-f), santrifiij
(Hettich), mini santrifiij (WiseSpin CF-10), manyetik karistirici (WiseStir MSH-20A),
doku homojenizatorii (Qiagen), aura PCR kabini (Bioair), mikroplaka c¢alkalayici
inkiibatorii (Zhwy-2000), mikroplaka okuyucu (Thermo), spektrofotometre (PG T70
UV/VIS), otoklav (Alp) ve derin dondurucu (Argelik).
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3.1.4. Calismada Kullanilan Malzemelerin ve Ortamin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan diger arag¢ ve geregler ise pipet uglari, ependorf tiipler, PCR
tiipleri, cam tiipler, cam siseler, beher, erlen, meziir, tek kullanimlik petriler, plastik 6l¢t
kaplari, raklar, makas, pens ve bistiiridir.

Pipet uglari, ependorf, cam ve PCR tiipleri, ¢ozeltiler, cam malzemeler, metal
malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger malzemeler ¢alismadan 6nce 121 °C’de 20 dk 1 atm
basingta otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Calisma oncesinde, DNaz ve RNaz kontaminasyonuna engel olmak icin c¢alisilan
ortamin, kullanilan malzemelerin ve kullanilan kit soliisyonlarinin steril olmasina dikkat

edilmistir.

Sekil 3.1. Aura PCR kabininde sterilizasyon.

Bunun yani sira pipetler, pipet uglari, tiipler ve raklar aura PCR cihazinda UV 151k
altinda sterilize edilmistir. (Sekil 3.1.) Bu calismada ultra saf su kullanilmistir. Kit
soliisyonlar: aliquotlara ayrilarak kontaminasyon riskine karsi laboratuvardaki diger reaktif
komponentlerinden uzak tutulmustur. Calismada kullanilan 1s1ya dayanikli tiim malzemeler
otoklavlanmistir. Calisma sirasinda steril eldiven, maske, onliik kullanilmistir. Calismanin

giivenligi acisindan filtreli pipet uglar tercih edilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1.Deney Hayvanlarinin Bakimi

Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilen 2.5-4.5 aylik, 49 adet ergin erkek fareler, Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvarina
getirilerek 7 giin boyunca alisma siirecine birakilmistir. Bu siiregte farelere, sadece normal

pellet yem ve su verilmistir. Sekil 3.2.’de farelerin aklimatizasyon ortami gosterilmistir.

Sekil 3.2. Farelerin aklimatizasyon ortamu.

3.2.2. Betain, Kafein ve Ellajik Asit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Farelere verilecek olan betain dozu, 180 mg/kg ve 90 mg/kg olarak belirlenmistir.
Bu doz farelere 10 uL sivi igerisinde verilecek sekilde betain ¢ozeltisi saf su igerisinde
hazirlanmistir. Kafein dozu ise 30 mg/kg ve 15 mg/kg olarak belirlenmis ve yine 10 pL
stvi igerisinde verilmek iizere DMSO-yag sivilarinda c¢oziilerek kafein c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Son olarak ellajik asit dozu da 40 mg/kg olarak belirlenmistir. Diger
cozeltiler gibi ellajik asit ¢ozeltisi de 10 pL sivi igerisinde verilecek sekilde DMSO
stvisinda ¢oziilerek hazirlanmastir.

Betain, kafein ve ellajik asit ¢ozeltilerinin dozlar1 belirlenirken, bu bilesiklerin
insanlar tarafindan gidalarla alinabilecek sinirlar igerisinde kalmasina dikkat edilmistir.
Kafein ile fareler iizerinde yapilan g¢alismalarda genellikle 5-60 mg/kg arasi dozlar
kullanilmistir. Bizim kullandigimiz 30 mg/kg ve 15 mg/kg’lik dozlar yaklagik 9 bardak ve
4,5 bardak filtre kahve ile insanlarin alabilecegi dozlardir (Stavric vd., 1988; James, 1991;
Dlugosz ve Bracken, 1992; Barone ve Roberts, 1996; Shils vd., 1999; Tanda ve Goldberg,

27


https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/
https://tanatarken.wordpress.com/2017/06/10/c-derece-santigrat-nasil-yazilir/

2000). Literatiirde betain ile yapilan calismalarda dozlar, 50-1000 mg/kg arasinda
degismekle birlikte cogunlukla 100-200 mg/kg’lik dozlar kullanilmistir (Zeisel, 2003;
Craig, 2004; Kathirvel vd., 2010; Preedy, 2015). Ellajik asit ise literatiir taramalarimizda 3
mg/kg ile 1000 mg/kg arasinda degisen dozlarda kullanilmistir (Marwan ve Nagel, 1986;
Scalbert ve Williamson, 2000 Chen vd., 2001; Landete, 2011; Weisburg vd., 2013).

3.2.3. Farelerin Gruplandirilmasi ve Uygulamalar

Alisma siiresi sonunda fareler, her kafeste 6, sadece bir kafeste 7 fare olacak sekilde
8 gruba ayrilmistir. Igerisinde farelerin bulundugu kafesler de bu gruplara uygun bir
sekilde etiketlendirilmistir. 30 giin boyunca her giin bu gruplandirmaya uygun bir sekilde
betain, kafein, ellajik asit ¢ozeltileri ve kontrol grubuna ait sivilar farelere verilmistir. Sekil
3.3.’te farelere ajanlarin nasil verildigi gosterilmistir.

Farelere, deney hayvanlari g¢alisma prensiplerine uygun olarak el tutus teknigi
uygulanmistir. Hayvanlarin olabildigince strese maruz birakilmamasina dikkat edilmis ve
gerekli hassasiyet gosterilmistir. Ajanlar, farelere agizdan otomatik pipet ile verilmis olup,
betain doz 1, kafein doz 1 ve ellajik asit sivilar1 10 pL, betain doz 2 ve kafein doz 2 sivilar
5 uL ve kontrol DMSO ile kontrol DMSO-yag sivilar1 7 pL’lik hacimde verilmistir.

Farelere verilen dozlar Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Farelere verilen giinliikk betain, kafein ve ellajik asit dozlar.

Ajan Gruplardaki Fare Doz
Sayisi

Betain Doz 1 6 180 mg/kg
Betain Doz 2 6 90 mg/kg
Kafein Doz 1 6 30 mg/kg
Kafein Doz 2 6 15 mg/kg
Ellajik Asit 6 40 mg/kg

Kontrol DMSO (¢6ziicii 1) 6 -

Kontrol DMSO-Yag 7 -

(coziicii 2)
Kontrol (-) 6 -
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Sekil 3.3. Farelere ajanlarin verilmesi.

3.2.4. Farelerin Diseksiyonu

Diseksiyon islemi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari’nin  operasyon odalarinda  gergeklestirilmistir.
Diseksiyon Oncesi farelere eter anestezisi uygulanmistir. Baygin bireyler kopiik lizerine sirt
istli formda yatirilarak kol ve bacak kisimlarindan igne ile sabitlenmistir. Gogiis boslugu
bistiiri, pens ve makas yardimiyla agilmistir. Karaciger dokusu, icerisinde serum fizyolojik
cozeltisi bulunan bir petriye alinarak perfiize edilmistir. Her denege ayni islemler
uygulanarak sonraki iglemlerde kullanilmak tizere dokular ayri ayri ependorf tiiplere
alinmig ve derin dondurucuda saklanarak ertesi giin doku ekstraktlar1 hazirlanmistir.

Karaciger dokularinin kullanilmasinin sebebi, farelerde en yiiksek telomeraz

aktivitesinin, karaciger ve testis dokularinda bulunmasidir (Prowse ve Greider, 1995).
3.2.5. Kit Prosediiriiniin Uygulanmasi

Bu arastirmada, Roche Telomerase PCR-ELISA Kiti kullanilmistir. Uygulamalar kit
prosediiriinde yer alan talimatlara gore gerceklestirilmistir.
3.2.6. Doku Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

200 pL soguk lizis tamponu koyulan ependorf tiiplere karaciger doku ornekleri

eklenerek homojenitor ile pargalama islemi uygulanmistir. Bu islem sonrasinda lizatlar buz

29



tizerinde 30 dk’lik inkiibasyon sonrasinda 9500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi lizatlardan 175 pL siipernatan kisim temiz ependorf tiiplere alinarak TRAP PCR

islemine kadar derin dondurucuda saklanmastir.

3.2.7. TRAP PCR

TRAP PCR islemi aura PCR kabininde ve buz iizerinde yapilmistir. Her PCR
tiipiine 25 pL reaksiyon karisim soliisyonu ve 3 pL. doku ekstrakti konulmustur. Pozitif
kontrol tiipleri i¢in baslangigta, 20 pL ultra saf su ile pozitif kontrol doku ekstrakti
soliisyonu seyreltilip pozitif kontrol i¢in bu seyreltilmis soliisyon kullanilmistir. Negatif
kontrol tiipleri, pozitif kontrol doku ekstrakti soliisyonuna RNaz eklenerek hazirlanmistir.
Daha sonra 50 pL total hacmi saglayacak sekilde, kontrol tliplerine 24 pL, diger tliplere ise
22 pL ultra saf su eklenerek PCR islemine hazir hale getirilmistir.

Tablo 3.2. Termal dongii periyodu.

Dongii
PCR Basamaklan Sicakhik Zaman
sayisi
Primer uzatma 25°C 20 dk 1
Telomeraz 94 °C 5 dk 1
inaktivasyonu
Amplifikasyon Islemleri
Denatiirasyon 94 °C 30 sn
Annealing 50 °C 30 sn
(Baglanma) 25
Polimerizasyon 72 °C 90 sn
Son Uzama 72 °C 10 dk 1

Tablo 3.2°de gosterilen sekilde PCR islemi tamamlanmistir. PCR {irtinleri bir sonraki
giin yapilacak olan ELISA prosediiriinde kullanilmak iizere derin dondurucuda

bekletilmistir.
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3.2.8. ELISA

Reaksiyon tiiplerine 10 pL denatiirasyon ayiract sollisyonu ve 2,5 puL
amplifikasyon iiriinii eklenerek tiipler, 25 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra tiiplere 100 pL hibridizasyon tamponu eklenmis ve her bir tip kisaca
vortekslenmistir. Sonrasinda kit igerisinde bulunan mikro plaka kuyucuklara karisimdan
100 pL konularak ¢alkalamali inkiibatorde 37 °C 300 rpm’de 2 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardan hibridizasyon soliisyonunu uzaklastirmak icin
250 pL yikama tamponu ilave edilerek 30 sn boyunca kuyucuklarda bekletilmis ve yikama
islemi gerceklestirilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra kuyucuklara, DIG isaretli
problar1 tespit etmek icin kullanilan antibody konjugati olan anti-DIG-HRP ¢alisma
soliisyonundan 100 pL eklenerek 25 °C 300 rpm’de 30 dk inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonras1 5 kez yapilan yikama islemi sonrasinda HRP enzim katalizérliigiinde
renk degistiren, kromojenik bir substrat olan TMB soliisyonundan kuyucuklara 100 puL
ilave edilmis ve 25 °C 300 rpm’de 20 dk inkiibe edilmistir.

ELISA prosediiriiniin son asamasinda ise kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu
eklenerek 450 nm ve 690 nm’de mikro plaka okuyucu spektrofotometre ile 2 olgiim

yapilmustir.

3.2.9. Lowry Protein Tayini

Lowry yontemi kullanilarak doku ekstraktlarina protein tayini yapilmistir.
Baslangicta 0,4 g NAOH 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek bu karisima 2 g Na,COg3
ilave edilerek ilk ¢ozelti hazirlanmistir. Sonrasinda 0,2 g Na,K tartrat 10 ml distile suda ve
0,1 g Cu2SOq4 ise 10 ml distile suda ¢oziilerek diger ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu 3 ¢ozelti
100:1:1 oraninda sirasiyla karistirilarak taze karisim A elde edilmistir.

Her tiipe 2,5 ml karisim A ve 10 pL doku ekstratlarindan eklenerek 2 kez vokteks
yapilarak tiipler 10 dk bekletilmistir. Folin ciocalteu soliisyonu, distile su ile 1:1 oraninda
diliie edilerek her tiipe 250 pL eklenmis ve tekrar 2 kez vorteks yapilmistir. Lowry
metodu, peptit baglar tarafindan indirgenmis olan bakir iyonlarinin folin ciocalteu reaktifi
ile reaksiyonu temeline dayanir. Vorteks sonrasi tiipler karanlik bolmede 45 dk bekletilmis

ve 695 nm’de spektrofotometrede absorbans Sl¢iimii yapilmistir.
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3.2.10. Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Protein tayini i¢cin BSA standartlari ile yapilan grafik, Sekil 3.4.’de gosterilmistir.

Bu grafige gore her 6rnegin protein miktar1 hesaplanmistir.
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Sekil 3.4. Protein standart grafigi.

3.2.11. Relatif Telomeraz Aktivitesinin Hesaplanmasi
Relatif telomeraz aktivitesi (RTA) degerleri, ELISA isleminden sonra mikro plaka
okuyucu spektrofotometrede okunan absorbans degerlerinin protein miktarlarina boliiniip

100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanmistir.

3.2.12. Istatistik Testler
Istatiksel ~analizler icin minitab programi kullanilarak, Mann-Whitney,

KruskalWallis ve Mood’s Median non-parametrik testleri uygulanmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Relatif telomeraz aktivitesi sonuglari degerlendirilirken, her grup i¢in uygulanan
bilesik, hem kendi c¢oziiciisii hem de higbir sey verilmeyen kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Ayrica ayni bilesigin iki farkli dozunun da karsilagtirmasi yapilmistir.
Mann-Whitney testi ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda kafeinin yiiksek dozu ile
kafeinin diisiik dozu uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Ayrica betain yiiksek doz ve betain diisiik doz; kontrol ve ellajik
asit; kontrol ve ¢oziicli 2 gruplar1 arasinda da Mood’s Median testine gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (p<0,05). Relatif telomeraz aktivitesi sonuglari

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Gruplardaki relatif telomeraz aktivitesi.

Grup Relatif Telomeraz Aktivitesi = SH
Betain Doz 1 21.57+1.1.5
Betain Doz 2 23.88 +0.88
Kafein Doz 1 22.24 +1.31
Kafein Doz 2 30.52+2.77
Ellajik Asit 29.07 £ 1.86
Kontrol DMSO (¢6ziicii 1) 26.51 £1.52
Kontrol DMSO-Yag (¢oziicii 2) 25.76 +1.01
Kontrol (-) 24.08 + 1.36
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Sekil 4.1. Relatif telomeraz aktivitesi.

Sonuglara bakildigi zaman, ortalamalar1 birbirinden oldukga farkli goriinen bazi
gruplarin, istatistiksel analizlerde p<0,05 diizeyinde farkli ¢ikmamalarinin sebebi olarak,
bireysel varyasyonlar diisiiniilebilir. Her ne kadar laboratuvar fareleri uzun yillar
kendilesen soylardan olusuyor olsalar da bireysel varyasyonlar her zaman s6z konusudur
ve genetik polimorfizmin sonucu olarak, bazi biyolojik 6zellikler agisindan oldukga yiliksek
varyasyonlar gozlenebilmektedir (Paigen vd., 1985; Sellers vd., 2011).

Telomeraz enzim aktivitesi, yaslanma siirecinde, kanserde ve kok hiicrelerde
oldukca 6nemlidir (Jiang vd., 2018). Fare, zebra balig1 ve maya gibi ¢esitli organizmalarda
telomer kisalmasinin, genomik kararsizlik ve dmiir uzunlugu ile baglantili oldugu tespit
edilmistir (Blasco, 1997; Hemann, 2001). Yas artis1 gibi biyolojik olgular, erken yaslanma
sendromu gibi genetik hastaliklar veya 6zellikle stres gibi olumsuz g¢evresel faktorlerin
etkisi ile hem proliferatif hem de anti-proliferatif hiicrelerde telomer kisalmasi meydana
gelir. Hiicre boliinmesinin ardindan, kritik bir uzunluk noktasina ulasan telomerler
kisalmaya baslar ve buna bagli olarak organizmadaki yaslanma siireci aktif hale gelir.
Yaslanma siirecinde, fonksiyonel hiicrelerin kaybi, hayatta kalan ve anormal sekilde hasar

goren hiicrelerin birikmesiyle rejeneratif kapasite ve dokularda fonksiyon bozuklugu
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meydana gelir (Olovnikov, 1996; Shay ve Wright, 2001; Granger vd., 2002; Ural, 2006;
De Jesus ve Blasco, 2013).

Insan viicudunda belirli dokulardaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasiyla
karakterize bir hastalik olan kanserin tedavisinde, telomeraz enzimi Onemli bir rol
oynamaktadir. Kanserli hiicrelerin smirsiz olarak ¢ogalmasi, ¢ogunlukla telomeraz
ekspresyonu ile gergeklesmektedir. Kot huylu timorlerin, hemen hemen tiim
spektrumlarinda telomeraz aktivitesinin pozitif oldugu kanitlanmistir. Iyi huylu tiimérlerin
ise ¢ogunun, sinirli cogalma kapasitesi ve yaslanma ile paralellik gosteren telomeraz
inaktivasyonuyla karakterize oldugu tespit edilmistir (Olovnikov, 1996; Shay ve Wright,
2001; Granger vd., 2002; Ural, 2006; De Jesus ve Blasco, 2013).

Yaslanma ve kanserde 6zellikle 6nemli olan telomeraz aragtirmalar ile ilgili odak
noktast olan konulardan biri de telomeraz inhibisyonu ve aktivasyonudur. Telomeraz
inhibisyonu i¢in deneysel ve klinik c¢aligmalar, niikleotitler ve niikleosit tipi ters
transkriptaz inhibitorleri tarafindan inhibisyon, niikleosit olmayan kiiciik molekiiller
tarafindan dogrudan inhibisyon, telomeraz aktivitesinin oligoniikleotid inhibitorleri, gen
terapi, telomeraz spesifik fosforilasyon inhibitorleri, G-kuadrupleks stabilizorleri gibi
birgok farkli sekillerde gergeklestirilmektedir (Mutlu, 2017; Shay ve Wright, 2002;
Saretzki, 2003; Tarkanyi ve Aradi, 2008; Buseman vd., 2012).

Bu tez calismasinda telomeraz enzimi lizerine etkileri arastirilan betain, kafein ve
ellajik asit molekdilleri ile ilgili yapilmis olan ve literatiirde yer alan klinik ve deneysel pek
¢ok calisma vardir. Fakat bu bilesiklerden kafein ve betainin telomeraz enzimi iizerine
etkileri hakkinda literatiirde herhangi bir bilgi yer almamaktadir. Ellajik asitin telomeraz
aktivitesine etkisi ile ilgili olarak da az sayida makale mevcuttur.

Glisin amino asitinin bir tiirevi olan ve temelde bir metil donorii olarak gérev yapan
betain, proteinlerin sentezi, enerji metabolizmasi ve kreatin sentezi gibi metabolik
islemlerde transmetilasyon reaksiyonlart i¢in Onemlidir (Ratriyanto vd., 2009;
Mahmoudnia ve Madani, 2012). Metilasyon i¢in gerekli olan betainin eksikligi
durumunda, genetik instabilite, yaslanma ve kanser gibi olumsuzluklarin ortaya
cikabilecegi belirtilmistir (Newberne ve Rogers, 1986; Cooney, 1993; Blount vd., 1997).
Bunun yani sira betainin, mitokondriye bagimli hiicre 6liimiinii ve apoptozu engelledigi
ortaya ¢ikarilmistir (Graf vd., 2002; Ji ve Kaplowitz, 2003; Garrett vd., 2013). Ayrica
betainin antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikler ile hepatoprotektif potansiyele sahip
oldugu ve epigenetik modifikasyonda da rol oynadigi disiiniilmektedir (Kim vd., 2009;
Ueland, 2011; Jung, 2013; Chen vd., 2015; Day ve Kempson, 2016).
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Bu tez calismasindan elde edilen sonuglara gore, betain 6zellikle yiiksek dozunda
telomeraz enzimini hafifce inhibe etmektedir fakat bu inhibisyon istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu tez calismasinda farelere verilen dozlarin, 6zellikle giinliik
yasamimizda herhangi bir yan etki gdstermeden alabilecegimiz dozlar olmasina dikkat
edilmistir. Belki daha yiliksek dozlar uygulansaydi, betainden kaynaklanan telomeraz
inhibisyonunun daha belirgin hale geldigi goriilebilirdi.

Farmakolojik olarak aktif bir bilesen olan kafein, ¢ay, yesil¢ay, kahve ve kakao gibi
bitkisel iriinlerin yam1 sira giinlimiizde piyasada satilan birgok noroaktif ilacin da
iceriginde yer almaktadir. Kafeinin, uyarma, zihinsel dinamikligi ve enerji potansiyelini
arttirma ve yorgunluk hissini azaltma gibi ndrotransmitter etkilerine ilaveten birgok 6nemli
biyolojik etkileri de vardir. Ornegin, kas giicii ve koordinasyonu iizerine olumlu etkilere
sahip olan kafeinin, egzersiz sirasinda substrat kullanimini etkileyerek yag asitlerinin
mobilizasyonunu arttirdig1 icin glikojen utilizasyonuna olan bagimlilifi da azalttig
bildirilmistir. Buna ilaveten hiicre dongiisii fonksiyonlarini etkiledigi ve programlanmig
hiicre 6liimii ile apoptozu indiikledigi kanitlanmistir. Bode ve Dong (2007) yaptiklar1 bir
arastirmada kafeinin diisiik dozlarinin apoptozu indiikledigini belirtmislerdir. Kafeinin
biyolojik etkilerinin yiiksek (milimolar) ve diisiik (mikromolar) arasinda degisen dozlarina
bagli olarak fonksiyon gosterdigine dair yapilan bir¢cok ¢alisma vardir (Denaro vd., 1991;
Nehlig vd., 1992; Bode ve Dong, 2007; Akga vd., 2018).

Bu tez ¢alismasinda, kafeinin hem yiiksek ve diisiik dozu arasinda hem de kendi
tastyicist olan ¢oziicii 2 kontrol grubu arasinda oldukga farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir.
Kafein yiiksek dozunun, telomeraz enzim aktivitesi iizerinde inhibitdr bir etkiye sahip
oldugu, diisiik dozunun ise aktivator bir etkiye sahip oldugu sodylenebilir. Telomeraz
tizerinde aktivator ve inhibitor etkisi oldugu tespit edilen pek ¢ok dogal bilesikte de buna
benzer durumlar gozlenmistir. Ornegin, deve dikeni bitkisinin igeriginde bulunan
silimarinin telomeraz aktivitesi ilizerine etkileri arastirildiginda, hem yiiksek ve disiik
dozlarinda, hem de kanserli ve kanserli olmayan hiicreler iizerinde farkli etkiler gosterdigi
tesbit edilmistir. K562 16semi hiicre hatti, silimarin ile muamele edilmis ve telomeraz
aktivitesinin inhibe edilmesi saglanmistir. Ancak kanserli olmayan endotelyal hiicrelerde
ise silimarinin telomeraz iizerinde aktivator etkisinin oldugu gézlemlenmistir. Benzer bir
durum ozellikle {iziim c¢ekirdeginin iceriginde bulunan resveratrol bilesigi icin de
sOylenebilir. Resveratroliin, baz1 kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesini inhibe ettigi
ancak epitelyal ve endotelyal progenitdr hiicrelerde ise telomerazi aktive ettigi

saptanmistir. Yine resveratrol, diisik dozlarinda telomeraz aktivatorii olarak etki
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gosterirken, yiikksek dozlarinda ise telomeraz inhibitorii olarak davranmaktadir (Mutlu,
2017). Bu tez ¢alismasinda da, kafeinin telomeraz aktivasyonu ve inhibisyonu ile ilgili
olarak doza bagli bir etki gostedigi ortaya ¢ikartilmistir.

Fenolik bir bilesik olan ellajik asitin ise radikalleri yok etme, kemopreventif ve
antiviral etki gdsterme, kanser olusumunu inhibe etme ve apoptozu indiikleme gibi 6nemli
fonksiyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir (Xu vd., 2003; Seeram vd., 2004; Losso vd.,
2004; Weisburg vd., 2013). Ellajik asitin fonksiyonlar1 iizerine yapilan in vitro
calismalarda, pankreas, meme, prostat bezi, 16semi, noroblastom ve kolon kanseri gibi
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Losso vd., 2004; Edderkaoui
vd., 2008; Fjaeraa ve Nanberg, 2009; Hagiwara vd., 2010).

Ellajik asitin telomeraz enzim ekspresyonuna etkisi ile ilgili literatiirde yapilmis bir
adet calisma vardir. Bu ¢calismada MCF-7 kanser hiicre hattinda, ¢alismada verilen ellajik
asit dozunun telomerazin Kkatalitik alt birimi olan hTERT ifadesini baskiladigi
gosterilmistir. Diger pek cok dogal bilesik gibi, ellajik asit de kanserli ve normal
hiicrelerde veya diisiik ve yiiksek dozlarda farkli etki gosteriyor olabilir (Strati vd., 2009).

Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara gore ise, uyguladigimiz dozda ellajik asit,
tastyicist olan ¢oziicii 1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, telomeraz aktivitesini
arttirmaktadir fakat bu aktivasyon istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde degildir. Bunun

sebebi olarak, bireysel varyasyonlarin standart hata {izerine etkisini diisinmekteyiz.

37



5. SONUC

Yasam kosullarinin giin gectikge degismesiyle birlikte sagliksiz ve diizensiz
beslenme aligkanliklari, sedental yasam tarzi, stres, sigara ve alkol kullanimi, ¢evre kirliligi
ve teknolojinin bir dezavantaji olan radyasyona maruz kalma gibi olumsuz faktorler
oldukca artmaktadir. Bu faktorlerin bir sonucu olarak da giiniimiizde hastaliklarin
sayisinda artis meydana gelmekte olup, kisilerin sagliklarin1 koruyabilmeleri oldukga
zorlagsmaktadir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve c¢esitli kronik rahatsizliklarin yani sira
kanser de, ilizerinde en ¢ok arastirmalar yapilan, bir¢ok tedavi yontemi gelistirilen ve farkli
korunma yollar1 6nerilen bir hastaliktir. Kanser ile ilgili en sik tercih edilen tedavi yontemi
kemoterapi ve radyoterapidir. Ancak bu tedavi yontemleri hastalar iizerinde farkli yan
etkilere sebep oldugu i¢in, bunlara alternatif olabilecek pek ¢ok tedavi yontemi
gelistirilmektedir. Iste telomeraz enzimi bu noktada 6nemli bir hedef haline gelmistir.

Telomeraz enziminin kesfiyle birlikte, bu enzimin biyolojik fonksiyonlar ile ilgili
bircok bilimsel arastirma literatiirde yerini almistir. Kanser olusum mekanizmalari
incelendiginde, kanser hiicrelerinin sinirsiz boliinme yeteneklerini telomeraz enzimi
sayesinde kazandiklar1 tespit edilmistir. Bu nedenle kanser tedavisinde telomeraz
aktivitesinin inhibisyonu saglanarak kanser hiicrelerinin yok edilebildigi ile ilgili birgok
klinik vaka 6rnegi bulunmaktadir.

Ancak telomeraz enziminin fonksiyonu, sadece kanser hiicrelerinin sinirsiz
boliinme yetenegi kazanmalari ile sinirlandirilmamalidir. S6yle ki, her hiicre boliinmesi
sonucunda kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan, art arda gelen dizilimlerden olusan ve
telomer adi verilen yapilarin kisalmasi sonucunda hiicresel yaslanma meydana
gelmektedir. Yaslanmanin molekiiler mekanizmalari arastirildiginda, telomer ve telomeraz
aktivitesi olduk¢a onemli bir yere sahiptir. Yaslanma siirecini yavaslatmak ve hiicresel
yaslanmanin Oniine gegebilmek i¢in telomeraz aktivasyonu iizerinde durulmaktadir. Bu
nedenle telomeraz hem kanserde hem de yaslanmada kilit bir rol oynadig1 i¢in hedef bir
enzim olmustur.

Telomeraz inhibisyonu ve aktivasyonu ile ilgili yapilan caligmalar sonucunda,
sentetik bilesiklerin yani sira dogada bulunan birgok bitkisel bilesigin telomeraz tizerinde,
aktivator veya inhibitor etki saglayan modifikatorler olabilecegi ispatlanmistir. Bu tez
calismasinda etkileri arastirilan betain, kafein ve ellajik asit de, elde edilen sonuglara gore

bitkisel kaynakli telomeraz modifikatorleridir. Tartigma boliimiinde de deginildigi gibi,
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bitkisel kaynakli telomeraz modifikatorlerinin etkileri dozlarina bagl olarak degiskenlik
gostermektedir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar géz 6niine alindiginda, giinliik beslenme
rutinine kisisel saglik fonksiyonlar1 dikkate alinarak betain, kafein ve ellajik asit igerigine
sahip olan yiyecekler veya igeriginde bu bilesiklerin bulundugu besin destekleri bir hekim

ya da beslenme uzmani denetiminde eklenebilir.
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