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ONSOZ
Bu ¢alismada, Trabzon Siirmene’den toplanmis olan Camellia sinensis yapraklari
ile marketten satin alinmis (ticari) yesil caydan hazirlanan ekstrelerin NIH 3T3

fare fibroblast hiicrelerinde yara iyilestirici etkileri, U20S osteosarkom
hiicrelerinde de aktikanser aktiviteleri in vitro olarak arastirilmigtir.

Yara 1iyilestirici aktivitenin arastirllmasinda Masson’s Trichrome Teknigi
kullanilmis ve Centella asiatica ekstresi (TEKA) pozitif kontrol olarak
calisilmistir. Antikanser aktivite arastirmasinda, ekstrelerin sitotoksik etkileri
MTT yontemiyle, apoptotik etkileri ise hiicre akim sitometrisi ile degerlendirilmis
ve katesin pozitif kontrol olarak calisilmistir.
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CAMELLIA SINENSIS EKSTRELERININ IN VITRO ANTiOKSIDAN,
YARA IYILESTIRICI VE U20S OSTEOSARKOM HUCRELERINDE
ANTIKANSER AKTIiVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (cay), polifenollerce zengin bir bitki
olup, oOzellikle de flavan-3-ol (katesin) ve flavonol glikozidleri igerir. C.
sinensis’den elde edilen yesil ¢ayin, icerdigi polifenoller sebebiyle giiglii
antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik, antikanserojenik, antianjiyojenik,
apoptotik, hipolipidemik, antiarteriosklerotik, antidiyabetik, antibakteriyel,
antiviral ve yaslanmay1 geciktirici etkilere sahip oldugu aciklanmistir. Bu
calismada, Trabzon Siirmene’den toplanan Camellia sinensis yapraklar ile satin
aldigimiz (ticari) yesil ¢cay’dan hazirladigimiz inflizyon ve metanol ekstrelerinin
antioksidan, yara iyilestirici ve antikanser aktiviteleri in vitro olarak
arastirilmistir. Toplam fenolik madde miktarlart Folin-Ciocaltaeu Metodu ile,
antioksidan aktivite tayini ise DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve p-Karoten-
Linoleik Asit lizerinden tayin edilmistir.

0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/ml konsantrasyonlar1 hazirlanan C. sinensis ekstrelerinin 24
ve 48 saatlik yara iyilestirici etkileri NIH 3T3 hiicrelerinde Masson’s Trichrome
Teknigi kullanmilarak arastinlmistir. 5, 10, 20, 40, 60 pg/ml ekstre
konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik antikanser aktiviteleri de U20S
osteosarkom hiicrelerinde MTT (sitotoksik etki) ve akim sitometri (apoptotik
etki) yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

C. sinensis metanol ekstrelerinin, inflizyon gruplarina gore total fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktiviteleri daha yiliksek bulunmustur. Bu bulgulara paralel
olarak metanol ekstreleri kontrolle karsilastirildiginda, hem yara iyilestirici hem
de antikanser aktivitelerinin yine infiizyon gruplarina gore daha anlamli oldugu
belirlenmistir. Yara iyilestirici etkide 6zellikle 1YC-Me (islenmis yesil cay-
metanol), YC-Me (islenmemis yesil ¢ay-metanol) ve SYC-Me (satin alinmig yesil
cay-metanol)’nin diisiik konsantrasyonlarinda, total hiicre sayisindaki artisa
paralel olarak mitoza giden hiicre sayilarinda da anlamli artiglar belirlenmistir.
Yine metanol ekstrelerinin 0.5 pg/ml konsantrasyonlarinda poligonal hiicre
sayilarindaki artislar kontrole gére 6nemli derecede anlamli bulunmustur. Graniil
sayist bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmemistir.
Sitotoksik etki bakimindan tiim ekstre gruplarinda konsantrasyon ve inkiibasyon
zamani arttikca sitotoksik etkinin arttigit ve hiicre proliferasyonun azaldigi
goriilmiistiir. Apoptotik etkinin de metanol ekstrelerinde infiizyon gruplarina gore
daha fazla oldugu belirlenmistir. Ozellikle apoptotik hiicre oran1 60 pg/ml I[YC-
Me, YC-Me, SYC-Me konsantrasyonlarinda sirastyla % 26.3, % 18.9 , % 14.7
olarak bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismada in vitro antioksidan, yara iyilestirici ve antikanser
aktivitede yliksek toplam fenolik madde igeren Camellia sinensis metanol
ekstrelerinin daha etkili oldugunu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: yara iyilesmesi, Camellia sinensis, osteosarkom, antioksidan,
antikanser



INVESTIGATIONS of IN VITRO ANTIOXIDANT, WOUND HEALING
and ANTICANCER ACTIVITIES IN U20S OSTEOSARCOMA CELLS

of CAMELLIA SINENSIS EXTRACTS

ABSTRACT

Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (tea) is a plant which is rich in
polyphenols including flavan-3-ol (catechin) ve flavonol glycosides. It’s been
reported that green tea which is obtained from C. sinensis has a potent antioxidant
activity and also antiinflammatory, antimutagenic, anticarcinogenic,
antiangiogenic, apoptotic, hipolipidemic, antiarteriosclerotic, antidiabetic,
antibacterial, antiviral and antiaging activities. In this study, methanol and
infusion extracts were prepared from the leaves of Camellia sinensis that were
gathered from Trabzon Siirmene and the green tea that we bought in order to
investigate antioxidant, wound healing and anticancer activities in vitro. Total
phenol constituents were determined by Folin-Ciocaltaeu Method and DPPH (2.2-
difenil-1-pikrilhidrazil) and p-Caroten-Linoleik Acid System were used to
determine antioxidant activity.

The prepared C. sinensis extracts were given to NIH 3T3 cells at the
concentrations of 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/ml and they were incubated for 24, 48 hours
to detect wound healing effects by using Masson’s Trichrome Tecnique. The
concentrations of extract (5, 10, 20, 40, 60 pg/ml) were given U20S osteosarcoma
cells to evaluate their anticancer activities at 24, 48 hours by using MTT and flow
cytometry assays.

Total phenolic constituents and antioxidant activities of methonol extracts were
higher than water extracts. The wound healing and anticancer activities of
methanol extracts were significantly increased when compared to control. In the
low concentrations of methanol extract groups in the wound healing effect, the
observed numbers of mitotic cells were significantly high along with the total cell
number. The 0.5 pg/ml concentration of the methanol extract was indicated an
increment in polygonal cell numbers when compared to control. There was no
significance in the groups in respect to number of granule cells. In cytotoxicity
test, it was observed that as the concentrations and incubation time increases the
cytotoxic effect was also increased; whereas the proliferation was decreased. The
apoptotic effect in methanol extracts were more potent when compared to infusion
groups. Especially; the cells which were treated with 60 pg/ml concentration of
methanol extract were indicated higher apoptotic cell ratio.

As a result it was concluded that methanol extracts of Camellia sinensis which
have high total phenolic constituents were more effective in antioxidant, wound
healing and anticancer activities.

Keywords: wound healing, Camellia sinensis, osteosarcoma, antioxidant,
anticancer
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GIRIS ve AMAC

Yillardir uzakdogu iilkelerinde kullanilan, zamanla Avrupa, Amerika ve diger
bolgelere de yayilan Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (cay), diinyada
sudan sonra en fazla tiiketilen icecektir (Weisburger, 1997).

Cay, bilesiminde bulunan biyoaktif maddeler nedeniyle pek c¢ok arastiricinin
dikkatini ¢eken bir igecek olup, ¢ayin saglik {izerine etkilerini inceleyen yogun
calismalar yapilmaktadir (Chen ve Dou, 2008; Kelly, 2007; Sharangi, 2009;
Weisburger, 1997). Varyete farkliliklari, ¢evresel etkenler, isleme metodlar1 ve
tireme siklig1 gibi etkenler cay yapraklarinin kimyasal kompozisyonunu degistirse
de, cay flavonoidler bakimindan zengindir. Basta koroner kalp hastaliklar ile
cesitli kanser tipleri olmak iizere, bircok hastaliga karsi koruyucu etki
gostermektedir (Kuroda ve Hara, 1999).

Caymn tepe tomurcugunun ve taze yapraklarmin, isleme icin uygun fiziksel
ozelliklere sahip ve kalite parametrelerini yogun sekilde igeren farkli iiretim
asamalarindan gegirilmesi ile, basta siyah ¢ay olmak iizere; yesil ¢cay, oolong ¢ay
ve beyaz cay gibi degisik cay cesitleri elde edilmektedir. Bunlardan yesil ¢ay
fermantasyona ugramadan, oolong cay1 yar1 fermente edilerek ve siyah ¢ay tam
fermantasyonla elde edilmektedir (Kuroda ve Hara, 1999; Sahin ve Ozdemir,
2006; Fisunoglu ve Besler, 2008).

Hasat edilen yapraklarin, kivirma ile birlikte hemen 1s11 uygulamaya maruz
birakilarak, kurutulmasiyla elde edilen yesil ¢cay (Camellia sinensis), diinya ¢ay
tilketiminin yaklasik %20’sini olusturmakta ve daha ¢ok Japonya, Cin ve diger
Asya iilkelerinde yaygin olarak tiiketilmektedir. Icerik olarak birbirine benzeyen
icecekler olan yesil ve siyah caylar, etkilerini farkli biyolojik aktif maddelerle
gosterirler. Yesil ¢ayda polifenoller flavonoid grubundan fazladir. Polifenol
grubundan katesinler, katesinlerden de epigallokatesin galat (EGCG) basta olmak
lizere epigallokatesin (EGC), epikatesin gallat (ECG), epikatesin (EC), katesin
(C), gallokatesin (GC) ve gallokatesin gallat (GCG) degisik miktarlarda
bulunmaktadir. Siyah ¢ayin ise en dnemli katesinleri siyah ¢aya rengini ve buruk
aromasini veren theaflavinler ve thearubiginlerdir (Fisunoglu ve Besler, 2008;
Sahin ve Ozdemir, 2006).

Yesil cayin igerdigi flavonoller sebebiyle giiclii antioksidan ve ayrica
antienflamatuar, antioksidan, antimutajenik, antikanserojenik, antianjiyojenik,
apoptotik, hipolipidemik, antiarteriosklerotik, antidiyabetik, antibakteriyel,
antiviral, yaslanmay1 geciktirici etkilere sahip oldugu; bdylece birgok hastaligin
olusum ve gelisimini 6nledigi yapilan caligmalarla ortaya konmustur (Brown,
1999; Chen ve Dou, 2008; Tosun ve Karadeniz, 2003; Fisunoglu ve Besler, 2008;
Hsu, 2005; Sahin ve Ozdemir, 2006). Epidemiyolojik calismalar, caydaki
polifenollerin kronik hastaliklara kars1 koruyucu etkisini gostermesi i¢in, saglikli
beslenme aliskanliklar ile birlikte tiiketilecek olan giinde 5-6 fincan ¢ayin kronik
hastalik risklerinin azaltilmasina yardimci olacagini belirtmektedir (Fisunoglu ve
Besler, 2008).

Yara iyilesmesi, yaralanma sonucu organizmada meydana gelen son derece
karmagik biyokimyasal ve hiicresel olaylar zinciri olup, yaralanmis dokuyu tekrar
normal durumuna getirmeye c¢alisan bir doku cevabi ve viicudun da bu
yaralanmaya karst olusturdugu savunma mekanizmasidir. Bugiline kadar yara



tyilesmesinde bitkisel tedavi amagh pek cok bitki 6rnegi kullanmilmis olup, C.
sinensis de bunlar arasindadir (Nursal ve ark., 1999; http-1 ; http-2). Genel olarak
yesil ¢cay ve polifenollerinin yara iyilestirici etki ve mekanizmalar1 ile ilgili in vivo
hayvan deneyleri mevcuttur. Deney hayvanlar1 {izerinde yiiriitiillen ¢aligmalarda
yesil ¢ayin yara iyilestirici etkisinin oldugu agiklanmistir (Hsu, 2005; Hsu ve ark.,
2003; Fu ve ark., 2000; Kapoor ve ark., 2004; Kim ve ark., 2008; Zhang ve ark.,
2006).

Kanser ise ¢agimizin en énemli saglik sorunlarindan birisidir. /n vitro hiicreler ve
in vivo hayvan modelleri kullanilarak yapilan deneysel ¢alisma sonuglarina gore,
yesil cay kolon, mide, 6zefagus ve akciger kanserleri basta olmak iizere prostat,
meme ve cilt kanseri gibi birgok kanser cesidine karsi koruyucu gorev yaptigi
aciklanmistir (Kayaalp 2009; Sharangi, 2009). Yesil ¢ay ve bilesimindeki
katesinlerin kansere karsi koruyucu etkileri; hiicre ¢ogalmasini engelleme, hiicre
dongiisiinii  durdurma, sitokinlerin salinimini  azaltma, etken reseptorleri
baskilama, mitotik uyarilar1 baskilama, mutajenite ve genotoksisiteyi Onleme,
serbest radikal temizleme, detoksifikasyon enzimlerini etkinlestirme, kanser
hiicrelerinin ~ apoptozunu  hizlandirma ve anjiyojenezi engelleme gibi
mekanizmalarla aciklanmaktadir (Koo ve Cho, 2004; Sahin ve Ozdemir, 2006).

Yapilan literatlir taramasi sonucunda, C. sinensis ekstrelerinin in vitro yara
tyilestirici etkisinin ve U20S osteosarkom hiicrelerinde de antikanser
aktivitelerinin c¢alisilmamis ve karsilagtirnllmamis oldugu tespit edilmistir. Bu
sebeple, yesil ¢ayin polifenol igerigi ve antioksidan 6zelliginden yola ¢ikarak bu
calismada, farkli yesil ¢ay ekstrelerinin yara iyilestirici ve U20S osteosarkom
hiicresinde de antiproliferatif etkileri arastirilmistir.

Tez kapsaminda, ham C. sinensis yapraklari, C. sinensis yapraklariin iglenmesi
ile elde edilmis yesil ¢ay ve ticari yesil cay yapraklarindan %2 lik infiizyon ve
metanol ekstreleri hazirlanmistir. Yapilan literatiir aragtirmalarindan, elde edilen
ekstrelerin antioksidan ativite gdsterebilecegi diisiiniilerek, oncelikli olarak her bir
ekstrenin farkli sistemlerde antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Daha sonra, bu
ekstrelerin farkli hiicre kiiltiirii deneysel modellerinde, yara iyilestirici ve
antikanserojenik aktiviteleri arastirilmistir.



KAYNAK BILGISI
Yara ve Yara lyilesmesi

Cilt veya mukozay1 olusturan yapilarin farkli nedenlerle biitiinliigiiniin bozulmasi
ya da kaybu ile, var olan fizyolojik 6zelliklerinin gecici olarak veya tamamen
kaybolmasina yara ad1 verilir (Kiligoglu ve ark., 2005).

Yaranin iyilesmesi, yaralanma sonucu organizmada meydana gelen son derece
karigik biyokimyasal ve hiicresel olaylar zinciri olup, yaralanmis dokuyu tekrar
normal durumuna getirmeye g¢alisan bir doku cevabi, viicudun bu yaralanmaya
kars1 savunma mekanizmasidir (http-1, http-2, Nursal ve ark., 1999). lyilesme
siireci yaralanma anindan itibaren baslayip giinler, aylar hatta yillarca siirebilir
(Kiligoglu ve ark., 2005).

Yara iyilegsmesinde tarihsel donemler

Yara bakiminin tarihi, insanlik tarihi kadar eskidir. Tarih 6ncesi donemlerdeki
tedavi sanati ile ilgili bilgilerimiz yazili belgelere degil, tarih oncesi resimlere
dayanmaktadir (K&slii, 1996).

Eski Misir'da Ebers tarafindan 1862'de bulunan papirisler tip tarihi bakimindan
ilging bilgiler ihtiva etmektedir. Ebers papiriisleri (Sekil 1), 900 kadar regete
ihtiva etmekte ve siiphesiz bunlardan bir kismu yara tedavisi ile ilgilidir. Ornegin,
Hint yagi hem lambalarda yakit olarak kullanilirken, ayn1 zamanda miishil,
yaralara ve yaniklara ila¢ olarak kullanilmistir. Yine Ebers papiriislerine gore
yaralara ilk giin sargilarla taze et kapatilmistir. Yine asilbent maddesi de, yaralara
stiriilebilen bir drog olarak kullanilmistir (Koslii, 1996).
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Sekil 1. Ebers Papiriisleri

Tibbin babasi olarak kabul edilen Hipokrat yaralarda katran (goudron) kul-
lanmakla, antisepsiyi ilk uygulayan olmustur. Yarada primer ve sekonder
iyilesmeyi ilk defa Hipokrat tanimlamistir; ayrica Hipokrat bali, kirli yaralarin
temizlenmesinde kullanmigtir. Eski Romada Celsus'un 5. kitabinda yara
iyilesmesinden s6z edilmekte ve bu amagcla kullanilan ilaglar arasinda zamk,
giihercile, safran ve susam bulunmakta olup, bunlarin ilk anestezik ilaglar oldugu
tahmin edilmektedir (K&sli, 1996).

Tiirklerde de yara tedavisi konusunda bazi ilgi ¢ekici 6rneklere rastlanilmaktadir.
Osmanli  hekimleri, yaralara karst katran kullanilmasinin yaralara 1iyi
geleceginden soz etmislerdir. Ornegin 16. yy da Nidai eserinde "el ve ayakta olan
yaralara katran1 birkag kere stirseler iyi gelir" diye bildirmistir. Yine Hekim Nidai,



incibar kokiiniin yaralara kars1 kullanilacagini yazmaktadir. 17. yy da Salih bin
Nasrullah Kantaron i¢in, kaynatilip sekerle igilirse Oksiirigli giderir, yaralara
striilirse iyi gelir diye agiklamistir. 17. yy da sigir dili kuyrugu yaki halinde
disardan kullanilmistir. Salih bin Nasrullah, eserinde, drogdan "Sirke ile yapilan
yakis1 cerahate iyidir" diye s6z ederken, asilbent olarak bilinen, 18. yy saray ecza-
ciliginda yeri olan ve eski Misir Carsisinda da satilan bu drog disardan siiriilmek
suretiyle yara iyilesmesinde kullanilmistir (Koslii, 1996).

Folklorik tip da Tiirkler’de bir o kadar gelismistir. Cok eskilere dayanan halk
tibbinin bazi yontemleri (akapunktiir, cicek asisi, banyolar, traksiyon gibi)
bilimsel tibba ge¢mistir. Bircogu ise halkin orf, adet ve aligkanliklar1 halinde
devam etmektedir (Kosli, 1996). Yara tedavisi ile ilgili olarak, Diyarbakir
yoresine ait halk ilaglar1 ve tedavi yontemlerinden birkag¢ 6rnek verilebilir:

- Kara merhem: iki ¢ay bardagi miirdesenk (miirdesing) ile yarim kilo zeytinyagi
birlikte kaynatilir. Kalinlasincaya kadar zaman zaman kanistirllir. Bu siire
ortalama iki saat kadar devam eder. Koyulasinca atesten indirilir iyice
kalinlasarak bir siire sonra donar. Kullanilmis temiz bir patiska iizerine serilerek
yaralarin iizerine konur (Koslii, 1996).

- Kapanmayan yaralarda; kina, nisasta ile birlikte yogrulur, hap haline getirilerek
kurutulur. Haplar her giin bir tane atese atilarak yara {istiine tiitsii yapilir (Koslii,
1996).

Yara iyilesme evreleri

Yara iyilesmesi, hemostazis ve inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon olarak
adlandirilan ayr1 fakat birbirleriyle i¢-ige olan {i¢c asamadan olusur. Bu
asamalardan herhangi birinde meydana gelen gecikme veya olumsuzluk yara
tyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir (Nursal ve ark., 1999).

1. Hemostazis ve inflamasyon fazi

Inflamasyon faz, yara iyilesme siirecinin ilk asamasidir. Yaralanma aninin hemen
ardindan islerlik kazanir ve 2-4 giin kadar siirer. Yaralanma sirasinda vaskiiler
biitlinliigiin bozulmasi ve kanamanin baslamasiyla birlikte sirasiyla; lokal
vazokonstriiksiyon, trombosit kiimelesmesi, trombosit tikaci, pithti ve fibrin
olusumu gerceklesir. Yani, yara bolgesindeki yikima ugramis damarlar hemen
daralir. Hasarli dokudan, ozellikle subendotelde, tromboplastik doku iiriinleri
disar1 salinir. Trombositler kiimeleserek ilk hemostatik tikaci olusturur ve boylece
pithtilasma ve kompleman sistemleri protrombinin trombine aktivasyonunu
gerceklestirir. Aktif durumdaki trombin ise, daha sonra polimerize olarak kalici
pthtiy1 olusturacak olan fibrine cevrilir (Bayraktar ve Yiicesir, 2009). Fibrin
olgunlastik¢a yaralanan bolge kurumus pihti ile hem daha fazla elektrolit ve su
kaybin1 onleyecek, hem de c¢evreden gelebilecek kontaminasyonu Onleyecektir
(Ciger, 1996). Yaralanma sirasinda ve yaralanmayi takip eden ilk glin yara
bolgesinde meydana gelen degisiklikler Sekil 2 ve Sekil 3’ de goriilmektedir
(Diegelmann ve Evans, 2004).

Vazokonstriksiyon bes ile on dakika kadar siirer. Bu sirada meydana gelen
hipoksiye ve salgilanan doku aracilarina cevap olarak vazodilatasyon gelisir.
Damar gegirgenliginde olusan artiy ve vazodilatasyon, akimi yavaslatarak
interstisyel alana sivi kagisina, lokal hiperemiye, basta notrofiller olmak {izere
tamir hiicrelerinin interstisyel alana gecisine yol acar (Bayraktar ve Yiicesir,



2009). Notrofiller, hiicresel yikim maddelerini, bakterileri ve yabanci cisimleri
yara bolgesinden uzaklastirirlar (Beyhan, 2008). Notrofiller gdrevlerini
gergeklestirdikten sonra makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Yaralanmanin 2-
3. giiniinde yara ylizeyinde makrofaj hakimiyeti baglar. Makrofajlar, bakteri ve
doku yikim irilinlerini fagosite etmekle kalmayip, ¢esitli sitokin, biiyiime
faktorleri ve nitrik oksit sentezlerini (Cizelge 1) gerceklestirirler (Kiligoglu ve
ark., 2005). Makrofajlardan saliman 20’ den fazla sitokin ve biiylime faktorii
bilinmektedir (Kilicoglu ve ark., 2005; Beyhan, 2008).

Cizelge 1. Makrofajlarin Yara lyilesmesindeki Rolii ve Etki Mekanizmalari

Etki Mekanizma
1- Fagositoz ve antimikrobiyal etki Oksijen radikalleri
-H,0, 0, -OH
Nitrik Oksit
2- Yara Debridmani Fagositoz, Enzimler,

kollajenaz, elastaz
3- Matriks sentezi Biyiime Faktorleri

- TGF-B, EGF, PDGF

Sitokinler
- TNF-a, IL-1, INF
Enzimler
- Kollajenaz, arjinaz
Prostoglandinler
- PGE2
4- Hiicre aktivasyonu Biiyiime Faktorleri
-PDGF, TGF-B, EGF,
IGF
Sitokinler

- TNF-a, IL-1, IL-6

Fibrinonektin
5- Anjiyogenez Biiyiime Faktorleri

- bFGF, VEGF

Sitokinler

- TNF-a

Monosit ve makrofajlarin yaradan uzaklastirilmasi, yara iyilesmesinin 6nemli
Olcide  yavaslamasina, fibroblast proliferasyonunun  gecikmesinde ve
anjiyogenezin bozulmasina yol agmaktadir (Beyhan, 2008).

Inflamasyon; bakteri, kimyasal maddeler, travma, sicaklik veya herhangi baska bir
olay nedeniyle yaralanan dokudan; dokuda belirgin ikincil degisikliklere neden



olan c¢esitli maddeler salinmasi ile olusmaktadir. Lokal kan damarlarindaki
vazodilatasyon sonucu, kapiller ge¢irgenliginin artmasi ve kan akimindaki artis ile
biliyiik miktarda sivinin interstisyel araliga sizmasi ve bu sivinin kapillerlerden
sizan fibrinojen ve diger proteinler sebebiyle pihtilasmasi, ¢cok sayidaki graniilosit
ve monositin dokuya gocii, doku hiicrelerinin sigsmesi inflamasyonun 5 temel
belirtisini olusturur. Bunlar; yaralanma bolgesinde 1s1 artisi, kizariklik, sislik, agri
hissi ve fonksiyon kaybidir. Burada 6nemli olan nokta, organizmanin yaralanma
olusumundan hemen sonra, hatta es zamanli baslayan bu yanitin, iyilesmeye
yonelik olmasidir. Ancak, kontrol altina alinmadig: taktirde iyilesmeyi geciktiren
veya engelleyen faktorler oldugu da bilinmelidir (Bayraktar ve Yiicesir, 2009).

— Epidermis
kirmuzi kan
hiicreleri

Fibroblast
Doku

monositi ™= Dermis

Trombos=sit
Kan damar

H

Sekil 2. Yaralanma Sirasinda Meydana Gelen Degisiklikler

Hatrofil Fibroblast

Marjinasyon

monositi

Sekil 3. Yaralanmayi Takip Eden ilk Giin



1I. Proliferatif faz

Graniilasyon dokusu: Yaralanmadan yaklagik 4 giin sonra, gegici ekstraselliiler
matriks (ECM), graniilasyon dokusu ile yer degistirmeye baglar. Bu morfolojik
degisim ayn1 zamanda dermisin kalic1 elemanlarinin ( kollajen ve kan damarlari)
bolgede olusmasiyla kendini gosterir. Ayrica, graniilasyon dokusu irettigi
biliylime faktorleri ve sitokinler sayesinde, inflamasyon fazi ile proliferatif faz
arasinda koprii gorevi yapan makrofajlar1 da igermektedir (Beyhan, 2008).

Migrasyon: Sitokinler ve biiyiime faktorleri inflamasyon fazindan proliferatif
faza gecisi saglayan faktorlerdendir. Proliferatif fazda; fibroblast, epitel ve endotel
hiicreleri etkindir. Fibroblastlar yara bolgesine ¢evre dokulardan gelirken, endotel
hiicreler yara kenarindaki saglam veniillerden veya anjiyogenez sonucu olusan
yeni kapillerlerden ortaya c¢ikar (Kilicoglu ve ark., 2005; Beyhan, 2008) Sekil
4’de goriildigi gibi doku makrofajlart aktifleserek hasarlanan bolgeye hareket
etmekte ve daha da aktif yara makrofajlarina doniismektedir. Bu fagositik hiicreler
ayrica fibroblastlar1 yarali bolgeye yonlendirmek igin gesitli biiyiime faktorlerini
salarak proliferatif faz1 baglatmaktadir (Diegelmann ve Evans, 2004).

Fibroblastlar, kalici ekstraselliiler matriks elemanlarin1 ( kollajen, proteoglikan,
glikozaminoglikan (GAG) ) ve biiyiime faktorlerini liretmekle gorevlidirler. Doku
kayb1 olan yaralarda, enfeksiyon olusumuna karst koymak ve sivi kaybin
onlemek icin epitel hiicre artis1 onemlidir. Yaralanmadan birkac¢ giin sonra yara
kenarinda veya saglam bolgede bulunan epitel, yara igerisine dogru prolifere olur,
yeni kapillerlerin olusumu ile yara bolgesi kirmizi-mor veya pembe renkte
goriiliir. Kapiller vaskiilarizasyon, fibroblastlarin yara matrisinda kalic1 destek
doku olusturmasina yardimci olur. Kalic1 yara matrisindeki temel yap1 molekiilii
kollajendir. Kollajen; kemik, cilt ve tiim canli dokularin baslica yap1 proteinidir.
Viicutta sentez edildigi bilinen 19 tip kollajen olmasina ragmen, yarada en yiiksek
oranda tip 1 kollajen bulunmaktadir. Kollajen iiretimi, doku hasarinin yaklasik 3-
5. giiniinde baslar ve EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii), PDGF (Trombosit
Kaynakli Biiyiime Faktorii), TGF-f (Transforme Edici Biiylime Faktorii), IGF-1
(Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii), FGF-2 (Fibroblast Biiyiime Faktérii), S1P
(Sphingosine—1) tarafindan stimiile edilirler. Kollajen sentezinde ilk asama
prokollajenin sentez edilmesidir. Prokollajen-a zincirlerinin sentezinde (Sekil 5),
hidroksilasyon ve glikozilasyon graniillii endoplazmik retikulumda gergeklesir.
Prokollajen-o zincirlerinin {iglii sarmal olusturmalar1 ise golgi cisimciginde olur
ve sekretuvar vezikiil i¢inde hiicre disina ¢ikarak, ekstraseliiler alanda uzanti
peptidleri koparildiktan sonra fibrillogenez ve ¢apraz baglar araciligiyla fibriller
kollajen liflerini olustururlar (Lodish ve ark., 2003). Kollajen fibrilleri arasindaki
baglar, yaranin gerilim kuvvetine ve saglamligina etki eder. Yani bu fazda yara
gerilme giiclinde belirgin bir artis meydana gelir (Kiligoglu ve ark., 2005; Beyhan,
2008). Kollajenin yara iyilesmesindeki acikliga kavusan etki mekanizmalar1 su
sekilde 6zetlenebilir:

1. Hemostatik etki

2. Trombositlerle etkilesim
3. Fibronektin ile etkilesim
4. Eksiida artis1



5. Hiicresel komponent (6zellikle makrofaj) artist
6. Fibroblast proliferasyonuna destek (Zeren, 1996).

Skab: yara
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Sekil 4. Proliferatif Faz
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1II. Maturasyon (remodeling) fazi

Fonksiyonel biitiinliigiin ve tam iyilesmenin saglandig1 faz olup, en uzun iyilesme
stirecini teskil eder (Bayraktar ve Yiicesir, 2009).

Proliferatif fazdan bu faza geg¢is, kollajenin dengeye ulastigi siire¢ olarak
tanimlanir. Makrofaj ve fibroblastlar kaybolur. Kollajen birikimi yaralanmadan 2-3
hafta sonra en yiiksek degerine ulasir. Yara matrisinin maturasyonu siiresince,
kollajen sentezi ile birlikte kollajen yikimi da devam eder. Net kollajen tiretimi
yaralanma sonrasinda ortalama 21. giline kadar stirekli artis gosterirken, bu
asamadan sonrasinda bir diisiis meydana gelir. Pembe-mor goriiniimlii olan yaranin
rengi soluklasir ve yara kalinlig1 azalir (Kiligoglu ve ark., 2005; Beyhan, 2008).

Kollajen fibrillerinin yerini, daha fazla molekiiller aras1 bantlar igeren organize
fibrillerin almasi ile gerilme kuvveti gittikge artar (Kiligoglu ve ark., 2005).

Kan damari

== Makr ofaj

Sekil 6. Maturasyon Fazi

Tiim bu safhalarin sonunda yaralarda morfolojik olarak 3 ana 6zellik olan yara
kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag doku birikimi saglanarak, yara iyilesmesi
(Sekil 7) tamamlanmis olur (Kiligoglu ve ark., 2005).
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Sekil 7. Yara iyilesmesinin Donemleri ve Fizyopatolojisi



Yara Iyilesmesinde Ekstraselliiler Matriks (ECM) ve Biiyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri ve ekstraselliler matriks (ECM) arasindaki dinamik
etkilesimler, yara iyilesmesi i¢in gereklidir. Bu etkilesimler direkt ve indirekt
olarak farkli gruplara ayrilirlar (Schultz ve Wysocki, 2009).

ECM, biiyiime faktorlerini parcalanmadan koruyacak veya bunlarin aktivitelerini
arttiracak sekilde biiyiime faktorlerine direkt olarak baglanirlar ve bunlarin
salimimini saglarlar (fibroblast biiyiime faktorii-2’ye heparan siilfatin baglanmasi
gibi). Indirekt etkilesimler hiicrelerin ECM’e integrinler aracihiiyla
baglanmasiyla olur; bdylece hiicreler biiyiime faktorlerine cevap verirler (integrin
baglanmasinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ile indiiklenen anjiyogenez
icin gerekli oldugu gibi) ve biiyiime faktorlerinin ekspresyonunu indiiklerler
(monositlerin ECM’e baglanmasi ile, trombosit tiirevli biiylime faktorlerinin
sentezinin uyarilmasi) (Schultz ve Wysocki, 2009).

Bunlara ek olarak matrikinler ya da ECM molekiillerinin alt komponentleri,
sitokin, kemokin ya da biiyiime faktor ailelerinin hiicre ylizey reseptdrlerine
baglanarak, hiicresel aktiviteyi uyarirlar. TGF-f gibi biiyltime faktorleri de ECM
komponentlerinin iretimini arttirarak ya da matriks pargalayict enzimlerin
sentezini arttirarak ECM’1 diizenlerler. Bu nedenle, biiyiime faktorleri ve ECM
arasindaki etkilesim iki yonliidiir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Yara iyilesmesinde en az 4 ana ECM grubu vardir: 1) kollajen ve elastin gibi
yapisal proteinler, 2) fibronektin, vitronektin ve laminin gibi ¢ok parcali adezif
glikoproteinler, 3)Hyalurona gibi glikozaminoglikanlar ve versikan, sindekan,
glipican, perlekan gibi proteoglikanlar, 4) sisteince zengin proteinler (SPARC;
osteonektin olarak da bilinir ve BM-40), trombospondin 1 (TSP1) ve 2 (TSP2),
tenascin C ve X ve osteopontin (Schultz ve Wysocki, 2009).

Basta matriks metalloproteazlar (MMP) olmak {izere, proteazlarla ECM’nin
parcalanmast ve yeniden sekillenmesi (remodelling); lokosit influksii,
anjiyogenez, reepitelizasyon ve dokunun yeniden sekillenmesi i¢in anahtar rol
oynamaktadir. MMP’ler, anjiyogenetik faktorler de dahil olmak {izere biiylime
faktorleri ve onlarin reseptorlerini degrade ederler. Bu farkli elementlerin
MMP’ler tarafindan kontrol edilmesi, anjiyogenezin uyarilacagini veya inhibe
edilecegini belirler. MMP’ler ayrica biiyiime faktorlerinin serbest birakilmasinda
ve biiylime faktor reseptorlerini aktive eden bolgelerin acgiga ¢ikmasi icin ECM
proteinlerinin kesilmesinde 6nemli rol oynar. Bu yiizden, MMP’ler ECM
kompanentlerini pargalamanin disinda biyoaktif olan ECM pargalarinin agiga
cikmasini da saglarlar (Schultz ve Wysocki, 2009).

Yara iyilesmesi sirasinda keratinositler membranin alt kismina baglandiklarinda
MMP iiretmeye baslarlar ve yara yatagi boyunca go¢ ederler. MMP nin {iretimi
matriks ile gerceklesen hiicresel etkilesimlerle diizenlenir (Schultz ve Wysocki,
2009).

Proteazlarin kontrollii iiretimi normal yara iyilesmesinde Onemli olmasina
ragmen, kronik olarak yiikselmis MMP diizeyleri matriks parcalanmasina neden
olabilir ve yara iyilesmesini zorlastirir (Schultz ve Wysocki, 2009).
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ECM ve Biiyiime Faktorleri Etkilesim Tipleri
Biiyiime faktorlerinin ECM’e baglanmast

ECM bazi biiylime faktorlerine baglanabilir ya da bunlarin salinimini saglayabilir;
bdylece bunlarin aktivitelerinde direkt bir kontrole sahip olur. Bu yol araciligiyla
ECM, biiyiime faktorleri i¢in hem sekestrasyon hem de depo bdlgesi olarak gorev
goriir ve pargalanmaktan korunmalarini saglar (Schultz ve Wysocki, 2009).

Yara iyilesmesinde bunun bir 6rnegi, fibroblast biiylime faktoriiniin (FGF-2)
heparan siilfata baglanmasidir. FGF-2, yara iyilesmesi sirasinda fibroblastlarin ve
endotel hiicrelerinin biiytimesini indiikler (Schultz ve Wysocki, 2009).

ECM-biiyiime faktorii baglanmasinin diger bir Ornegi ise, transforme edici
biliylime factor B (TGF- B) ile protein komponentleri olan dekorin (decorin) ve
betaglikan (betaglycan) arasindaki etkilesimdir. Insanlarda farkli genler ii¢ TGF- B
izoformunu kodlarlar: TGF- 1,2 ve 3. TGF- B1 ve 2 yara olusumunda rol alir ve
antibadilerin ndtralizasyonu ile birlikte bunlarin inhibisyonu hayvanlarda yara
olusumunu azaltir. Aksine, TGF- B3, matriks molekiillerinin yeniden organize
olmalarini uyarir ve bu durum dermal yapinin gelismesi ve yara izinin azalmasiyla
sonuglanir. TGF izoformlarinin hepsi ECM sentezini diizenledigi gibi hiicre
biiylimesini, proliferasyonunu ve Oliimiinii de diizenler (Schultz ve Wysocki,
2009).

ECM ve biiyiime faktorleri arasindaki direkt etkilesimin {iglincli bir 6rnegi de
vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) heparan stilfata baglanmasidir.
VEGF anjiyogenez, kan damarlarinin olusumunun kontrolii ve biiylimesi gibi
durumlarda kritik bir rol oynar. En ¢ok eksprese edilen ii¢ VEGF izoformundan
ikisi (V145 ve VI189) heparan siilfata baglanirken, ftgiinciisii olan V121
baglanmaz. Yara sivisinin dogal bilesigi olan plazmin, V145 ve VI189’un
salimimint uyararak endotelyal hiicrelerin mitojenik aktivitesini ve vaskiiler
gecirgenligini arttirir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Integrin aracili etkilesimler
Hiicrenin ECM e yapismasi ve biiyiime faktor cevabi

Bazi istisnalar disinda hiicreler canliligini korumak ve biiylimek icin ECM’e
baglanmalidirlar. Bilindigi iizere, tiimdr olusturan hiicreleri normal hiicrelerden
ayiran baslica Ozellik, normal hiicrelerin yasamak ve biiylimek i¢in ECM’e
baglanmasi gerektigidir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Hiicre ylizey reseptor ailesinden integrinler, hiicrelerin ECM’e baglanmasini
saglar. Integrinler, apoptoz, hiicre yasammim devamliligi, biiyiimesi ve
gelismesinde ciddi bir rol oynar. Belirli integrinler yaralarda gegici olarak ekprese
edilir ve iyilesmede kritik bir rol oynar. Ornegin, integrin baglanmasi keratinosit
hareketliligi i¢in gereklidir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Anjiyogenez yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen ve hiicrelerin biiyiime
faktorlerine cevap verebilmeleri i¢in bunlarin ECM’e yapismasini gerektiren bir
durumdur. Dermal kilcal damarlanma, VEGF’in kolajene baglanan o,f; ve axf,
integrinlerinin ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. o; ve a, alt {initelerini bloke
eden antikorlar, aslinda VEGF ile indiiklenen anjiyogenezi dnceden var olan
damarlanmay1 etkilemeden inhibe ederler. Bu durum, bu integrinlerin VEGF ile
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indiiklenen anjiyogenez ic¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Schultz ve
Wysocki, 2009).

Hiicrelerin ECM’e yapigsmasi gen ekspresyonunu degistirir. Katmanlagan
epidermisin bilylimesinin muhafazasi, in vivo’da, ECM’nin hiicre proliferasonuna
etkisine bir Ornektir. Bazal lamina ile temas eden hiicreler bdliinlirken, baglh
olmayan hiicreler ise iist kisimlara dogru go¢ ederler, sekil degistirirler ve iistte
epidermal katmanlara baskalasirlar (Schultz ve Wysocki, 2009).

Matrikin ligand sunumunda ECM komponentlerinin rolii

Matrikinler sinyal elementleri olarak adlandirilmiglardir ve ECM proteinlerinin alt
komponentleri olarak bilinir. Sitokin, kemokin, iyon kanallar1 ya da biiylime
faktorii reseptor ailesine ait hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar. Matrikinler
reseptorlere, biliylime faktorlerine gore daha diisiik bir afinite ile baglanirlar.
Matrikriptin olarak adlandirilan baz1 matrikinler de, yiizeye baghdirlar ve etkileri

yerel bolge ile smirlidir. Bu yolla ligandlarin ¢evresindeki hiicreler etkilenirler
(Schultz ve Wysocki, 2009).

Tenaskin-C ve lamininin epidermal biiylime faktorii (EGF)-benzeri tekrarlari
matrikinlere Ornektir. Tenaskin-C ve laminin bu bdlgelerde EGF reseptorlerine
baglanir ve fibroblast migrasyonunu arttirirlar. Yara iyilesmesi sirasinda tenaskin-
¢ ve laminin-332 keratinositler tarafindan salinirlar. Zamanla bunlarin salinimi ile
keratinosit migrasyonu ve MMP-2 ekspresyonu arasinda bir iliski olusur (Schultz
ve Wysocki, 2009).

Biiyiime faktoriiyle ECM diizenlemesi

Biiyiime faktorleri, ECM komponentlerinin iiretimini arttirmak ya da ECM
yikiminda rol oynayan MMP’lerin sentezini arttirmak icin hiicreleri uyararak
ECM’i diizenlerler. Bu yolla biiylime faktorleri ve ECM arasindaki etkilesim iki
yolda gerceklesir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Yara iyilesmesinde biiyiime faktoriinin ECM’yi diizenledigine dair bir Ornek,
ECM iiretiminin ve par¢alanmasinin TGF-f ile kontrol edilmesidir. TGF-f farkli
hiicre hatlarinda kolajen ve fibronektinlerin sentezini uyardigi gibi, hiyaluronik
asit, TSP, tenaskin gibi diger ECM komponentlerini de uyarir. TGF-f ayrica
proteazlarin sekresyonu ve sentezini azaltarak ve proteaz inhibitorlerinin sentezini

uyararak, ECM komponentlerinin proteolitik parcalanmasini azaltir (Schultz ve
Wysocki, 2009).

ECM’nin biiyiime faktorleri ile diizenlendigini gosteren diger bir olay da yara
iyilesme siirecinin erken fazlarinda (yara bolgesindeki trombositlerden salinan
PGDF’nin fibroblastlar i¢in kimyasal iniikleyici gibi davrandigi donem) meydana
gelir. Daha sonra PDGF, kollajen matrikste kollajenlerin bu fibroblastlar
tarafindan ¢6kmesini arttirir (Schultz ve Wysocki, 2009).

Cizelge 7°de yara iyilesmesinde rol oynayan biiylime faktorleri ve ne sekilde yara
iyilesme evrelerine katildiklar1 goriilmektedir (Ciger, 1996).
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Cizelge 2. Yara iyilesmesinde Rol Oynayan Biiyiime Faktorleri

Biiyiime Faktorii

Kaynag

Gorevleri

Trombosit-kaynakl biiyiime
faktorii (Platalet-derived growth
factor, PDGF)

Trombositler, makrofajlar

endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri

Fibroblast proliferasyonu
nétrofil ve makrofaj
kemotaksisi ve
proliferasyonu, anjiyogenez

Transforme edici biiylime
faktorii beta (Transforming
growth factor 3, TGF-J3)

Trombosit, nétrofil, lenfosit,
makrofaj, birgok doku ve hiicre

Fibroblast proliferasyonu,
kemotaksis indirekt
anjiyogenez, diger biiylime
faktdrlerinin etkilerine
yardim

faktorii alfa (Transforming
growth factor a ,TGF-a)

keratinosit, baz1 dokular

Epidermal biiyiime faktorii Trombositler, tiikriik, idrar, Epitel hiicre ve fibroblast
(Epidermal growth factor, EGF) anne siitii, plazma proliferasyonu ve
graniilasyon dokusu
olusumunun uyarilmasi
Transforme edici biiylime | Aktive makrofajlar, trombosit, EGF'ye benzer

Interldkinler
(Interleukins 1-2, IL-1,2)

Makrofaj, lenfosit, birgok doku
ve hiicre

Fibroblast proliferasyonu,
kollajenaz, nétrofil
kemotaksisi

Tiimor nekroz faktorii (Timor

Makrofaj, mast hiicresi, T

Fibroblast proliferasyonu

necrosis factor, TNF) lenfositler
Lokosit kaynakl biiylime Makrofaj, mast hiicresi T Bag dokusu hiicreleri igin
faktorii (Leucocyte derived lenfositleri kemoatraktan ve mitojen
growth factor, LDGF)
Bag dokusu biiyiime faktorii | Endotel hiicreler, fibroblastlar | Bag dokusu hiicreleri i¢in
(Connective tissue growth kemoatraktan
factor, CTGF) ve mitojen

Fibroblast biiyiime faktorleri
(Fibroblast growth factors, FGF)

Beyin, pitiiiter bez, makrofaj
diger doku ve hiicreler

Epitel hiicre ve fibroblast
proliferasyonu, matriks
depolanmasini uyartr,
anjiyogenez, yara
kontraksiyonu

Keratinosit biiyiime faktorleri
(Keratinocyte growth factors)

Fibroblastlar

Epitel hiicre proliferasyonu

Insiilin benzeri bityiime faktorii
1 (Insiilin-like growth factor-1,
IGF-1)

Karaciger, plazma,

fibroblastlar

Siilfath proteoglikanlar ve

kollajen sentezini,fibroblast

prolifersyonunu uyanr
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Insan biiyiime hormonu Pitiiiter bez, plazma Anabolizma, IGF-1" i uyarr
(Human growth hormone,
HGH)

Interferonlar (Interferons, IFN) Lenfositler, fibroblastlar Fibroblast proliferasyonu ve
kollajen sentezinin
inhibisyonu

Yara Iyilesmesinde Bitkisel Tedavi

a- Aloe vera (sart sabir): Aloe barbadensis yapraklarindan iiretilen jel ve meyve
suyu yara tedavisinde kullanilmaktadir. Radyodermitli olgularda aloe vera jelinin
kasinti, yanma hissi ve skar olusumunu azalttigi gosterilmistir. Kronik bacak
tilserleri, travmaya bagl iilserler, yaniklar ve cerrahi yaralarda kullanilmaktadir
(Durusoy ve Ulusal, 2007).

b- Bal: Deckubitis iilserleri, yanik yaralar1 ve enfekte yaralarin tedavisinde
etkilidir. Antibakteriyel ve antifungal etkilidir. Baldaki katalaz enzimi yaranin
debridmanint yaparken, higroskopik etkisi 0demi azaltip graniilasyonu ve
epitelizasyonu uyarmaktadir. Dokuz yeni doganda yapilan bir ¢alismada kiiltiir
pozitif cerrahi yaralarda uygun antibiyotiklere cevap alinamazken giinde 2 kez
uygulanan 5-10 ml dogal balin yara iyilesmesini besinci giinde baglattig1 ve
yaranin 21.glinde steril olup iyilesmenin tamamlandig1 saptanmustir. Politliretan
yara Ortiisii ile bal emdirilmis gazli bezin karsilastirildig1 rastgele kontrollii diger
bir calisglmada balli gazli bez kullanilan grupta iyilesme daha erken baglamigtir
(Durusoy ve Ulusal, 2007).

c- Aynmisafa cicegi (marigold, nergis): Calendula officinalis, antik ¢aglardan beri
yara, yanik, bacak {lserleri, kundak bezi dermatiti ve herpes zosterde
kullanilmistir. immiinomodiilatér ve antimikrobiyal etkilidir. Farelerde, kollajen
ve glikoprotein sentezini arttirarak graniilasyon dokusunu uyardigi gosterilmistir
(Durusoy ve Ulusal, 2007).

d- Hamamelis virginiana: Boyu alti metreye ulasabilen bu kiiciik agacin,
plrtizsiiz, kahverengi bir kabugu vardir. Bu agacin dal ve govde kabuklarindan
elde edilen ekstre Hametan® adi ile hazirlanan krem, merhem ve topik
losyonlarin etken maddesini olusturur (Korkmaz, 1996).

e- Dragon’s Blood (Croton spp.): Yara iyilesiminde fibroblastlarda kollajen
sentezini  stimiile ettigi, epitelyumial dokuda rejenerasyonu hizlandirdig
gosterilen bir bitkidir (Korkmaz, 1996).

Camellia sinensis (L.) Kuntze (¢cay)

Cay ilk olarak milattan 6dnce 2737 yilinda, Cin imparatoru Shen Nung tarafindan
kaynayan suya g¢ay yapraklarimin diismesi sonucunda tesadiifen bulunmustur.
Olusan bu farkli renkteki karigimin tadi ve aromasi begenilmis; boylece ¢ay igme
gelenegi ilk olarak Cin’de baslamistir. Bu gelenek Cin’den Japonya, Endonezya,
Hollanda, Hindistan ve Ingiltere’ye gecmistir. 17.yy ortalarinda cayin
popiilerlesmesi ve ticaretinde Ingilizler 6nemli rol oynamuslardir (Fisunoglu ve
Besler, 2008; Weisburger, 1997).
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Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae) (cay) diinyada sudan sonra en fazla
tiiketilen popiiler bir icecektir. Ancak, diinyada tiiketilen ¢ayin biiyiik kismi (%
78) siyah cayken, yesil cay tiikketimi yalnizca % 20’lik bir kismi olusturur.
Ulkemizde de gay iiretimi ve tiiketimi oldukga yaygindir (Fisunoglu ve Besler,
2008; Hsu, 2005).

Tiirkiye’de ¢ay yetistirilmesi icin ilk girisim 1888 yilinda yapilmistir. Cin’den
getirilen ¢ay fidanlar1 ve tohumlar Bursa bolgesinde denenmis; fakat iklim ve
ekolojik kosullarin uygun olmamasi sebebiyle sonu¢ alinamamistir. Daha sonra,
Dogu Karadeniz Bolgesi’nin ¢ay yetistiriciligi i¢in uygun ekolojik kosullara sahip
oldugunu belirten bir rapor iizerine, bu bolgelerde ekim ¢alismalart yapilmis ve
Rize bolgesinde 1939 yilinda cay eldesi baglamistir ( Fisunoglu ve Besler, 2008;
Baytop, 1999).

Cay tiirleri ve kimyasal kompozisyonlari

Gilintimiizde, C. sinensis’den ticari amagla iiretimi yapilan, birbirinden farkli 3
cesit cay vardir. Bunlar: yesil, siyah ve oolong caydir (Tosun ve Karadeniz, 2003).

Yesil ¢ay fermentasyona ugramadan, oolong ¢ay1 yar1 fermante edilerek, siyah
cay ise tam fermantasyonla elde edilmektedir (Fisunoglu ve Besler, 2008).

Cay yapraklarimin kimyasal kompozisyonu klimatolojik, kiiltirel ve genetik
faktorlere bagl olarak degismektedir (Tosun ve Karadeniz, 2003). Farmakolojik
etkilerinden dolay1 ¢ayda bulunan en 6nemli kimyasal maddeler polifenoller ve
kafeindir. Polifenoller, icecegin kalitesini belirler ve kuru yaprak agirliginin % 30
— 35’ini (Cizelge 3) olusturmaktadir (Tosun ve Karadeniz, 2003). Genetik yapi,
iklim, 1s1, 151k, beslenme gibi c¢evresel faktorlere, yapragin yasina bagl olarak
polifenollerin miktar1 degisiklik géstermektedir (Kuroda ve Hara, 1999).

Polifenoller: flavonoidler ve fenolik asitler olarak iki gruba ayrilir. Cayda bulunan
baslica flavonoidler ise flavon ve flavonollerdir. Yesil ¢ay, 6zellikle katesinler ve
katesin tiirevlerini kapsayan flavonollerce zengindir (kuru agirlik tizerinden %
30). Epigallokatesin-3-gallat (EGCG), Epigallokatesin (EGC), Epikatesin (EC)
ve Epikatesin gallat (ECG) yesil ¢aydaki baglica katesinlerdir. Miktar olarak
EGCG > EGC > EC > ECG seklinde siralanirlar (Khokhar ve Magnusdottir,
2002).

Yesil cay katesinlerinin antioksidan giiclinlin vitaminlere gore daha yiiksek
oldugu saptanmistir. En yiliksek antioksidan aktiviteye sahip ¢ay katesini EGCG
dir. Yesil caydaki baslica flavonoller ise kersetin, kamferol, mirsetin ve rutin’dir.
(Tosun ve Karadeniz, 2003; Sahin ve Ozdemir, 2006).

Siyah ¢ay iiretimi esnasinda, c¢ay yapragindaki polifenol oksidaz enziminin
etkisiyle katesinler okside olarak, siyah caya oOzgilin renk ve lezzet katan
teaflavinlere ve tearubiginlere doniismektedir (Sahin ve Ozdemir, 2006). Farkli
cay tiplerindeki fenolik madde kompozisyonu Cizelge 4’de goriilmektedir (Tosun
ve Karadeniz, 2003).
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Cizelge 3. Cay Yapraginin Bilesimi

Bilesen (%, kuru maddede) | Bilesen (%, kuru maddede)
Flavanoller (kateginler) 17-30 Kafein 34
Epikatesm (EC) 1-3 Aminoasit ve profein 15-19
Epikatesin gallat (ECG) 3-6 Basit karbohidratlar 4
Epigallokatesin (EGC) 3-6 Polisakkaritler 3
Epigallokatesin gallat (EGCG) 9-13 Kiil 5
Katesin (C) 1-2 Seliloz 7
Gallokatesin (GC) 34 Lignin 5
Flavonoller ve flavonol glikozitleri 34 Lipitler 2-3
Leykoantostyaninler 2-3 Organik asitler 0.3-1.5
Polifenolik asitler ve depsitler 3 Pigmentler 0.3
Toplam polifenoller 30-36
Cizelge 4. Farkh Cay Tiplerinin Fenolik Madde Kompozisyonu

Yesil cay Siyah cay Oolong cay
Epikatesin 6.06a; 1.0-9.54b: 72213 3c; 0.35-087¢ 400 4.1d; 0.(4e 1.73a; 0 34¢
Epikaresin gallat 5.3 34020 1424 540 195290 1.19-11k; B.0d 3.5%; (.63
Epigallokatesin 36.5%a; 2.0-36.2b; 3.94-792¢; 0.44.0 58 0.9-6.0b; 10.5d: 0.19 T.704: 038
Epigallokatesin gallat | 18.10a; 6.0-326b; 5.55-104¢; 13.37-13 74 | 0.95-12.0b; 16.6d; 0.3 5.99; 362
Gallokatesin gallat 0.26-0.382 - 0.11e
(allokatesin 131-181b 040-1.37h .
Gallik asit 0.74-0.78k; 0.23-0.52¢ 179-3.33b; 1 83e .38
Teaflavin 1 0 6ba
Tearubugin - 044 -

*amg/g; bmg/100 mL; ¢ %; d mg/g (kuru maddede); e % (kuru maddede)
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Centella asiatica ekstresinin farmakolojik ozellikleri

Centella asiatica, Hindistan, Sri Lanka, Madagaskar, Gliney Afrika, Avustralya,
Cin ve Japonya’da yetisen, narin, ¢ok yillik, yelpaze yaprakli ve adeta yerde
stiriinen otsu bir bitki olup; gdlgeli, nemli ve bataklikli alanlar1 tercih eder (Kelly,
2007). Geleneksel Cin ve Hint tibbinda uzun siiredir kullanilmaktadir. Bitki,
Ingilizcede Gotu Kola olarak bilinir ve Asya, Avustralya, Afrika yerlilerince eski
zamanlardan beri terapotik kullanimi ile halk arasinda Oonemli, gifali bir bitki
olarak degerlendirilir (Zheng ve Qin, 2007).

C. asiatica, saglik i¢in pek ¢ok yararlari olan bitkilerden birisidir. Icerigindeki
asyatikozit, kikirdak ve kemiklerdeki kollajen dokuyu destekler, kan damarlarin
acip giiglendirir ve beyinde norotransmitterlerin iiretimine yardimcr olur. Kan
damarlarin1 gii¢clendirici ve kan akimini arttiric1 etkisiyle varise karsidir. Yapilan
arastirmalar sonucunda, Gotu kola varisli hastalarda ¢esitli diizeylerde diizelmeler
saglamigtir ve varis, seliilit gibi sorunlara kars1 koruyucu olarak ve bacaklardaki
yetersiz kan akimini arttirmak amaciyla kullaniimaktadir. Kan akimi ve
norotransmitterler iizerindeki etkisi sayesinde hafiza zayifligi, unutkanlik ve
konsantrasyon sorunlart i¢in de kullanilmaktadir. C. asiatica tizerine yapilan
arastirmalarda, saglikli ve gilizel goriiniimlii bir cilt, diger bag dokulari, lenf
dokulari, kan damarlar1 ve hiicre zar1 iizerinde Onemli etkileri oldugu
bulunmustur. Arastirmacilar bu bitkinin yaralar iyilestiren ve iltihap giderici
etkileri olan cesitli glikozitler icerdigini de bulmuslardir. Bu bilesiklerden
asyatikozitler saglikli bir cilt i¢in gerekli olan lipit ve protein olusumunu tesvik
etmektedirler. C. asiatica, doku gelisiminin ¢esitli agamalarin1 da olumlu yonde
etkilemektedir. Bunlar arasinda; yara veya iilserlerden sonra cilt veya derinin
yenilenme islemi olan keratinizasyon, dokularin onarilmasinda ilk basamak olan
kollajen sentezi, sa¢ ve tirnak gelisimi ile kikirdak onariminin desteklenmesi
sayilabilir. Ayrica, ikinci ve iglincli derece yaniklarda da etkili bir sekilde
kullanilabilmektedir. =~ Arastirmalarda iyilesme siiresinin ve yara izi
diyebilecegimiz doku olusumunun azaldig: gosterilmistir (http-3)

C. asiatica’nin, yara iyilesme fazlarinda farkli etkiler ortaya koydugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. C. asiatica, ¢esitli aktif bilesenler igermektedir:
asyatikozit, sentellozit, madekassozit ve asiatik asit de dahil olmak iizere,
triterpenik saponinler bunlarin en 6nemlileridir (Kelly, 2007). C. asiatica’daki
triterpenlerin, farelerde olusturulan yaralarda ekstraseliiler matriks birikimini
uyardigl, ayrica insan dermal fibroblastlariyla yapilan in vitro deneylerde gen
ekspresyon degisimlerine neden oldugu kanitlanmistir. Madekassozit, kollajen 3
salinimint 6nemli derecede arttirirken, asiatik asit kollajen sentezinin uyarilmasi
icin gorevli olan tek komponenttir. Yapilan ¢aligmalarda asyatikozit’in tip 1
kollajen sentezini TGF-f reseptor 1 kinazdan bagimsiz Smad yolagi araciligr ile
indiikledigi belirtilmektedir (Zheng ve Qin, 2007).

Son zamanlarda yapilan bir arastirmada ise, C. asiatica’ nin dolagim sistemi
tizerinde de pozitif etkilere sahip oldugu gdosterilmistir. Viicuttaki kilcal damarlar
dahil tim damarlar1 giiclendirerek kan akisini olumlu yonde etkilemektedir.
Ozellikle hareketsiz veya bir hastalik nedeni ile siirekli olarak yataga baglanmak
(yatalak) zorunda olan kisiler i¢in de faydali oldugu gozlenmistir (http-3)
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Yesil Cayin Farmakolojik Ozellikleri ve Saghk Uzerine Etkileri

Yesil c¢ay; antienflamatuar, antioksidan, antimutajenik, antikanserojenik,
antianjiyojenik, apoptotik, hipolipidemik (kolesterol diisiiriicii),
antiarteriosklerotik  (damar sertlesmesini  Onleyici), obeziteyi Onleyici,
antidiyabetik, antibakteriyel, antiviral ve yaslanmay1 geciktirici etkilere sahip
olup; doku nakillerinde dokunun bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmesini
engellemede yardimer tedavi unsuru olarak kullanilabilmektedir (Chen ve Dou,
2008; Tosun ve Karadeniz, 2003; Fisunoglu ve Besler, 2008; Hsu, 2005; Sahin ve
Ozdemir, 2006).

Yesil caymn saghgimiz iizerindeki yararli etkileri, ozellikle yapisindaki
katesinlerden kaynaklanmaktadir (Sahin ve Ozdemir, 2006). Epidemiyolojik
calismalar, caydaki polifenollerin kronik hastaliklara karst koruyucu etkisini
gostermesi icin giinde dort fincandan az caym yeterli olmadigini, saglikli
beslenme aligkanliklari ile birlikte tiiketilecek olan giinde 5-6 fincan ¢ayin kronik
hastalik risklerinin azaltilmasina yardimci olacagini gostermektedir ( Fisunoglu ve
Besler, 2008).

Gilinde 5 fincan yesil ¢ay tliketerek, glinliik riboflavin, niasin, folik asit ve
pantotenik asit gereksiniminin % 5 ila % 10’u kazanilmis olur. Yaklasik olarak,
giinlik magnezyum ihtiyacinin % 5’1, potasyum ihtiyacinin % 25’1, manganez
ihtiyacinin % 45’1 karsilanmig olmaktadir. Ayrica yesil ¢ay floriir bakimindan da
olduke¢a zengindir (Shukla, 2007).

Yara iyilesmesinde yesil cay ve polifenollerinin etkisi

En yaygin yesil ¢ay polifenolii olan EGCG’nin, yapilan ¢aligmalarda timor
hiicreleri ve normal hiicrelerde farkli etkiler gosterdigi rapor edilmistir (Vergote
ve ark., 2002; Chen ve ark., 1998). Buna ragmen, tiimor hiicrelerini apoptoza
gotiiren konsantrasyonlardaki polifenole, normal epitel hiicrelerinin nasil karsilik
verdigi belirlenmemistir (Hsu ve ark., 2003).

Hsu ve ark., (2003); yaptiklari g¢alismada EGCG ve diger vyesil cay
polifenollerinin karisimina karsi, siirekli ¢ogalan ve yasli insan epidermal
keratinositlerin yanitin1 arastirmiglardir. 24 saat i¢inde ¢ogalmis keratinositlerde
EGCG, P57/KIP2 indiiksiyonunu gerceklestirerek, keratinositlerin farklilasmasini
saglamigtir. 25 giin kadar besiyerinde yetistirilmis, diisiik bazal hiicresel aktivite
gosteren yaslanmis keratinositler ise EGCG veya polifenollere maruz kalinca,
DNA sentezini yenilemis ve siiksinat dehidrogenazi aktive etmistir. Bu sonuglar,
cay polifenollerinin hiicresel aktivite veya metabolizma degisikligi ile karakterize
cilt durumlarinda veya yaralarin tedavisi igin kullanilabilecegini destekler
niteliktedir.

EGCG veya yesil cay polifenol karigiminin belli konsantrasyonlari, yeni hiicre
boliinmesi i¢in, DNA sentezi ve biyolojik enerji liretmek i¢in yaslanmis
keratinositleri uyararak; daha kisa siirede iyilesmeyi saglayip, yara olusumunu
engellemektedir. Bu nedenle, yesil cay bilesenlerinin, yara iyilesmesi, deride
rejenerasyon, aftdoz ilser, sedef hastaligi, aktinik keratoz gibi bazi cilt
hastaliklarinda yararli olabilecegi aciklanmistir (Hsu ve ark., 2003).
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Yara lyilestirici Etki Arastirmasinda Kullamlan NIH 3T3 Fare Fibroblast
Hiicreleri ve Ozellikleri

S.A. Aaronson tarafindan stoklanan NIH 3T3, Swiss fare embriyosundan elde
edilen kontakt inhibisyona duyarli adherent fibroblast hiicreleridir. Ozellikle DNA
transfeksiyonu ve transformasyon ¢alismalart icin kullanilmaktadir (http-4,
Jainchill ve ark., 1969).

3T3 hiicre hatt1 genis spektrumlu arastirmalarda ve endiistriyel biyomedikal
uygulamalarda standart olarak kullanilan bir fibroboslat hiicre hattidir. Baglangic
hiicre hattinin varyantlar1 ectromelia viriisiine (mousepox) karsi test edilmis ve
sonuglar negatif ¢cikmistir. Ancak ¢ogu polyoma ve simian virus 40 (SV40)’a karsi
duyarhdirlar. Bunlara ek olarak 3T3 hiicreleri viral enzim revers transkriptaz
icermezler ve bu durum da integral retrovirus genomlarinin olmayisinin bir
gostergesidir. Sitoplazmada lizofosfatidilkolin (lyso-PC), AP-1 aktivitesini ve c-
jun N-terminal kinaz (JNKI1) aktivitesini protein-kinaz C yolagi araciliiyla
indiikler. Hiicrelerin kontakt inhibisyonu sonucunda birlesen monolayer 3T3
hiicreleri, santimetre kare basina yaklasik 40,000 hiicre tretirler (http-5).

Hiicre Kiiltiiriinde Yara lyilestirici Etkinin Masson’s Trichrome Teknigi ile
Degerlendirilmesi

Trichrome boyama genellikle tlimorlerdeki diiz kas ve kollajeni ayirt etmek ve
siroz gibi hastaliklarda kollajenz dokudaki artisi tanimlayabilmek igin
kullanilmaktadir (http-6).

Adindan da anlagildig1 gibi trichrome prosediiriinde kas, kollajen lifleri, fibrin ve
eritrositleri segici olarak boyamada kullanilan 3 tip boya vardir. Trichrome
boyamada genel kural, ¢ok kiigiik boya molekiilii ile daha az gegirgen dokularin
boyanmasidir. Kesitler ilk olarak biebrich kirmizisi gibi asit bir boya ile boyanir.
Sitoplazma, kas ve kollajen gibi biitiin asidofilik doku elemanlar: asit boyasi ile
baglanir. Kesitler daha sonra fosfotungustik veya fosfomolibdik asit ile muamele
edilir, ¢linkii  sitoplazma  kollajenden  daha az  gegirgendir ve
fosfotungustic/fosfomolibdik asitler biebrich kirmizisinin kollajenden disari
difiize olmasmna neden olurken, sitoplazma digina difiizyona izin vermezler.
Kollajenin kirmizis1 uzaklasirken daha az gegirgen kompanentler boyay: tutarlar.
Fosfotungustik/fosfomolibdik asitler, boyanmamis kollajen ve anilin mavisi
(kollajen boyasi) arasinda daha ¢ok baglanti gibi gérev yapan pek ¢ok asidik grup
igerirler. Muhtemelen fosfotungustik/fosfomolibdik asit soliisyonunun pH’s1
selektif kollajen boyanmasini arttirir ve igeri difiizyona yardim eder veya biebrich
kirmizisini uzaklagtirir (http-6, http-7).

Kanser

Kanser, tip dilinde, yayilma egiliminde olan kotii huylu ve genelde tedaviye
direncli (malignant, habis) tiimorler i¢in, hiicre kokeni gozetilmeksizin kullanilan
genel bir sozciiktlir (Bertram, 2001).

Latince yengec anlamina gelmekte ve tiimoriin bedenin herhangi bir bdlgesine
yengec gibi ayrilmaz bir sekilde yapistigini tanimlamak tizere kullanilmaktadir
(Kumar ve ark., 2003).
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Epidemik boyutta ortaya ¢ikmasi ve gerek hastanin, gerekse yakin c¢evresinin
morali ve davranisi lizerinde olumsuz yansimalar olusturmasi nedeniyle kanser,
cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan birisidir. Gelismis iilkelerin Sliim
istatistiklerine gore kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada goriilen 6liim
nedenidir. Saglik Bakanliginca yapilan g¢alismalarda, Tirkiye’de yillik kanser
insidensinin yiiz binde yaklasik 150 oldugu ve her yil yaklasik 90.000-100.000
civarinda yeni kanser olgusunun goriilecegi bildirilmistir. Bu verilere gore de,
kanser bir halk saglig1 sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kayaalp, 2009).

Kanserler temel yapilarina gore karsinom (karsinoma) ve sarkom (sarkoma)
olarak iki sekilde ayrilabilir. Karsinomlar viicudu kaplayan deri ile meme,
solunum ve sindirim yollari, i¢ salgi bezleri, iireme organlart ve bosaltim
sisteminin i¢ yliziinii déseyen epitelyum dokudan tiirerken; sarkomlar bag doku,
yag dokusu, kan damarlari, kemik ve kikirdak gibi dokulardan tiirerler (Johnson,
1991).

Kanser, bir seri genetik hasarin birikimi ile ¢evresel etmenlerin bagimsiz ya da
isbirligi sonucunda meydana gelmektedir. Genetik hasar olarak adlandirilan
mutasyonlarin bazist hiicre ¢ogalmasinin kontroliinii etkilerken, bazis1 da timor
hiicrelerini bulunduklar1 yerden uzak mesafelere tasimakta ve gelisebilmeleri i¢in
gerekli islemleri uyarmaktadir (Klug ve Cummings, 1983). Mutasyon olasiligi,
bireylerin belirli fiziksel, kimyasal ya da biyolojik faktorlere maruz kalmalar1 ile
artabilir. Mutasyon meydana getirerek kansere sebep olan kimyasal maddelere ise
karsinojen ad1 verilmektedir (Guyton, 1986).

Karsinojenler 3 temel grupta siniflandirilabilir.
1. Genotoksik karsinojenler: niikleik asitlerle reaksiyona giren karsinojenlerdir.

2. Prokarsinojenler: Karsinojenezi baslatmak i¢in metabolik aktivasyona ihtiyag
duyan karsinojenlerdir.

3. Epigenetik karsinojenler: Genotoksik degillerdir, metallerden kompleks organik
kimyasallara varincaya kadar olan kanser baslatici bilesenlerden meydana gelirler
(Reddy ve ark., 2003).

Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Insan kanser hiicrelerinin davramslari ile ilgili elde edilen bilgilerin ¢ogu, in vitro
ortamda gelistirilmis hiicrelerle yapilan calismalardan elde edilmistir (Karp,
2005).

Kanser hiicresiyle normal hiicre arasinda iki biiyiik fark bulunur:

1) Normal hiicrelerin biiylimesi icin gerekli olan biiylime faktorlerine kanser
hiicreleri gerek duymaz; bu nedenle kanser hiicresi hiicre biiylimesinin normal
sinirlarina  baglh  kalmadigindan, kontrolsiiz bolinmeye baslar ve ¢ogalir.
Malignant hiicreler, normal hiicrelerin bilylime ve boliinmesinin kesilmesini
saglayan diizenleyici sinyal tiplerine cevap vermediginden bu kontrolsiiz biiyiime
Oliimciil tehdit yaratmaktadir. Normal hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli biiyiime
faktorlerine kanser hiicrelerinin ihtiyact olmadigi i¢in kanser hiicreleri sonsuz
olarak ¢ogalarak sayilar1 giinden giine kat kat artar. Boylece viicut i¢in gerekli
biitiin besinleri kullanirlar. Sonugta normal doku hiicreleri yetersiz besinden yavas
yavas Olmektedirler (Guyton, 1986).
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2) Kanser hiicreleri birbirlerine normal hiicrelerden ¢ok daha az tutunduklarindan
dokularda kolaylikla dolasarak kan dolasimina girip, tiim viicuda tasinarak ¢ok
sayida yeni kanser odaklar1 yaratirlar (Guyton, 1986).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden mikroskop ile ayirt edilebilirler. Spesifik bir
dokuda kanser hiicreleri hizli biiylimeleriyle karakterizedir. Cekirdekleri
sitoplazmalarina oranla biiyiiktiir. Normal bir hiicre, genellikle iyi organize olmus
mikroflamentler, mikrotubiiller ve intermediate flamentleri igerirken, kanser
hiicrelerinin  hiicre iskeleti azalmis ve/veya organizasyonu bozulmustur.
Kanserlesmis hiicre, dokuya 6zgii olan yapisal 6zelligini ve morfolojik yapisini
kaybetmistir. Hiicre sitoplazmalari normal hiicrelere gore daha kiiciiktlir ve bu
nedenle mikroskopla ayirt edilebilirler (Karp, 2005).

Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, cogalmak (prolifere olmak) {izere uyarilmis bir hiicrede meydana
gelen, bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigii bir siiregtir. Bir siklusa katilan hiicre, genetik ve morfolojik olarak
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiliyli tamamlar. Hiicre
proliferasyonu, hiicre dongiisti icinde bulunan bazi kontrol noktalar1 (“check-
points”) tarafindan diizenli bir sekilde kontrol edilir. Hiicre dongiisii
proliferasyon, farklilasma (diferansiyasyon) ve apoptoz gibi temel hiicresel
fonksiyonlar1 diizenlediginden biiylime ve doku “turnover’iyla yakin bir iligki
icindedir. Boyle bir diizenleyici 6zelliginin olmasi, organizmadaki hemen hemen
her tiir fizyolojik (6rnegin doku hemostazisi) ve patolojik durumlarda (6rnegin
timor olusumu) hiicre dongiistiniin ne derece kritik bir éneme sahip oldugunu
gostermektedir. Nitekim, kanser tiplerinde hiicre dongiisiiniin regulator proteinleri
olan siklinler veya siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI)’nin diizeylerinde
anormallikler belirlenmistir (Engin ve Ozyardimci, 2001).

Bir hiicrede canlilik gdstergesi olan en anahtar noktalardan biri, onun birbirine
tipa tip benzeyen iki hiicreye boliinmesidir. Genelde, hiicreler bir boliinme sinyali
almadiklari siirece hiicre dongiisiiniin (G;, Gz, S ve M) aktif fazlarina girmezler ve
GO denilen istirahat fazinda beklerler. Hiicrelerin ikiye bdllinmesi mitozis (veya
gonadlarda mayozis)’le gergeklesir. Hiicreyi bdliinmeye sevkeden sinyaller
(6rnegin, sitokinler, biiylime faktorleri veya mitojenler) cok cesitlidir. Hiicre
boliinme sinyalini aldiginda, sinyal ileti kaskadi “signal transduction cascade” adi
verilen bir ileti mekanizmasi (6rnegin, MAP kinaz, Protein Kinaz C veya
JAK/STAT yollar1) devreye girer. Bu ileti mekanizmasi sayesinde, hiicre dongiiye
sokularak boliinmeye (mitozise) sevk edilmis olur. Mitozise girmeden Once
hiicreler bir hazirlik safhasi gecirirler ve bu sathada hacimce biiyiirler. Bu hazirlik
safhasinda, béliinme igin gerekli olan gesitli diizenleyici proteinler (Orn. siklinler)
ve makromolekiiller (Orn. deoksiriboniikleik asitler) sentezlenir. Bu hazirlik
sathasma da interfaz ad1 verilir. Interfaz kendi icinde G, S, ve G, olmak {izere
cesitli alt fazlardan olusur. Mitozis ve interfaz beraberce hiicre dongiisii dedigimiz
sireci olustururlar. Dolayistyla, fazlarin isleyis sirasina gore bir hiicre dongiisii;
G; S, G; ve M fazlarindan (Sekil 9) olusmaktadir (http-8). Genel olarak, G1 fazi
DNA sentezine (S fazina) ve G; fazi ise mitozise (M fazina) hazirlik fazlaridir. Bu
fazlarda RNA ve protein sentezleri yapilir ve ayrica hiicre kendisini béliinme icin
yeniden organize eder. G; fazi, hiicre dongiisiiniin siiresi agisindan en degiskenlik
gosteren fazidir. Bu fazin siiresi dongiiniin en 6nemli belirleyicisidir. Bu fazda hiicre
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ya boliinmek, ya diferansiye olmak, ya da 6lmek igin karar verir ve bazi genlerde
degisiklikler baslar. G, fazinda, bir 6nceki (S) fazda replike olmus DNA ve kromatin
proteinleri kondanse olurlar ve “sister” kromatidler halinde paketlenirler. Tamir
mekanizmalarindan kagmis hasarlt DNA veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol
edilir. M fazinda, “sister” kromatidler diizgiin bir sekilde bir hizaya gelirler ve
ardindan ¢esitli agsamalardan gecilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez)
hiicre ikiye boluniir. Telofazda sitoplazmik bdliinme tamamlanir ve ayni genetik
materyalli iki yeni hiicre meydana gelir. GO fazi ise normalde hiicre dongiisii
icinde yer almayan ve dongiisiinii tamamladikdan sonra dongiiden ¢ikan
hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicreler boliinme uyarist aldiklar1 zaman GO
fazindan ayrilip G; fazina; yani dongiiniin ilk fazina girmis olurlar. Boliinmeye
devam etmeyip G, fazindan ayrilan hiicreler ise diferansiye olmak iizere farkl bir
yone kayarlar. (Engin ve Ozyardimci, 2001).

Hiicre dongiisiinde bir faz tamamlanmadan sonraki faza gegcilirse, genetik
materyal tam ve dogru kopyalanamadigi ig¢in, hiicrede hasar meydana
gelebilmektedir. Hiicre dongiisiinde G; — S gegisinde, G, — M geg¢isinde ve
metafaz—anafaz gegisinde kontrol noktalari vardir. Bu kontrol noktalarinda
hiicrenin dongiliye devam edip etmeyeceginin karar1 verilir (Cabadak, 2008).

Hiicre dongiisii, dongiiye 6zgili bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
serin/treonin protein kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDI)
tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilir. Hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda
siklinlerin, CDK ve CDI’lerin diizeyleri farklilik gosterir ve olduk¢a komplike bir
diizen i¢inde siklusun ilerlemesini diizenlerler. CDK’lar kendi baslarina
bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, siklin’e baglandiklarinda aktiflesirler ve
bdylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin
regulatdr subiiniteleri, CDK’lar ise katalitik alt {niteleridir. Dongiiniin ¢esitli
fazlarinda bir taraftan siklinler (A, Bl, D ve E) periyodik olarak sentez
edilirlerken diger taraftan yikilirlar. Bu yiizden de siklinler olarak
isimlendirilmislerdir. ~ Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, iliskide
bulunduklar1 CDK (CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin
aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. CDK’larin aktiviteleri sadece siklinlerle
diizenlenmez ayrica 6zgiin fosforilasyon/defosforilasyona yol acan bagka yollarla
da diizenlenir. CDI’leri (p15, p18, p19, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin
kendisi ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak, CDK’larin aktivitelerini
inhibe ederler (Engin ve Ozyardimci, 2001).

Siklin E en yliksek seviyeye G; fazinin ge¢ doneminde; Siklin A ve B ise G, ve
M’de ¢ikar. Siklin D ise G; fazinin erken doneminde artmaya baglar ve fazin
sonuna dogru gittikge artar. Her bir siklin 6zellikle spesifik CDK’na baglanir.
Degisik fazlarda spesifik siklinlerin ve CDK’larin varlig1 veya yoklugu herhangi
bir fazda hangi kinazin aktiflesecegini belirler (Engin ve Ozyardimei, 2001).

Biyokimyasal olarak ifade etmek gerekirse, bu proteinler, birbirleriyle
protein:protein  kompleksleri  (interaksiyonlar1)  olusturarak  birbirlerinin
aktivitelerini diizenlerler. Bu aktivitelerin diizenlenmesi, fosforillenme yoluyla
gerceklesir. CDK’lar, siklinlerle interaksiyon sonucu aktive olurlarken, CDI’
leriyle interaksiyon yapmalari halinde ise inhibe olurlar. CDK’larin aktif formlari,
substratlar1 fosforilleyerek onlar1 aktif hale getirir. Boylece substrat, aktivasyon
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durumuna gore hiicre ddngiisii ya durur ya da bir sonraki asamaya gecer (Engin ve
Ozyardime, 2001).

Hikcre Biylimesl

Biyime ve Mitoza Hazik

Sekil 9. Hiicre Dongiisii
Apoptoz

Apoptoz bir¢cok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayr1) ve
ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olugsmus, sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir. Biyolojik bilimler literatiiriinde apoptoz
terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
1972 yilinda kullanilmis olup, canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu
olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6lim tipi olarak tanimlanmistir. Apoptoz,
programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6liimii veya hiicre intihar1 olarak da
bilinir. Her hiicre dogar, belli bir siire yasar ve sonra oliir. Bu durum fizyolojik
olarak her saniye yaklasik bir milyon hiicremizin 6lmesiyle bir dmiir boyu stirer.
Buradaki 6liim mekanizmasi apoptozdur. Doku homeostazisi yani yeniden yapim
ve yikimin bir diizen i¢inde olusu, apoptoz/proliferasyon dengesinin saglikli bir
sekilde siirdiiriilmesine baglhidir. Normal apoptotik hiicre 611"1111;11'1 ve yerine yeni

hiicre yapiminin (“tissue remodelling”) giinde yaklasik 1x10 hiicreyi buldugu
hesaplanmaktadir. Bu hizda bir hiicre 6liimii ve yeniden yapimi, yetiskin bir
insanin viicut agirh@inin her 18-24 ayda bir yeniden yapim ve yikimi anlamina
gelmektedir. (Engin ve Ozyardimei, 2001; Aksit ve Bildik, 2008, Ulukaya, 2003).

Apoptoz, hiicrenin yasam ¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
stirdliriilmesini sagladig1 gibi organizmada hasar gormiis veya organizma igin
tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Hasarli DNA da
apoptoz yolu ile ortadan kaldirilir. Hiicrenin DNA’sinda meydana gelen
mutasyonlar, kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin
apoptoz yolu ile 6ldiiriilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. (Bildik ve Aksit, 2008).

Apoptozdaki ana morfolojik olay, nukleusun yogunlasip, parcalara ayrilmasidir.
Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptozda
yaklagik olarak 300000 kirilma meydana gelmekte ve hiicre onarimi
yapilamamaktadir (Oktem ve ark., 2001). DNA, internukleozomal bdlgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalari
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olusturacak sekilde parcalanir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven
goriintlisli imajinin “ladder pattern” ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum
hiicre tipine bagli olarak degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo bazgifti (kbp)
boyutunda bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir (Ulukaya, 2003).

Apoptoz, tek bir hiicrede, biiziisme ve gevre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi
ile karakterizedir. Hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziilerek, bir ka¢ dakikada
hacimlerinin 1/3’{inii kaybederler. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, CI tasiyict
sistemin durmast nedeniyle hiicre i¢i ve dig1 arasindaki sivi hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diiser, ¢evre ile
olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslart kaybolur. Daha sonra plazma
membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrilmis
kromatin parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
hiicreler komsu hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilirler.
Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membranindaki degisikliklerle olur.
Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler (http-
9). Apoptoz 30 — 60 dakika gibi bir siirede tamamlanir. Elektron mikroskobunda
apoptoz esnasinda, kromatinin yogunlagmasi, sitoplazmanin biiziilmesi, plazma
membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme, mitokondrial
membran aralifinda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile iligkili flavoprotein olan
Apoptoz Indiikleyici Faktér salinimi, bildirilen morfolojik degisikliklerdendir
(Oktem ve ark., 2001; Bildik ve Aksit, 2008).

Apoptoz klasik hiicre 6lim sekli olarak bilinen nekroz’dan bir¢ok 06zelligi
agisindan oldukea farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Sekil 10). Nekroz
fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina ragmen apoptoz hem fizyolojik hem de
patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Diger bir ifadeyle apoptoz hem
saglikta hem de hastalikta karsimiza g¢ikmaktadir (Ulukaya, 2003). Nekroz,
hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 1s1k gibi zararl
hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan istenmeyen bir siiregtir (Cizelge 5). Hiicre
plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu, hiicre igerigi ortama
dokiiliir, inflamatuvar yanit olusur ve komsu hiicreler de etkilenir (Ulukaya, 2003,
Oktem ve ark., 2001). Oysa apoptozda hiicre par¢alanmadigi, kendi membrani
icinde yok olup icindeki iltihap tetikleyicisi bilesenleri etrafa sagmadigi icin
apoptoza iltihabi reaksiyon eslik etmez (Kayaalp, 2009).
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~ 7 Normal Hiicre

Sekil 10. Hiicrede Nekroz ve Apoptoz Olusumu
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Cizelge 5. Nekroz ve Apoptoz Arasindaki Farklar

Litik viral enfeksiyon
Toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlar

Siddetli oksidatif stress

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan nedenler Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
Hipertermi Hiicre vaslanmasi “Senescence”™
Hipoksi HIV

Kanser ilaglan

Radyasyon

Yiiksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR-1 reseptérlerinin
aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stress

Morfolojik dzellikler

Hiicre membrani biitiinliigiiniin
kaybi

Kromatin “flocculation™n
Hiicre sismesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Intakt hilcre membrani fakat membranda
“bleb”lerin olusumu

Kromatinin niikleer membran civarinda
toplanmasi ve yogunlasmasi

Hiicre kiiciilmesi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intact mitakondri. ribozom.
nucleus parcalar ve diger organelleri
igeren membranla kapli apoptotic

cisimceiklere parcalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon hemostazisi
ATP gerekmez (pasif siireg)

+4 °Cde gerceklesebilir

DNA rastgele parcalanir (agaroz
jel elektroforezinde ““smear™
goriintiisii)

Postlitik DNA
fragmentasyonu(=o6liimiin geg¢

safthasinda)

ivi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siireg)

+4 °C’de gerceklesmez)

DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
ciftinin katlar: olacak sekilde kirilir mono
ve oligonukleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
patterni=apoptozisin en énemli belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken

evrede gerceklesir)

Diger ozellikler

Hiicreler gruplar halinde 8liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gergeklesir
Lizozomal enzimler salinir

Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkagi birarada sliir
Fizyolojik sartlarda da gerceklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Inflamasyon goriilmez

Apoptoz mekanizmalari

Apoptoz, Cizelge 6’da da goriildiigii gibi hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan
cesitli sinyaller yoluyla tetiklenebilir (Erdogan ve Uzaslan, 2003). Hiicresel
diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler, Fas Ligant (FasL) ve Timor nekroz
faktdr (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim faktdrii olarak da adlandirilan bu
proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile hiicre 6limii gergeklesir. Bunun
disinda apoptoz viral enfeksiyonlar, bakteriyel toksinler, onkogenler,
kemoterapoétikler, radyasyon gibi bazi faktorler ile de bafllatilabilir. Agir DNA
hasarina yanit olarak aktive olan p53 geni, reaktif oksijen radikalleri (hem
mitokondri, hem plazma membrani, hem de genom {izerinde olusturabilecegi
hasarlara bagl olarak) apoptozu tetikleyebilmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
Insan tiimérlerinin %50’den fazlasinda mutasyona ugradigi tespit edilen p53
geninin, kanser olusumunu Onlemede kritik rol oynadigi kabul edilmektedir.
Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, DNA hasar1 olustugunda
aktifleserek p21 genini harekete gecirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G; fazinda kalarak,
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S fazina ge¢mesini engeller. Boylece hiicre dongiisii durdurularak olusmus olan
DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. p53 geni DNA tamiri yapan
proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarni tamir
edebilirse, hiicre dongiisiindeki blok kalkar. Hiicre hasarinin tamiri basarili
olmazsa p53 geni bax proteinini (bcl-2 grubu proteinlerden, proapopitotik) aktive
ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apopitoza giderek Olmesini saglar.
Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (Oztiirk, 2002).

Apoptozu tetikleyen diger hiicresel diizeyde ve hiicre dis1 ajanlar Tablo 2°de

gosterilmistir.

Cizelge 6. Apoptozu Tetikleyen Hiicre Ici ve Dis1 Ajanlar

Fizyolojik aktivatGrler

Hasara bagh indiiklenme

Tedavi ajanlan

Toksinler

TNF ailesi (FasL, TNF)

Ist soku

KemoterapGtikler
Sisplatin, Bleomisin

Etanol

Transforming growth
factor beta (TGF-B)

Viral infeksiyonlar

Gama Radyasyon

Beta-amiloid peptid

Norotransmitterler;
Glutamat, dopamin

Bakteriyel toksinler

UV radyasyon

Bliytime fakt&riin(in
seviyesinde dUis(s

Onkogenler (myc, rel, E1A)

Kalsiyum

TUmar slipresér gen (p53)

Glukokortikosteroidler

Sitotoksik T hticreler

Oksidanlar

Serbest radikaller
Besin eksikligi ve
antimetabolitler

Apoptoz ve kanser iliskisi

Apoptoz, DNA’lar1 onarilamayacak kadar hasar gdormiis hiicreleri bunlar
cogalmadan Once tahrip ederek organizmayi mutasyonlarin olumsuz etkilerine
kars1 korur (Smith ve ark., 2007). Apoptoz/proliferasyon dengesindeki bozulma
tiimdr gelisiminde rol oynadigi icin, apoptoz bloke edilirse hiicre sayisindaki artis
kansere neden olabilir. Apoptoz mekanizmasinin tetiklenememesi (p53 gen
defektleri) veya mekanizmanin herhangi bir basamaginda meydana gelen bir
degisiklik (Bcl-2’nin arts1, Fas gen defektleri gibi) tiimdr gelisiminde rol
almaktadir. Ayrica tlimér hiicrelerinin dogal immiin mekanizmalarla ortadan
kaldirilamamasinin  da timor gelisiminde 6zelliklede tlimor hiicrelerinin
yayiliminda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Genellikle tiimor hiicreleri sitotoksik
T lenfositler veya natural killer hiicreler tarafindan Fas/FasL bagimli apoptoz
yoluyla ortadan kaldirilir. Fakat tlimor hiicrelerinin, tam ters bir bigcimde immiin
sistemden kacabildigi de bilinmektedir. Malign hiicrelerin, konak immiinitesinden
kagis1 ve sitotoksik immiin sistem hiicrelerinin timor hiicreleri tarafindan ortadan
kaldirilmas: kanser gelisimi ve progresyonu agisindan ¢ok oOnemlidir. Bu
olgularda tiimér hiicrelerinin, oliim faktorii iireterek (FasL) sitotoksik T
lenfositlerde ve NK hiicrelerde apoptozu baslattigi diisiiniilmektedir (Erdogan ve
Uzaslan, 2003).

Kansere neden olan bazi viriisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik apoptozu
engellerler. Bu sekilde davranan iki tip insan papilloma viriisu (HPV)’nin serviks
kanseri olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6 adinda bir protein
tireterek apoptozu baglatan P53’e baglanir ve apoptozu inaktive eder. Burkitt
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lenfoma ve Mononiikleosise neden olan Epstein-Barr viriisii de Bcl-2’ye benzer
bir protein salgilar veya salgiladigi bir diger proteinle hiicrenin Bcl-2 protein
{iretimini arttirmasini indiikler. iki olay da hiicreyi apoptoza kars1 daha direngli
kilar. Bu sekilde ¢ogalmaya devam eden hiicre kanser hiicresi haline gelir.
Melanoma (deri kanserlerinden en tehlikelisi), Apaf-1’i kodlayan genin
ekspresyonunu engelleyerek apoptoza direng gosterir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).

Bazi kanser hiicreleri (6zellikle akciger ve kolon) sitotoksik T-hiicrelerinin
FasLigand kisimlarin1 baglayan bir molekiil salgilayarak T-hiicrelerinin apoptoz
mekanizmalarin1  basglatmalarima izin vermezler. Dolayisiyla bozulan bu
mekanizma kanser hiicrelerinin fizyolojik apoptozunu engeller (Erdogan ve
Uzaslan, 2003).

FasL’nin melanoma, akciger kanser hiicreleri, kolon, tiroid, bobrek ve pankreas
kanser hiicrelerinde arttig1 bilinmektedir. Tiimdr hiicrelerinin membran yiizeyinde
FasL artmasina ragmen Fas reseptor diizeyinin azaldigi gozlenmistir ve bu olay
timor hiicrelerinin immiin sistemden kagiginda rol oynar (Erdogan ve Uzaslan,
2003).

Tiimor hiicrelerinin apoptoza rezistans gelistirmesinin sebebi olarak sitoplazmik
membranda FasL artis1 ve Fas reseptor diizeyinde azalmanin yani sira, Fas gen
defektleri de timdr hiicrelerinin ortadan kaldirilmasini engeller (Erdogan ve
Uzaslan, 2003).

Fas-FasL. bagimli apoptoz mekanizmasi1 dogru regiile edildigi taktirde viral
enfeksiyonlarin ve kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda gorev alir.
Sistemin yeterli ¢calismamasi, tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilamamasi nedeni
ile kanser gelisimi ve yayilimina neden olurken sistemin fazla ¢alismas1 ise doku
hasarina neden olur (Erdogan ve Uzaslan, 2003).

Tiimér hiicrelerinin apoptozdan kagma mekanizmalari

- Fas ve Fas Ligand (Fas-L) interaksiyonlari

- p53 mutasyonu

- Asir1 Bel-2 ekspresyonu

- Azalmis Bax ekspresyonu

- Kaspaz inhibitorlerinin asir1 ekspresyonu (IAP, survivin)

- Telomeraz aktivitesinin devam etmesi (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
Yesil Cay ve Kanser Iliskisi

In vitro hiicreler ve in vivo hayvan modelleri kullanilarak yapilan deneysel
calisma sonuglarina gore, yesil ¢ay kolon, mide, 6zefagus ve akciger kanserleri
basta olmak iizere prostat, meme ve cilt kanseri gibi bir¢ok kanser tiirline karsi
koruyucu gorev yapmaktadir ( Fisunoglu ve Besler, 2008; Sharangi, 2009).

1986 yilinda baslayan ve 10 yil boyunca 8552 kisi iizerinde gergeklestirilen bir
calismada, giinliik olarak yiiksek dozda tiiketilen yesil ¢ayin kanser iizerine etkisi
arastirilmistir. Giinliik 10 fincandan fazla ¢ay tiiketenlerle, 3 fincandan az cay
tilketenler karsilastirildiginda, kanser gelisiminin erkeklerde 3.2 yil, kadinlarda
7.3 yil geciktigi goriilmiistiir. 419 kanser vakasinda yesil cay tiiketimine bagl
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olarak, kanser tiirlerinin relatif etkileri hesaplanmis ve giinde 10 fincandan fazla
yesil cay tiiketen kisilerde kolon, akciger ve karaciger kanseri i¢in oldukca diigiik
relatif risk elde edilmistir (Fujiki ve ark., 2000).

Yesil cay ve bilesimindeki katesinlerin kansere karsi koruyucu etkileri; hiicre
cogalmasini engelleme, hiicre dongiisiinii durdurma, sitokinlerin salinimini
azaltma, etken reseptorleri baskilama, mitotik uyarilar1 baskilama, mutajenite ve
genotoksisiteyi Onleme, serbest radikal temizleme, detoksifikasyon enzimlerini
etkinlestirme, kanser hiicrelerinin apoptozunu hizlandirma ve anjiyojenezi
engelleme gibi mekanizmalarla agiklanmaktadir (Sahin ve Ozdemir, 2006).

Yesil cay polifenolleri proteinlere baglanma 06zellikleriyle belirli enzim ve
reseptorleri etkileyebilir. Ornegin; EGCG, siklooksijenaz-2 ve nitrik oksit sentaz
gibi prooksidan enzimleri inhibe ederek, iltihap ve tiimdr olusumunda aracilik
yapan nitrik oksit ve prostoglandinlerin salimimimi kisitlamaktadir. Gtigli
antioksidan ozelligi olan yesil cay polifenolleri, reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerini baglar, ayrica da siiperoksit dismutaz, glutasyon-S-rediiktaz, katalaz gibi
hiicre icindeki antioksidan enzimlerin sentezini tetikleyerek de dolayli olarak
antioksidan aktivite gosterir. Bu etkileriyle de, lipid peroksidasyonunu ve DNA
yapisinda olusabilecek hasarlar1 engeller (Koo ve Cho, 2004).

Yesil cay ve polifenollerinin antioksidan etkileri ve kanserin énlenmesi

Oksidasyonun dogal siirecinde, insan viicudu serbest radikaller olusturmaktadir.
Olusan bu aktif oksijen formlar1 engellenmedigi taktir de proteinler, lipidler,
karbohidratlar ve DNA’da yapisal bozulmalar olusabilmektedir; fakat antioksidan
olarak adlandirilan maddeler ve antioksidan enzim sistemleri aktif oksijen
olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri tutarak, oksidasyonun
tesvik etmis oldugu zararlanmalar1 hiicresel diizeyde engellemekte ve dejeneratif
hastaliklarin olusumunu durdurmaktadir (Chen ve Dou, 2008; Tosun ve
Karadeniz, 2003). Kanser, kalp hastaliklari, diyabet, Alzheimer gibi bazi
hastaliklarin ve yaslanmanin, dokulardaki oksidatif hasar ile giiclii bir bag1 vardir
(Chen ve Dou, 2008).

Beslenmede yesil cay 6nemli bir antioksidandir. Icerdigi flavanoller sebebiyle
giiclii antioksidan aktiviteye sahip olup bir¢ok hastaligin olusum ve gelisimini
onlemektedir. Yapilan calismalarda da, yesil ¢ayin yiiksek miktarda flavanoller
icermesi nedeniyle, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmektedir
(Chen ve Dou, 2008; Tosun ve Karadeniz, 2003).

Rah ve ark. 2005, insan mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde (HUMVEC), reaktif
oksijen tiirlerinin zararl etkilerine kars1 yesil ¢ay polifenollerinin koruyucu roliinii
arastirmislardir. Onceden 1 saat 10 pg/ml yesil ¢ay polifenolleri (GTP) ile inkiibe
edilen endotel hiicrelerinde, H,O, ile indiiklenen degisikliklerin tamamen
onlendigi sonucuna varmislardir. Ksantin oksidaz (XO) ile oksidatif stres
indiiklendiginde, hiicre canlilig1 ve morfolojisi yine ayn1 GTP konsantrasyonunda
(10 pg/ml) etkili bir sekilde korunmustur. Bu sonuglar, yesil cay polifenollerinin
hiicre kiiltiirii deneysel modelinde biyolojik bir antioksidan olarak rol
alabilecegini ve endotel hiicrelerinde oksidatif stres ile indiiklenen sitotoksisiteyi
Onleyebilecegini gostermektedir.
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Yesil cay polifenollerinin, mitojen ile aktive edilen protein kinaz; (MAPK)
yolagni aktive edici etkisi

Karsinojenlerin biyoaktivasyonlarinda rol alan sitokrom P450 gibi enzimlerin
inhibisyonuna katilan yesil ¢ay polifenollerinin koruyucu etkileri bulunmaktadir.
Ayrica yapilan in vivo galigmalarda, yesil ¢cayimn biyolojik cevap siirecinde, faz II
detoksifikasyon enzimlerinin de katiliminin oldugunu gosterilmektedir. Faz II
enzimlerinin indiiksiyonunu diizenleyen bolge olan ARE (antioksidan duyarli
element)’in faz II genlerinde bulunmasindan dolayi, yesil ¢cay polifenollerine olan
biyolojik cevap ¢aligmalarinda MAPK yolagi mekanizma yolak olarak
kullanilmistir (Mukhtar ve Ahmad, 1999a; Mukhtar ve Ahmad, 1999b)

Mukhtar ve Ahmad (1999a), yapmis olduklar1 calismada ARE aracili faz Il enzim
gen ekspresyonunun diizenlenmesi ile ilgili olarak MAPK yolak aktivasyonunun
etkili bir sinyal yolagi olabilecegini gostermislerdir. ARE’ler araciligiyla, faz II
detoksifikasyon enzimlerinin transkripsiyonu yesil ¢ay polifenolleri tarafindan
uyarilmaktadir. Ayrica, yesil ¢cay polifenolleriyle yapilan tedaviler, MAPK, ERK2
(ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinaz 2), JNK1 (c-jun N-terminal kinaz 1)
yolaklarimin aktivasyonu ve c-jun, c-fos gibi erken cevap genlerinin mRNA
diizeylerinde artis ile sonu¢lanmistir.

Yesil ¢cay polifenolii epigallokatesin-3-gallat (EGCG)’nin tiimor hiicrelerinde
proteozom aktivitesini inhibe edici etkisi

Ilag rezistans gelisimi ve tiimor hiicre proliferasyonu icin, proteozom aktivitesi
onemli bir husustur. Bu sebepten, proteozoma aracilik eden degradasyon yolagi,
kanser onlenmesi ve terapisi i¢in goz oniinde bulundurulmasi gereken énemli bir
hedeftir. Apoptoz ve hiicre dongiisii gibi cesitli hiicresel siireclerde yer alan
diizenleyici proteinlerin yapisal katlanmalarini ubiquitin/proteozom sistemi
kontrol etmektedir (Chen ve Dou, 2008).

Normal sartlar altinda, lizozomal yolak; endositoz veya pinositoz ile hiicrede
onemli olan ekstraseliiler proteinleri azaltirken, proteozom ise intraseliiler
proteinlerin degradasyonunu kontrol eder. Okaryotik proteozom, bilinen en az 3
katalitik aktiviteye sahiptir: kimotripsin-benzeri, tripsin-benzeri, kaspaz benzeri
veya peptidil-glutamil peptit-hidrolize edici (PGPH)-benzeri aktiviteler. Hemen
hemen tiim ¢aligmalarda, timor hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu ile
proteozomun kimotripsin benzeri aktivitesinin inhibisyonu arasinda iligki oldugu
bildirilmistir (Chen ve Dou, 2008).

Chen ve Dou (2008), yapmis olduklari ¢alismada, EGCG’nin etkili ve spesifik bir
sekilde in vitro (ICsp= 86-194 nM), in vivo (1-10 uM) konsantrasyonlarda,
proteozomun kimotripsin benzeri aktivitesini inhibe ettigini ve hiicre dongiisiiniin
G, fazinda tiimOor  hiicre biiylimesinin  durdurulmasini  indiikledigini
gostermisglerdir. Ayrica, EGCG yapisindaki ester bagi, proteozomun inhibitor
aktivitesinde kritik rol oynamaktadir.

EGCQG, yesil caydaki en etkili polifenoldiir. A ve C-halkalarinda veya ester
baglarinda degisiklik yapilarak iiretilen sentetik EGCG amidleri ve EGCG
analoglari, Jurkat 16semi T hiicrelerinin G, fazinda biiyiimesini durdurmustur ve
insan prostat kanser hiicresi olan LNCaP hiicrelerinde koloni olusumunu
baskilamistir (Chen ve Dou, 2008).
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EGCG’nin B ya da D halkasinda OH gruplarinin azaltilmasi sonucunda in vitro
olarak, proteozom inhibitor aktivitesi azalmistir. Halbuki; EGCG’nin yapisi
korunmus olan analoglari, % 97 civarinda proteozomal kimotripsin benzeri
aktiviteyi inhibe etmistir (Chen ve Dou, 2008).

Yesil ¢ay polifenollerinden EGCG ’nin iirokinaz aktivitesini inhibe edici etkisi

Insan kanserlerinde cogunlukla eksprese edilen enzimlerden biri olan iirokinazin
inhibisyonuyla ilgili olarak EGCG’nin antikanser aktivitesinin oldugu ileri
stiriilmektedir (Mukhtar ve Ahmad, 1999a).

Bilgisayar destekli molekiiler modellemenin kullanilmasi ile EGCG’nin iirokinaza
baglandig1 ve iirokinazin katalitik ii¢lii gruplarindan serin 195 ve histidin 57’yi
bloke ettigi ortaya konmustur (Mukhtar ve Ahmad, 1999a).

Yesil cayin apoptotik hiicre oliimiinii indiikleyici ve hiicre dongiisiinii
durdurucu etkisi

Hem normal hem de kanser hiicrelerinin yasam dongilisii apoptoz hiziyla
etkilendiginden dolayi, apoptozu diizenleyen kemopreventif ajanlar, sabit hiicre
populasyonlarin1 da etkileyebilir. Diger bir taraftan, bir¢ok kanserde
kemopreventif ajanlar apoptozu indiiklerken, tiimor-uyaricit ajanlar apoptozu
inhibe etmektedir. Bu yiizden, kemopreventif ajanlar, tiimorli deney hayvan
modellerinde ve insan epidemiyolojisinde kanitlanan etkilerinden ve kanser
hiicrelerinde apoptozu indiiklemelerinden dolay1, kanser tedavisinde genis
kullanima sahiptirler (Mukhtar ve Ahmad, 1999a).

Mukhtar ve Ahmad (1999a); yapmis olduklar1 calismada insan epidermoid
karsinoma (A431) hiicrelerinde EGCG’nin apoptozu ve hiicre dongiisiiniin
durmasini indiikledigini gostermislerdir.

Chen ve ark. (1998), c¢alismalarinda EGCG’nin SV40 viriisiiyle degistirilmis
insan fibroblast hiicreleriyle (W138VA), normal WI138 hiicreleri iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. EGCG, W138VA hiicrelerinde biiyliimeyi engellerken,
normal W138 hiicrelerinde biiylimeyi engellememistir. EGCG’nin benzer
sekildeki biiylimeyi inhibe edici etkisi, insan kolorektal kanser hiicreleri (Caco-2),
gbgiis kanseri hiicreleri (Hs578T) ve onlarin normal hiicre eslerinde yapilmis olan
baska bir calisma ile desteklenmektedir. Ayni zamanda EGCG tedavisi,
degistirilmis W138VA hiicrelerinde apoptozu indiikleyip c-fos ve c-myc
genlerinin ekspresyonunu arttirirken, normal W138 hiicrelerinde boyle bir etkisi
gorlilmemistir. Bu c¢alismaya gore, c-fos ve c-myc gibi genlerin degisimi,
EGCG’nin farkli cevaplarindan sorumlu olabilmektedir.

Fujiki ve ark. (1998), yapmis oldugu ¢alismada, EGCG ve diger cay polifenolleri
insan akciger kanser hiicrelerinin (PC-9) biiylimesini G»/M fazinda durdurmustur
ve timor nekroz faktér-o (TNF-a) yolagimmin, EGCG aracili biyolojik cevapta
mekanizma yolak olarak rol oynadigini ileri stirmiislerdir.

Yang ve ark (1998), yesil cay polifenollerinin biiylimeyi durdurucu etkilerini 4
farkli insan kanser hiicre hatti kullanarak arastirmislardir. Bunlar H661, H1299,
H441 akciger kanseri hiicreleri ve HT-29 kolon kanseri hiicreleridir. EGC
(Epigallokatesin), H661 hiicresine kars1 giiclii inhibisyon gostermis; fakat H1299
hiicresinde aymi1 sekilde gii¢lii inhibe edici etkisi goriilmemistir. EGCG
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(Epigallokatesin-3-gallat)’in, H661 hiicreleri ile inkiibasyonu sonucunda doza
bagimli olarak H,O, olusumu gozlenmistir. H661 hiicrelerine, H,O,’nin
eklenmesi EGCG’nin verdigi apoptotik cevaba benzer bir etki gostermistir. H661
hiicrelerinde EGCG ile indiiklenen apoptoz, digardan eklenen bir katalaz ile
tamamen inhibe edilmistir. Bu inhibisyon, ¢ay polifenol aracili H,O, iiretiminin
hiicrelerin apoptozu ile sonuglandigini gostermektedir.

Yesil cay ve polifenollerinin EGFR (epidermal biiyiime faktor reseptorii) yolag
araciligu ile hiicresel proliferasyonu ve tiimér gelisimini inhibe edici etkisi

EGFR tirozin kinazin, ligandiyla aktivasyonunun, hiicre proliferasyonu ile ilgili
olarak bir¢ok hiicresel cevabi baglattigina inanmilmaktadir. EGFR’nin fazla
ekspresyonunun ise neoplastik bir fenotip olusturdugu belirlenmistir (Mukhtar ve
Ahmad, 1999a).

Liang ve ark. (1997), EGCG’nin DNA sentezini, EGFR’nin protein tirozin kinaz
aktivitesini ve FGFR (Fibroblast biiylime faktor reseptorii) nin aktivitesini 6nemli
Olclide inhibe ettigini gostermiglerdir. Yapmis olduklart ¢alismada, EGCG’nin
tiimor gelisimini EGFR yolagini bloke ederek inhibe ettigini belirtmiglerdir.

Yesil cay ve polifenollerinin AP-1 (aktivator protein-1) aktivasyonu ve hiicre
transformasyonu inhibe edici etkisi

Bircok c¢alisma AP-1’in aktivasyonunun timor gelisiminde rol oynadigini
gosterdiginden, bu transkripsiyon faktoriiniin down-regiilasyonunun kansere karsi
terapotik bir etkinliginin olabilecegi diisiiniilmektedir (Mukhtar ve Ahmad,
1999a).

Dong ve ark.(1997), JB6 fare epidermal hiicre hattinda (timor gelisim
caligmalarinda en ¢ok kullanilan in vitro model sistemi), EGCG ve teaflavinlerin,
EGF ya da TPA ile indiiklenen hiicre transformasyonunu; ayrica da AP-1 bagimli
transkripsiyon aktivitesini ve DNA baglanma aktivitesini inhibe ettigini
gostermiglerdir. AP-1 aktivasyonunun inhibisyonu ise, JNK-bagimli yolagin
inhibisyonu araciliiyla ger¢eklesmektedir.

Yesil cay ve polifenollerinin, c-jun mRNA ekspresyonunu, protein tirozin kinaz
ve JNK 1 aktivasyonunu inhibe edici etkisi

Lu ve ark. (1998), sican aortik diiz kas hiicrelerinde (A7r5), PTK’mm EGC
(Epigallokatesin) ile inhibe edildigini gostermislerdir. EGC, c-jun mRNA
diizeylerini, fosforile olmus JNK1 ve JNKI kinaz aktivasyonunu azaltir. Bu
bulgular, EGC’nin antiproliferatif etkinliginin, tirozin kinaz aktivasyonunun
inhibisyonu, c-jun mRNA ekspresyonunun azalmasi ve JNKI1 aktivasyonunun
inhibisyonu aracilig1 ile oldugunu gdstermektedir.

Osteosarkom

Osteosarkom, osteokondrom ve Ewing ailesi tlimorleri 20 yas altinda goriilen en
stk 3 tiimordiir. Bunlar icinde en sik goriileni osteosarkomdur. Ergenlik
doneminde goriilmesi doruga ulasan bu tiimor, iskelet biiylimesinin hizli oldugu
yaslarda siktir. Dolayisiyla ergenlik Oncesi osteosarkom olgulart daha az
beklenmektedir. Hastalar genelde erkek ¢ocuklar olup uzun boyludurlar.
Oniiciincii kromozomdaki Rb genindeki (timor supresdr gen, resesif onkogen)
delesyonlar ve yeniden gen diizenlenmeleri osteosarkoma yol acabilir. Bir diger
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resesif onkogen olan 17. kromozomdaki p53 geninin germline mutasyon sonucu
inaktivasyonu (% 25) hastaligin gelismesinden ve ilerlemesinden sorumlu
tutulmustur. Osteosarkom, ailesel kanser sendromu da denilen Li-Fraumeni
sendromunda p53’ilin etkilenmesine bagli goriilebilmektedir. Cevresel etmenlerin
osteosarkoma yol acabildigine dair giiclii kanitlar yoktur. Ancak kemigi
1sinlanmis hastalarda ileri donemde ikincil osteosarkomlar goriilebilmektedir.
Alkilleyici ilaglar da nadiren osteosarkoma yol agabilmektedir. Osteosarkom,
osteoid lireten bir timordiir. Klasik tip osteosarkom, osteoblastik (% 50-78),
kondroblastik (% 4-25), fibroblastik (% 4) olarak goriiliir. En sik olarak agr1 (%
90), kemikte sislik (% 50), hareket kisithlig1 (% 45) ve patolojik kirik (% 8)
goriiliir. Bazen uzun kemiklerin hizli biiyiimesi ve eklem eflizyonu nedeniyle
eklem sisligi de goriilebilir. En 6nemli tutulan alanlar yiik binen ekleme yakin
tiibiiler kemiklerin metafizleridir: Femur distali (% 50), tibia proksimali (% 25) ve
humerus proksimali (% 10), fibula proksimali (% 5). Nadiren diafizlerden de
timor baslayabilir. Ulkemizde hastalarm ¢ogunda (% 91) osteosarkom
ekstremiteye yerlesmektedir (Kantar, 2007).

Osteosarkom olgularinda bilgisayarli tomografi (BT) yararli olmakla birlikte,
hastalarin ayrintili degerlendirmesinde (yumusak doku uzanimi, eklem uzanimi,
sinir-damar komslugu vs) manyetik rezonans goriintileme (MRG), ozellikle
dinamik MRG c¢ok degerlidir. Bu sekilde tiim degerlendirmeleri yapilan hastaya
osteosarkom On tanisiyla tru-cut biyopsi yapilir. Osteosarkom, cerrahi ve
kemoterapi ile sagaltilir. Ikisi de mutlaka yapilmak zorundadir. Giiniimiizde
izlenen sira Oonce kemoterapi (neoadjuvan veya pre-operatif), cerrahi ve sonra
tekrar kemoterapi seklindedir (adjuvan veya post-operatif). Osteosarkomda
radyoterapinin sagaltict 6zelligi yoktur. Olabilmesi i¢cin 80 Gy ve tlizeri dozlar
gerekir ki, bu da olas1 degildir (Kantar, 2007).

U20S hiicreleri ve ozellikleri

U20S insan osteosarkom hiicre hatt1 p53 ve Rb genlerini eksprese eder ancak pl16
geninden yoksundur. Aslinda 2T hatti olarak bilinen U20S hiicre hatti,
osteosarkom hastalig1 olan 15 yasindaki bir kizin kemik dokusundan Kkiiltiire
edilmigtir. J. Ponten ve E. Saksela 1964 yilinda orjinal hiicreleri tibianin
baskalasmis sarkomasindan alarak tiretmisleridir. U20S hiicreleri epitele bagli bir
morfoloji sergilerler ve SV40, RSV ya da adenoviriislere karsi uygulanan CF
testlerinde ya da WI-38 hiicreleriyle kiiltiire edildiginde U20S hiicrelerinde
viriislere rastlanmamistir. U20S hattinda mikoplazma kontaminasyonu tespit
edilmis ve 1972 yilinda ortadan kaldirilmistir. Hiicreler insiilin benzeri biiyiime
faktorii I (IGF-I) ve insiilin benzeri bliytime faktori II (IGF-II) reseptorleri igin
pozitiftir ve kan grubu A, Rh+, HLA A2, Aw30, B12, Bw35, ve B40(+/-)’da dahil
olmak iizere bir¢ok antijen eksprese ederler (http-5).

Insan osteosarkom U20S hiicre hatt1 ilk iiretilen hiicre hatlarindan biridir ve
biyomedikal arastirmalarin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin
protein ekspresyonlari ile ilgili bilgiler smirlidir ve bu zamana kadar bu hiicre
hattinin protein metabolizmasiyla ilgili kapsamli bir c¢alisma bildirilmemistir.
Proteomik teknolojisi U20S hiicre hattinin proteinlerini analiz etmek i¢in
kullanilmigtir. Sonuglara gore, 11 tane protoonkogen (FKBP4, SRC8, PSDI10,
FUBPI1, PARK7, NPM, PDIA1, OXRP, SET, TCTP and GRP75) U20S hiicre
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hattinin kanserli yapisiyla iliskilendirilmistir. U20S 2-DE veritabin1 gelecek
protein ¢alismalar1 i¢in temel bilgileri icermektedir (Niforou ve ark., 2008).

Hiicre Kiiltiiriinde Sitotoksik Etkilerin Degerlendirilme Yontemleri

Bu yontemler, membran biitlinliigiine dayanan yontemler ve metabolik aktiviteye
dayanan yontemler olmak {iizere ikiye ayrilir. Membran biitiinliigiine dayali
yontemler, hiicrelerin tripan mavisi, naftalin siyah1 gibi boyalarla boyanarak,
mikroskopta hemositometre ile sayimina dayanan, boya atilim yontemidir. Diger
bir yontem ise, Laktat Dehidrogenaz (LDH) salinim testidir. LDH, hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunan bir enzim olup, hiicre membran biitiinliigli bozulmas1
sonucunda ortama salinir (Sahin ve ark., 2007).

Metabolik aktiviteye dayali yontemler ise, canli hiicrelerin metabolik
aktivitelerinin 6li hiicrelerden daha fazla oldugu prensibine dayanir. Kiiltiir
ortamina tetrazolyum tuzlar1 eklenerek MTT, XTT yoOntemi metabolik aktivite
Olclimii yapilabilmektedir (Sahin ve ark., 2007).

Mitokondriyal aktiviteye dayali sitotoksik olgiim yontemi (MTT)

[Ik olarak Mosmann tarafindan tamimlanan, daha sonra Alley ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen 3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) yontemi hiicrelerin verimlilik, uygulanabilirlik ve aktivasyonunu Olgen
hassas, nicel ve giivenilir bir kolorimetrik yontemdir. Yontem, canli hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir. Canlilig1 azaltan;
fakat oldirmeyen Ozellikteki, sar1 renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium boyasi
(MTT), hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve suda ¢éziinmeyen koyu mavi renkli
formazana indirgenir. Formazan miktari, direk olarak hiicre hatlarindaki hiicre
sayistyla orantilidir. Yani; hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canliliginin
oOl¢iitl olarak alinir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli
hiicre sayistyla korelasyon gosterir (Freshney, 2005; Griffiths ve Doyle, 1998).

MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Proliferasyon ve hiicre aktivasyonu
MTT yontemiyle ayirt edilebilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde
mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat
dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin
parg¢alanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan
iiriiniine  donlismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamig hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu ydntem hiicrelerin MTT boyasiyla
inkiibasyonu, presipite reaksiyon {iriiniinlin ¢0ziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon
{iriiniiniin kolorimetrik olarak o&l¢iimii basamaklarindan olusmaktadir. Ustiin
tarayic1 Ozelligindeki spektrofotometre (micro- ELIZA reader), sayica ¢ok olan
orneklerin yiiksek dogruluk derecesiyle okunmasina olanak saglamaktadir (Yaka
ve ark., 2000).

33



Hiicre Kiiltiiriinde Apoptotik Etkilerin Degerlendirilme Yontemleri

Apoptozu saptamak icin ¢ok cesitli yontemler gelistirilmistir. Apoptoz terimi
1972 yilinda, ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriiniimiine gore karar
verilmisti. Giiniimiizde ise morfolojik degerlendirmenin yani sira, apoptoza 6zgii
oldugu bilinen bazi aktivasyonlarin (6rn, aktif kaspaz-3 tayini) molekiiler diizeyde
belirlenmesiyle de apoptoz saptanabilmektedir. Bu yontemler su sekilde
siralanabilir:

1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri
1. Isik Mikroskobu

* Hematoksilen Boyama

* Giemsa Boyama

2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
3. Elektron Mikroskobu

4. Faz Kontrast Mikroskobu

I1. immunohistokimyasal yontemler

1. Anneksin V Yontemi
2. Tunnel Yontemi

3. M30 Yontemi

4. Kaspaz 3 Yontemi

II1. Bivokimyasal yontemler

1. Agaroz Jel Elektroforezi
2. Western Blot

3. Akim Sitometri
IV. immunolojik yéntemler
1. ELIZA

2. Florimetrik Y Ontem

V. Molekiiler Bivoloji yontemleri (DNA Microarrays)

Gilintimiizde pekg¢ok calismada bu yontemlerden bir veya birkacindan birlikte
faydalanilmakta ve gerek  c¢esitli ¢evresel toksinlerin gerekse birtakim
hastaliklarin dokulardaki etkisini gdstermek amaciyla kullanilmaktadir (Yiiksel ve
ark., 2009).

Akim sitometri yontemi ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

Sitometri hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin Ol¢tilmesidir. Akim sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki
hiicrelerin 6zelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir (Taneli, 2007). Akim
sitometrisi ile bir siipansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 1181 ile
aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegirilir; hiicrelerin 1s18in 6niinden gecerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin
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bliytikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan
cesitli fluorokromlar da olabilir. Boylece hiicre ya da partikiill immunfenotipi,
DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi cesitli
ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (Karaboz 2008).

Akim sitometrisi, hiicrelerin hiicre ¢api ile orantili olarak diisiik agida ileri sagilma
yogunlugunu, hiicre i¢indeki graniil sayis1 ile orantili olarak sa¢ilma yogunlugunu
ve bir¢ok dalga boyundaki floresan yogunlugunu oOlger. Ayni zamanda hiicreler
arasi serbest kalsiyum, zar potansiyeli, pH veya serbest yag asitlerindeki hizli
degisiklikleri de izleyebilir (Karaboz 2008).

Akim sitometri 151k mikroskopi ile kiyaslaninca ¢ok daha fazla hiicreyi daha kisa
siirede inceleme firsat1 vermesiyle avantaj saglamaktadir. Akim sitometrik teknik
ile 1 saniyede 500 hiicre sayilir ve ortalama 10 000 hiicreyi 20 saniyede analiz
edebiliriz. Bu analiz hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi, hiicrelere monoklonal
antikor eklenmesi, cihazin kalibrasyonu, kontrol ve drneklerin cihazda ¢aligilmast,
veri analizi ve veri yorumu ve raporu agamalarindan olusur (Taneli, 2007).

Normal hiicrelerde, fosfotidil serin (PS) bdlgeleri sitoplazmik membranin i¢
kisminda bulunurlar. Apoptoz siirecinde, PS bolgeleri yer degistirir ve dis
membrana yonelir. Annexin-V, PS bolgelerine baglanan spesifik bir proteindir ve
apoptoz hiicrelerini ayirt etmek i¢in kullanilir. Propidium iyodiir (PI) ise gec
apoptoz (nekroz) olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan bir boyadir. Sekil
11’de fosfotidil serinin hiicrenin  stoplazmik i¢ membraninda oldugu
goriilmektedir (http-11). Hiicre erken apoptoza gittiginde fosfotidil serin bolgeleri
hiicrenin dis kismina gegmekte ve Annexin-V proteini tarafindan taninmaktadir.
En sagdaki sekilde ise hiicreler ge¢ apoptoza gittiginde (nekroza) ;yani iyice zarar
gordiiklerinde PI boyasi hiicre i¢ine girebilmekte ve nekrotik hiicreleri bu sekilde
isaretlemektedir. Bu calismada kullanilan kit Annexin-V —PI kitidir. Yani nekrotik
ve apoptotik hiicreler belirlenmektedir. FITC (floresanizosiyanat), Annexin V
proteine bagli olan ve apoptoza ugrayan hiicreleri akis sitometrisindeki lazer
yardimiyla sayilmasini saglayan floresan ozellikte bir boyadir. PI ise dis kosullar
nedeniyle pargalanmis hiicreleri boyayan bir boyadir. Apoptoza ugrayan hiicreler
Annexin V-FITC boyast ile boyanir ve akis sitometrisinde hiicre
poplilasyonundaki erken apoptoza ugrayan hiicrelerin sayisi belirlenir (Q4),
nekroza ugramis hiicreler PI boyasi ile boyanir ve akis sitometrisinde nektorik
hiicrerin sayist belirlenir (Q1), Annexin V-FITC ve PI boyalar1 birlikte hiicreleri
boyarsa akig sitometrisinde hiicrelerin apoptoza ve sonra nekroza ugradigi
gosteren geg apopitoz degeri belirlenir (Q2) ve her iki boyanin da baglanmadig:
hiicreler ile saglikl hiicre sayisi belirlenmektedir (Q3) (http-10).
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Sekil 11. Hiicrelerde Eken ve Ge¢c Apoptoz

Bitkilerde Fenolik Madde ve Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan
Yontemler

Fenolik maddeler, bitki tiirlerini tanimlama ve simiflandirma amaciyla
kemotaksonomik ¢alismalarda kullanilmaktadir (Nayir, 2008).

Bitkinin fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocalteu yontemiyle gallik asite
esdeger olarak tayin edilmektedir (Tekeli, 2008).

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek viicudun onlardan
etkilenmemesini veya kendini yenilemesini saglar. Yani, oksijen ile reaksiyona
girerek gidalar icindeki olumsuz etkileri engelleyen maddeler olarak
tanimlanabilirler. Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu (CAC)’ nun taniminda
ise antioksidanlar gidada yagin acilagsmasi ve renk degisimleri gibi oksidasyon
reaksiyonlart sonucunda olusan bozulmalar1 Onleyerek raf Omriinii uzatan
maddeler olarak ifade edilmektedir. Pek c¢ok gida maddesinin bozulmasinin
onemli bir kaynaginin oksijen oldugu bilinmektedir. Bitki dokularinda
gerceklesen oksidatif bozunmalar yaglarin parcalanmasina, acilagsmaya, kot tat
ve kokularin olugmasina ve {iirliniin raf omrii ve besin degerini azaltan diger
reaksiyonlara neden olur. Antioksidan kullanimi ile bu tiir reaksiyonlarin olugmasi
engellenmektedir. Ayrica gidalarin raf dmiirleri uzatilirken besin 6gesi kayiplari
da azaltilmaktadir (Demiray ve Tiilek, 2008).

Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi i¢in ise bir¢ok in vitro ve in vivo metod
gelistirilmistir. Bunun yaninda, tek bir antioksidanin antioksidan kapasitesini tam
olarak belirleyici bir sistem bulunmamaktadir. Dogal antioksidanlarin cogu
bitkilerden elde edilmekte olup, yiiksek bitkilerde genellikle fenolik ve polifenolik
bilesikler olarak bulunmaktadirlar (Shahidi, 2000). Dogal antioksidanlar;
indirgeyici ajanlar, serbest radikal siipiiriicliler, prooksidan metallerin kompleks
olusumunu engelleyiciler ve singlet oksijen olusumunu O6nleyiciler olarak etki
etmektedirler (Pratt, 1992).

DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid oksidasyona
kars1 gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH serbest radikal
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stipiirticii etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin arastirilmasi i¢in en kisa, en
ucuz yontemlerden birisidir (Kikuzaki ve ark. 2002). Oksidasyona sebep olan
serbest radikalleri ortamdan siiplirme veya etkisiz kilma kapasitesi bu yontemle
belirlenebilmektedir (Tekeli, 2008).

Dogadaki birgok radikal iyonu degisik kimyasal reaksiyonlarla bazi bilesikler
tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Kararli bir organik radikal olan DPPH
farkli bitki ekstreleri gibi bilesiklerin antioksidan aktivitesini belirlemede
kullanilmaktadir. Son zamanlarda DPPH yontemi sonuglarin1 yorumlamak igin
etkin konsantrasyon veya ECs, ifadesi (diger deyimle inhibisyon konsantrasyonu,
ICso degeri) kullanilmaktadir. Bu, DPPH aktivitesinin % 50 kaybina neden olan
substrat konsantrasyonu olarak tanimlanmistir (Brand-Williams ve ark., 1995).
Dolayistyla; en diisiik ICso degeri en yiiksek antioksidan aktivitenin gostergesidir.

p-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Viicutta depolanarak A vitaminine de donistiiriilen, kirmizimsi turuncu bir
pigment olan B-karoten ¢ok gii¢lii bir antioksidandir (Nayir, 2008).

B-karoten-linoleik asit yontemi, emiilsiyondaki linoleik asit oksidasyonu sonucu
olusan radikallerin, P-karoten’le reaksiyonundan olusan sar1 rengin, zaman
icerisinde kaybolmasina dayanmaktadir. Antioksidan madde varligi rengin
acilmasin1 dnlemektedir. B-karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi olan 3 saat
boyunca [-karotenin solmasinin Onlenmesi yliksek potansiyel antioksidan
aktivitenin varligin1 géstermektedir (Kulisic ve ark., 2004).
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GERECLER
Kullanilan Kimyasal Maddeler

Absolii etanol (Riedel-de Haen,Almanya); anneksin V-PI apoptoz kiti (Millipore,
U.S.A); asetik asit (Sigma-Aldrich, Fransa); asit fuksin soliisyonu (Sigma-Aldrich,
U.S.A); BHT (Sigma — Aldrich, Fransa); borik asit (Applichem, Almanya); -
karoten (Sigma—Aldrich,Fransa); katesin (Sigma—Aldrich, Fransa); dimetilsiilfoksit
(DMSO) (Sigma—Aldrich, Fransa); DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma-
Aldrich, Fransa); Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (D-MEM) (Sigma-Aldrich,
Fransa); etidyum bromid (Applichem, Almanya); etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) (Sigma—Aldrich, U.S.A); entellan (Merck, Almanya); Fetal Bovine Serum
(FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya); Folin Ciocaltaeu reaktifi (Sigma-Aldrich,
Almanya); fosfomolibdik asit (Merck, Darmstadt, Almanya); gallik asit (Sigma-
Aldrich, U.S.A); glasiyel asetik asit (Merck, Almanya); hematoksilin (Merck,
Almanya); kloroform (Merck, U.S.A); L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya);
linoleik asit (Sigma-Aldrich, Almanya); metanol (Merck, U.S.A); metilen mavisi
(Merck, Darmstadt, Almanya); MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich, Almanya); penisilin-streptomisin soliisyonu
(Biochrom, Almanya); potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Merck, U.S.A);
Roswell Park Memorial Institute medyum (RPMI-1640) (Sigma - Aldrich,
Almanya); sodyum karbonat (Merck, U.S.A); sodyum bikarbonat (Merck, U.S.A);
sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (Merck, U.S.A); sodyum hidroksit (Reidel
deHaen, Almanya); sodyum kloriir (Merck, U.S.A); sodyum piruvat (Biochrom,
Almanya); TEKA (Centella asiatica ekstresi) (Bayer Kimya Sanayi, Istanbul,
Tiirkiye); tripan mavisi soliisyonu (Biological industies, Kanada); tripsin (Sigma-
Aldrich,U.S.A); tween 80 (Merck, U.S.A).

Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Armudi balon (50 ml) (ildam); balon joje (10, 25, 100, 250 ml) (Ildam); beher (250
ml) (ildam); borosilikat vial (Cole Parmer); buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye); CO,’li
etiiv (Hera Cell 240 Thermo Scientific, Almanya); derin dondurucu (-20 °C) (Vestel
No Frost, Tirkiye); ELIZA cihaz1 (Bio.Tek. ELx808IU); etiiv (Venticell,
Almanya); filtre (0,22 pM milipor) (TRP- Almanya); akim sitometri (BD
FACSAria™, Kanada); hassas terazi (Ohaus, Isvigre); hiicre kiiltir flask: (25 cm’-
75 cm? lik) (TRP. Almanya); inverted mikroskop (Leica); kriyotiip (2ml) (TRP,
Isvigre); kiiltiir plakas1 (6 ve 96 kuyucuklu) (TRP, Isvigre); laminar kabin (Steril
Kabin) (Heal Force®, Cin); liyofilizatér (Leybold-Heraeus Lyovac GT-2);
manyetik karistiric1 (Isolab, Almanya); mikrodalga firmn (Argelik, Tiirkiye); meziir
(50 ml’lik, 100mlI’lik, 500ml’lik, 1000ml’lik) (Isolab, Almanya); mikropipet ucu
(silikonlu 10, 200, 1000 ul) (Eppendorf); neubauer lami (Marienfeld, Almanya);
otoklav (ALP); otoklavlanabilen kiiltiir siseleri (Isolab, Almanya); parafilm
(Menasha, Amerika); pH metre (Merck, Almanya); rotavapor (Buchi-R114);
rotavapor Balonu (ildam); santrifiij tiipleri (15, 50 ml) (TRP, Almanya); santrifiij
(Eppendrof Centrifuge 5810 R, Almanya); sarjli Pipet (Isolab, Almanya);
sterilizator (Niive FN 500, Tiirkiye); soxhlet ekstraktorii (Merck, U.S.A);
spektrofotometre kiiveti (S-10SM 1 ml Quartz); su banyosu (Niive BM 302,
Tirkiye); tek kullanimlik dereceli pipet (5-10-25ml) (HBG, Almanya); ultrasonik
banyo (J.P. Selecta); UV-visible Spektrofotometre (Shimadzu 160A); vorteks
(Heidolph, Almanya); 12 kanalli otomatik pipet (Eppendorf, Kanada).

38



YONTEMLER

Calismada kullanilan ekstreler, Trabzon Siirmene’den toplanmis olan Camellia
sinensis yapraklari ile marketten satin alinan (ticari) yesil caydan hazirlanmistir.
Yara iyilestirici aktivite i¢in Farmakoloji Laboratuarimizin NIH 3T3 fare
fibroblast hiicreleri (ATCC numarasi: 1658) kullanilmigtir. Antikanser etkinin
arastirldigi U20S hiicre dizisi (ATCC numarast: HTB-96™), Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Zerrin Incesu’dan, TEKA
(Centella asiatica ekstresi) ise Bayer Kimya Sanayi (Tirkiye) tarafindan temin
edilmistir.

Ekstraksiyon Metodu
Metanol ekstraksiyonu

Trabzon Siirmene’den toplatilan Camellia sinensis yapraklar1 yas olarak temin
edilmistir.

Taze C. sinensis yapraklarmin bir kismina,

- 100-110 °C’de 3 dakika buhar verilmistir. Bu islemin amac1 polifenoloksidaz
enzimi basta olmak {izere tiim oksidasyon enzimlerini inaktive etmektir..

- Buhar verme isleminden sonra yapraklar 20°C’de hizl1 bir sekilde sogutulmustur.
Bu islem, soklanmis yapraklarin sogutulmasi ve yiizeylerindeki suyun kismen
buharlastirilmas1 amaciyla yapilmistir.

- 60-70 °C sicaklikta 15-20 dakika stire ile kurutma iglemi uygulanmustir.

- Kurutulan C. sinensis yapraklari kiiciik parcaciklar halinde ufalanmis ve
ekstraksiyon i¢in hazirlanmistir.

- Kuru C. sinensis’in tam tartimi alinmis, filtre kagidindan yapilmig kartusa
konmus ve metanol ile 1 gece maserasyona birakilmistir. Ertesi giin 100 °C’lik su
banyosunda 8 saat siireyle Soxhlet cihazinda ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan ekstreye, islenmis Camellia sinensis
metanol (islenmis yesil cay-metanol ekstresi = IYC-Me) ekstresi adi
verilmistir.

Taze C. sinensis yapraklarmin diger bir kismi oda sicakliginda, karanlikta oda
sicakliginda kurutularak, ufalanmigtir. Tam olarak tartimi alinan kuru C. sinensis
numunesi ayni sekilde 1 gece maserasyona birakilmis, ertesi giin 100 °C’lik su
banyosunda 8 saat siireyle ekstre edilmistir. Bu sekilde hazirlanan ekstreye,
islenmemis Camellia sinensis metanol (islenmemis yesil cay-metanol ekstresi
= YC-Me) ekstresi adi verilmistir"

Camellia sinensis’den hazirlanmis olup; 6zel bir firmanin piyasaya sundugu,
paket halde marketten satin alinan kuru haldeki yesil ¢ay Orneginin yine tam
olarak tartimi yapilmis ve 1 gece maserasyondan sonra, ertesi giin 100 °C’lik su
banyosunda 8 saat siireyle Soxhlet cihazinda ekstraksiyon islemi
gergeklestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan ekstreye, satin alinms yesil cay-
metanol = SYC-Me ekstresi ad1 verilmistir".

) Camellia sinensis metanol ekstreleri: IYC-Me, YC-Me, SYC-Me’dir.
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Infiizyonlarin hazirlanmasu

Bir¢ok farmakopeye gore infiizyonlar 2 gr kuru bitkisel materyalin 100 ml sicak
suda 5-10 dakika demlenmesi ile hazirlanir. Bu ¢alismada da yukarida bahsedilen,
kuru haldeki 3 6rnegin her birinden 2 gr tartilarak, iizerine 100 ml kaynamis su
ilave edilmis ve 30 dakika kaynar su banyosunda bekletildikten sonra sicakken
sliziilmistiir. Stiziintii derin dondurucuda dondurularak, liyofilize edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan inflizyonlar: islenmis Camellia sinensis infiizyon
(islenmis yesil cay-infiizyon = 1YC-inf), islenmemis Camellia sinensis
infiizyon (islenmemis yesil cay-infiizyon = YC-inf), satin alinms yesil cay-
infiizyon = SYC-inf ® dir.

Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Ekstreler icindeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu Metodu kullanilarak
kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Biitiin 6rnekler ve standart olarak kullanilan
gallik asit % 50 lik metanolde ¢oziilmiistiir. 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin-Ciocaltaeu
reaktifi (% 10’luk, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 20°lik, a/h,
suda) deney tiiplinde karigtirllarak 2 saat oda sicaklifinda bekletilmistir.
Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de spektrofotometrede okunmus, toplam
fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplanmistir.

Antioksidan Aktivite Tayini
DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Camellia sinensis ekstrelerinin 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH)
tizerindeki serbest radikal siipiiriicii etkileri Sanchez-Moreno ve arkadaslar
(1998) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir.

Metanol igerisinde hazirlanmig 0.1, 0.2 ve 0.4 ml 6rnek ¢ozeltileri (reaksiyon
ortamindaki 6rnek konsantrasyonlar1 9.6x10*-3.6x10~ mg/ml) iizerine metanolde
hazirlanmis 3 ml DPPH (2x107 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde 30 sn
karistirilmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢ozeltilerin 517
nm’de absorbans degerleri kaydedilmis, serbest radikal stipiiriicii etki
(Antioksidan Indeks) asagidaki esitlige gore hesaplanmistir:

Kontrol absorbans1 — Ornegin absorbansi

% Inhibisyon = X 100

Kontrol absorbansi

Radikal siiptiriicti etki konsantrasyona karsi korele edilmis ve her test 3 kez
tekrarlanarak ortalamalari alinmis, referans madde olarak BHT kullanilmastir.

@ Camellia sinensis infiizyon ekstreleri: IYC-inf, YC-inf, SYC-inf*dir.
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p-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Bu yontem, B-karoten ve linoleik asit sulu emiilsiyon sisteminde 1s1 yardimiyla
oksidasyonunun indiiklenmesi esasina dayanmaktadir (Koleva ve ark., 2002).

Kuru bir kaba tartilan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile B-karoten
¢Ozeltisinin tamami1 (3 mg/ml kloroformda) vorteksde iyice karistirilmas,
kloroform algak basing altinda 40°Cde rotavaporda ortamdan uzaklastirilmugtir.
Bakiye oksijenlenmis su ile emiilsifiye edilerek 100 ml’ye tamamlanmistir.
Portakal renkli bu stok ¢ozelti deneyler sirasinda karanlikda saklanmistir. 3 ml 3-
karoten ¢ozeltisi igerisine 0.2 ml numune ¢ozeltisi (0.6 mg/ml konsantrasyonda)
ilave edilerek vorteksde iyice karigtirllmig, herbir numune ¢ozeltisi (0.2 ml)
mikroplaklara yerlestirilerek islem sirasinda 40°C’de etiivde tutulmus ve 15
dakika araliklarla 490 nm de mikroplaka okuyucuda absorbanslart 6l¢giilmiistiir.
Herbir deney 3 kez tekrarlanmig, antioksidan aktivite ekstre veya BHT ilave
edilmeksizin kontrole karsi oksidasyonun inhibisyon yiizdesi olarak asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmig ve sonuglar sentetik antioksidan BHT’nin
sonuclar1 ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak metanol
kullanilmastir.

% Antioksidan aktivite = 100 x [1-( As’-As'*") / ( AK®-Ak"*")]
As”= 6rnegin baslangigtaki absorbansi (490 nm)

As'™ = 6rnegin 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)

Ak"= kontrolun baslangigtaki absorbansi (490 nm)
Ak'®=kontrolun 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)

NIH 3T3 Fare Fibroblast ve U20S Insan Osteosarkom Hiicrelerinin Kiiltiir
Ortaminda Cogaltilmasi ve Deneylere Hazirhk

Tez caligmasi siiresinde deneylerde kullanilmak tizere NIH 3T3 hiicre dizisi,
icinde % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin iceren DMEM
besiyerinde, % 5 CO;’li etiivde 37°C’de siispansiyon kiiltliir ortaminda
cogaltilmistir. Ayni sekilde U20S hiicre dizisi de, iginde % 10 FBS, % 1
penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin iceren RPMI-1640 besiyerinde, % 5
CO’li etiivde 37° C’de siispansiyon kiiltlir ortaminda ¢ogaltilmistir. Cogaltilan
hiicrelerin bir kismi stoklanarak tez c¢aligmasinin sonraki deneyleri igin
depolanmustir.

Hiicreleri stoklama: Hicreler, PBS ve PBS-EDTA ile yikandiktan sonra,
1 X tripsin EDTA yardimiyla kaldirilarak, santrifiij tiipii (falkon) igerisine
aktarilmig, 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda pelet
tizerine her bir kriyotiip (vial) i¢in 1800 pl hiicre besiyeri konularak, elde edilen
bu hiicre-besiyeri karisimi1 30 dakika kuru buz ilizerinde bekletilmistir. 30 dakika
sonrasinda, hazirlanacak vial miktarina gore, her bir vial i¢in 200 pl DMSO
cozeltisi ilave edilmis ve homojen bir karisim elde edene dek pipetleme
yapilmustir. Hiicre, besiyeri ve DMSO ¢o6zeltisi karigimindan her bir viale 2 ml
aktarilmis ve vialler -20 °C’ye kaldirilmistir. 3-4 saat sonrasinda vialler s1v1 azot
tankina (-196° C) yerlestirilerek, stoklama iglemi tamamlanmistir.
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Stoktan hiicre ¢ctkarma: Azot tankindan (-196 °C) ¢ikarilan NIH 3T3 ve U20S
hiicrelerini igeren vialler, hizla eritildikten sonra, icinde 5 ml besiyeri bulunan
santrifiij tliplerine aktarilmistir. Santriflyj tlipleri, 1200 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonrasi, pelet lizerine 5-10 ml besiyeri eklenmistir. Elde
edilen besiyeri-hiicre karisimi otomatik pipet yardimiyla, santrifiij tiipiinden
aliarak, hiicre kiiltlir kaplarina aktarilmis ve 37 °C’de, % 5 CO; igeren etiivde,
inkiibasyona birakilmistir.

NIH 3T3 ve U20S hiicre dizilerinin pasajlanmasi: Hiicre kiiltiir kaplarindaki
kirlenmis vaziyetteki hiicre besiyerleri pipet yardimiyla atilmis ve kiiltiir kabina
yapismis olan hiicreler dncelikle PBS (11t distile su i¢in: 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44
g Na,HPOy4, 0.24 g KH,PO,) yardimiyla, sonra PBS-EDTA (11t distile su i¢in: 8 g
NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na,HPO4, 0.24 g KH,PO4, 0.372 g EDTA) ile
yikanmistir. Kiiltiir kabmin biiytikliigiine ve hiicrenin yogunluguna bagl olarak,
250-450 pl 1 x tripsin EDTA konmus, bir iki dakika etiivde bekletilerek
hiicrelerin yapistiklar1 flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tripsinin etkisini notralize
etmek icin, kalkan hiicrelerin iizerine hemen besiyeri ilave edilerek, besiyeri-hiicre
karisimi santrifiij tiiptine aktarilmistir. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij sonrasinda,
pelet iizerine kullamlan hiicre kiiltiir kabmin biiyiikligiine gére 25 cm? lik ise 8-15
ml besiyeri, 75 cm® lik ise 12-20 ml besiyeri eklenmis ve pipetleme yapilmustir.
Santrifiij tiipiinde homojen olarak dagilan hiicreler, pipet yardimiyla hiicre kiiltiir
kaplarina paylastirilmistir.

Yara iyilestirici etkinin arastiridmasi icin konsantrasyonlarin hazirlanmasi

IYC-Me, YC-Me, SYC-Me, 1YC-inf, YC-inf ve SYC-inf ekstreleri DMSO’da
coziilerek stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu stok soliisyonlar hiicre besiyerinde
seyreltme islemlerinden gecerek, alt1 ekstrenin de 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 2.5 ug/ml, 5
pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonlari hazirlanmistir. Maddeleri DMSO’da
¢Ozdiiglimiiz i¢in, caligmalarda normal kontrol grubu (besiyeri kullanilan)
haricinde DMSO-kontrol (1 ml besiyeri i¢inde 0.001 ml DMSO) grubu da
olusturulmustur. Konsantrasyonlarin  seyreltilmesi isleminde, en yliksek
konsantrasyonda, DMSO oraninin % 0.1 olmasina dikkat edilmistir.

Camellia sinensis ekstrelerinin yara iyilestirici etkilerini karsilagtirmak amaciyla
hazirlanan TEKA (Centella asiatica) ekstre konsantrasyonlari ise 0.5, 1, 5, 10, 20
ve 40 ng/ml olarak calisilmistir.

NIH 3T3 hiicrelerinde yara iyilestirici aktivite oncesi, ekstrelerin sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesi

Mitokondriyal aktivite testi (MTT)

Neubauer laminda sayimlar1 yapilan ve 3X104 hiicre/ml yogunlugunda olacak
sekilde hazirlanan NIH 3T3 hiicre siispansiyonu, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarina, her kuyucukta 100 pl olacak sekilde aktarilmis ve ekstrelerin
konsantrasyonlart hiicrelere verilmeden once, kiiltiir plakalarindaki hiicreler % 5
CO’li etiivde 37° C’de 24 saat inkiibe edilmistir. I'YC-Me, YC-Me, SYC-Me,
[YC-inf, YC-inf ve SYC-inf ekstreleri ve TEKA igin ayr1 ayr hiicre kiiltiir
plakalar1 hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon i¢in, 8 plaka kuyucugu
kullanilacak sekilde konsantrasyonlar verilmistir. Yine her madde igin, hiicre
iceren 8 kuyucuga besiyeri ve 8 kuyucuga da % 0.1 oraninda DMSO igeren
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besiyeri verilmistir. Kontrol, DMSO-kontrol ve madde konsantrasyonlarini igeren
hiicre kiiltiir plakalart % 5 COy’li etiivde, 37° C’de, 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmistir.

Her bir inkiibasyon siiresi sonunda, plakalardaki besiyeri uzaklastirilarak, kiiltiir
besiyeri ile taze olarak hazirlanmis MTT calisma soliisyonundan, plakalarin her
bir kuyucuguna 100 pl ilave edilmis ve plakalar 3-4 saat 37°C lik etiivde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda NIH 3T3 hiicrelerini iceren kuyucuklardaki MTT
soliisyonu dokiilmiis ve her bir kuyucuga 100 ul DMSO konularak, plakalardaki
hiicrelerin optik yogunluklar1 (dansiteleri) mikroplaka okuyucu cihazinda 570 nm
dalga boyunda okutulmustur. Bu testte her maddenin 3 tekrar1 alinmigtir. MTT
boyast 1siktan bozuldugu i¢in deneyde MTT boya ilavesi ve sonraki asamalarinin
karanlikta yapilmasina dikkat edilmistir (Alkan, 2009; Hatok ve ark., 2009).

Yara iyilestirici aktivitenin degerlendirilmesi

NIH 3T3 hiicrelerinin sayimi, ekimi ve konsantrasyonlarinin uygulanmasi

5X105 hiicre/ml yogunlugunda olacak sekilde hazirlanan NIH 3T3 hiicre
stispansiyonu, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarindaki streil lameller iizerine 1 ml
olacak sekilde aktarilmis ve plakalardaki hiicreler % 5 CO;’li etiivde 37° C’de 24
saat inkiibe edilmistir. [YC-Me, YC-Me, SYC-Me, 1YC-inf, YC-inf ve SYC-inf
ekstreleri ve TEKA i¢in hazirlanan her bir konsantrasyon ve yine saf besiyeri ile
% 0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri 6’l1 plaka kuyucuklarina verilmistir.
Kontrol, DMSO-kontrol ve madde konsantrasyonlarin1 igeren hiicre Kkiiltiir
plakalart % 5 CO’li etiivde, 37 °C’de, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara
birakilmistir.

Inkiibasyon siireleri sonrasinda, hiicrelerin iizerlerindeki besiyeri bosaltilmistir.
Bu islem ve sonraki agsamalarda steril kabin kullanilmamuistir.

Masson’s Trichrome teknigi ile yara iyilestirici aktivitenin degerlendirilmesi
1. Hiicrelerin fiksasyonu ve Masson’s Trichrome boyama yontemi

Uzerlerindeki besiyerleri alinmis olan lamellerdeki hiicreler % 70’lik alkolde 15
dakika tutularak fikse edilmistir. Sonrasinda kaybettikleri suyu kazanmalar1 i¢in
5-10 dakika distile suda tutulmus ve daha sonra boyama islemine geg¢ilmistir.

Fikse edilmis preparatlar, hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in 5 dakika
hematoksilende tutulmustur. % 1 HCI - % 70 alkol karigimi ile hematoksilin
boyas1 uzaklastirildiktan sonra lameller distile su ile yikanmistir. Sitoplazmanin
boyanmasi i¢in asit fuksin soliisyonu ile 5 dakika muamele edildikten sonra yine
distile su ile yikama islemi gerceklestirilmistir. % 1’lik fosfomolibdik asit
sollisyonuyla 5 dakika muamele edilerek, siizdiiriilmiis ve bdylece metilen mavisi
ile boyamaya zemin hazirlanmistir. Kollajen graniillerinin agiga g¢ikmasi igin
metilen mavisi boyasi ile 2-5 dakika boyama gergeklestirilmistir. Distile su ile
yikama isleminden sonra glasiyel asetik asit soliisyonu ile 2 dakika muamele
edilmistir. % 70’lik alkolle kurutulmustur. Temiz lamin iizerine bir damla entellan
damlatilarak, lamellerin hiicreli taraflar1 arada kalacak sekilde kapatilmistir ve
sabit preparat haline getirilmistir. Bu boyama teknigi ile niikleus mavi, sitoplazma
kirmizi, kollajen mavi-gri renklerde goriilmektedir (Korkmaz, 1996; Oztiirk ve
ark., 2006; Oztiirk ve ark., 2007).
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1. Preparatlarin hiicre morfolojisi ve sayimlar: yoniinden degerlendirilmesi

Hazirlanan sabit preparatlardaki hiicrelerin morfolojik agidan; fusiform, poligonal,
vakuollii ve yuvarlak olarak 40X objektifte, en az 5 degisik alanda sayimi
yapilirken; mitoza giren hiicreler 40X objektifte, 10 farkli alanda; kollajen graniilii
iceren hiicreler ise 40X objektifte, 20 farkli alanda sayilmistir. Alinan degerler
sonrasinda; toplam hiicre, mitoza giden hiicre sayilar1 hari¢ diger parametreler %
olarak hesaplanmistir.

U20S hiicrelerinde sitotoksik etkilenin degerlendirilmesi

Mitokondriyal aktivite testi (MTT)

NIH 3T3 hiicrelerinde oldugu gibi U20S hiicreleri de 3X104 hiicre/ml
yogunlugunda olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina 100 pl
ekilmistir. Ertesi giin, 1YC-Me, YC-Me, SYC-Me, 1YC-inf, YC-inf ve SYC-inf
ekstreleri i¢in 5, 10, 20, 40, 60 pg/ml ve katesin i¢in 50, 100, 200,300, 400, 500,
600, 700, 800 ve 1000 uM konsantrasyonlarin verildigi plakalar 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmistir. Inkiibasyon siireleri sonrasinda, plakalardaki
besiyerleri uzaklastirilarak, her bir kuyucuga 100 ul MTT ¢alisma soliisyonu ilave
edilmis ve karbondioksit inkiibatoriinde 3-4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
siire sonunda alinan plakalarin besiyerleri uzaklastirilmis ve 100 ul DMSO ilave
edilerek, plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELIZA cihazinda 570 nm dalga
boyunda okutulmustur. Yine bu test her ekstre i¢in 3 kez tekrar edilmistir.

U20S hiicrelerinde apoptotik etkilenin degerlendirilmesi
Annexin V - FITC/PI ile hiicre akim sitometrisinde apoptotik etkinin saptanmasi

Apoptotik etkinin saptanmasinda, hiicre membran yiizeyinde ortaya ¢ikan
degisikliklere gore, apoptotik hiicrelerin ayrimini hiicre akim sitometri cihazinda
belirleme 6zelligine sahip olan ApopNexin'™ FITC Apoptoz belirleme kit
kullanilmistir. Bu kit, apoptoz olayinda hiicre membran yiizeyindeki biyokimyasal
degisiklikleri algilamaktadir (Alkan, 2009).

U20S hiicre siispansiyonu 6 kuyucuklu hiicre plakalarma 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde ekilmistir. Hiicre siispansiyonu igeren plakalar % 5 CO;’li etiivde 37°
C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonrasinda, hiicreler
kuyulardan kaldirilarak, 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi, siipernatant atilip, pelet lizerine 3 ml soguk PBS konarak, tekrar santrifiij
edilmis ve bu islem 2 defa tekrarlanmigtir. Santrifiij sonrasi, pelet {izerine 100 pl
baglanma soliisyonu konulmustur. Baglanma soliisyonu-hiicre siispansiyonundan
100 pl alinarak, 3 pl Anneksin ve 2ul PI bulunan flow tiipline aktarilmis ve
vortekslenmistir. Bu karistm 15 dakika karanlikta bekletilip, lizerine 400 pl
baglayici tampon ilave edilerek, hafifce calkalanmis ve akim sitometre cihazinda
belirlenen dalga boyunda 10 000 hiicre olacak sekilde sayilmistir (Alkan, 2009).
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Istatistiksel Analizler

Tiim sonuglar, SPSS 13.0-Statistical data modeling tool (Statistic Program for
Social and Science) yazilim programinda ‘ortalama + S.E (Standart hata)’ olarak
hesaplanmistir. MTT absorbans ve yara iyilestirici morfometrik sayim degerleri,
tek yonli ANOVA ve post-hoc olarak Tukey’s b sonuglari ile analiz edilmistir.
Anlamlilik degerleri; p>0,05 fark yok, p<0,05* fark var, p<0,01** Onemli
derecede fark wvar, p<0,001*** ¢ok Onemli derecede fark wvar olarak
degerlendirilmistir.

Apoptotik etki hiicre akim sitometri cihazindan elde edilen analiz sonuglarina
gore degerlendirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
Toplam Fenolik Madde Icerigi
Camellia sinensis ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu

metodu kullanilarak gallik asit tizerinden degerlendirilmistir. Sonuclar ve
ekstrelerin kuru baz tlizerinden % verimleri Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Camellia sinensis Ekstrelerinin % Verimleri, Toplam Fenolik Madde Miktarlari

(mg/g)
Ekstreler Ekstraksiyon Verimi Toplam Fenolik Madde
(%) Miktari"”
IYC-Me 36.75 360.70+3.64
YC-Me 21.60 357.81+2.17
SYC-Me 29,49 283.63+2.76
IYC-inf 39.98 246.37+1.75
YC-inf 19.27 253.61£3.06
SYC-inf 31.50 275.2742.76

"' mg/gram +SD, * gallik asite esdeger

Tez kapsaminda ¢aligilan C. sinensis’den hazirlanan ekstrelerin ¢6ziinen madde
miktarlart kuru baz iizerinden % verim olarak hesaplanmistir. Ekstraksiyon
verimleri %19.27 (YC-inf) ile %39.98 (IYC-inf) arasinda degismektedir.

C. sinensis yapraklarindan ve satin alinmis yesil ¢aydan hazirladigimiz infiizyon
ve metanol ekstrelerine ait toplam fenol icerigi gram ekstrede mg gallik asit
esdegeri olarak ifade edilmistir. Cizelge 7°de gortldigi gibi C. sinensis
yapraklarindan ve satin alinmis yesil ¢ay’dan metanol ile hazirlanan ham
ekstrelerin toplam fenol miktarlarinda inflizyonlara oranla olduk¢a belirgin bir
artis gdzlenmistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde icerikleri sirastyla, IYC-inf<
YC-inf < SYC-inf< SYC-Me< YC-Me< 1YC-Me olarak artis gostermistir (Sekil
12).
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Sekil 12. Camellia sinensis Ekstrelerinin Toplam Fenolik Madde Miktarlar1 (mg/g)
(Ortalama DegertStandart Sapma)

DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Camellia sinensis yapraklar1 ve satin alinmis yesil ¢ayin infiizyon ve metanollii
ckstrelerinin serbest radikal siipiiriicii etkileri DPPH" (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil)
serbest radikali lizerinden tayin edilmistir (Sanchez-Moreno ve ark., 1998).
Sonuglar test edilen konsantrasyonlarda % inhibisyon olarak degerlendirilmis ve
standart antioksidan BHT nin degerleriyle karsilastirilmistir. Orneklerin serbest
radikal siipiiriicii etkileri Cizelge 8 de verilmistir.

Cizelge 8. Camellia sinensis Ekstrelerinin % Inhibisyon Degerleri

Ekstreler % Inhibisyon
YC-Me 47.30+0.95
YC-Me 51.36+0.98
SYC-Me 37.06+1.30
Y Coinf 38.4540.48
YCoinf 38.11+1.99
SYC-inf 35.55+1.30

BHT 51.08+0.67

Sonuglar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmistir.
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Sekil 13. Camellia sinensis Ekstrelerinin Serbest Radikal Siipiiriicii Etkileri

Cizelge 8 ve Sekil 13’de de goriildiigii gibi Camellia sinensis’den hazirlanan
metanollii ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri, inflizyonlarina gére daha
fazladir. Metanollii ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 da yiiksek oldugu
icin (Cizelge 7), soz konusu ekstrelerde antiradikal etkinlik ytliksek bulunmustur.

B-Karoten Linoleik Asit Sisteminde Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem, emiilsiyondaki linoleik asit oksidasyonu sonucu olusan radikallerin [3-
karotenle reaksiyonundan olusan sar1 rengin zaman igerisinde kaybolmasina
dayanmaktadir. Antioksidan madde varli§i rengin acilmasimi Onlemektedir
(Kulisic ve ark., 2004). B-karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi olan 3 saat
boyunca , f-karotenin solmasmin Onlenmesi yiliksek potansiyel antioksidan
aktivitenin varhgini gostermektedir.

C. sinensis ekstreleri B-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmistir. Calisilan
ekstrelerde saptanmis % antioksidan aktivite degerleri SYC-inf < YC-Me < YC-
inf < 1YC-Me < SYC-Me < [YC-inf seklinde artmaktadir (Cizelge 9, Sekil 14).
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Cizelge 9. Camellia sinensis Ekstrelerinin f-Karoten-Linoleik Asit Sisteminde %
Antioksidan Aktivite Degerleri

Ekstreler AA (%)
iYC-Me 71.07+2.06
YC-Me 67.77+2.35
SYC-Me 73.90+1.56
IYC-inf 83.3342.22
YC-inf 70.44+1.78
SYC-inf 65.41£1.59

BHT 87.11 +2.06

19 Inhibisyon = 100 x [1-( AL-A™) / (AL -A*)]
Sonuglar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmistir.
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Sekil 14. p-Karoten-Linoleik Asit Sisteminde Camellia sinensis Ekstrelerinin Antioksidan
Aktiviteleri
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NIH 3T3 Fibroblastlarinda Yara lyilestirici Aktivitenin Degerlendirilmesi

NIH 3T3 hiicrelerinde morfometrik bulgular ve sabit preparatlardaki sayim
sonuclart

Sekil 15-Sekil 23’de NIH 3T3 hiicre dizisinde Centella asiatica ekstresi
(TEKA)’nin 0.5, 1, 5, 10, 20, 40 pug/ml, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, 1YC-inf,
Y C-inf, SYC-inf ekstrelerinin 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/ml konsantrasyonlarinin 24 ve
48 saatlik inkiibasyonu sonrasinda Masson’s Trichrome teknigi ile boyama
sonundaki morfolojik goriintiileri verilmistir.

Cizelge 10-Cizelge 15°de, TEKA ve her bir ekstrenin konsantrasyonlari igin
hazirlanan sabit preparatlardaki NIH 3T3 hiicrelerinin morfolojik agidan;
fusiform, poligonal, vakuollii ve yuvarlak olarak 5 degisik alanda, mitoza giren
hiicrelerin 10 farkli alanda; kollajen graniilii igeren hiicrelerin, 20 farkli alanda
yapilmis sayimlar1 sonucu elde edilen degerleri ve % hesaplar1 yer almaktadir.

Sekil 15. SYC-Me 5 pg/ml Konsantrasyonu Uygulanmis NIH 3T3 Fibroblastlarinin, 24.
Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X400) (1. Kollajen graniilii, 2. Vakullii hiicre, 3. Mitoza

giden hiicre, 4. Yuvarlak hiicre)
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24. saat 48. saat

Kontrol

DMSO
Kontrol

Sekil 16. Kontrol ve DMSO Kontrol (2pg/ml) Grubu NIH 3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48.
Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X400) (1. Kollajen graniilii, 2. Vakullii hiicre, 3. Mitoza

giden hiicre, 4. Yuvarlak hiicre)
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Sekil 17. Farkh TEKA (Centella asiatica ekstresi) Konsantrasyonlar1 Uygulanmis NIH 3T3

Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama
Sonundaki Morfolojik Goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400) (1. Kollajen
graniilii, 2. Vakullii hiicre, 3. Mitoza giden hiicre, 4. Yuvarlak hiicre)
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Sekil 18. Farkh iYC-Me (islenmis Yesil Cay-Metanol) Konsantrasyonlar1 Uygulanms NIH
3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama
Sonundaki Morfolojik Gériintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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Sekil 19. Farkh YC-Me (islenmemis Yesil Cay-Metanol) Konsantrasyonlar1 Uygulanmis NTH
3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama
Sonundaki Morfolojik Goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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Sekil 20. Farkh SYC-Me (Satin Alinmis Yesil Cay-Metanol) Konsantrasyonlar: Uygulanmis
NIH 3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile
Boyama Sonundaki Morfolojik Gériintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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Sekil 21. Farkh iYC-inf (islennmis Yesil Cay-infiizyon) Konsantrasyonlar1 Uygulanmis NITH
3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile Boyama
Sonundaki Morfolojik Goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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Sekil 22. Farkh YC-inf (islenmemis Yesil Cay-infiizyon) Konsantrasyonlar1 Uygulanms
NIH 3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile
Boyama Sonundaki Morfolojik Goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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Sekil 23. Farkh SYC-inf (Satin Alinmis Yesil Cay-infiizyon) Konsantrasyonlar1 Uygulanmis
NIH 3T3 Fibroblastlarinin, 24. ve 48. Saatte Masson’s Trichrome Teknigi ile
Boyama Sonundaki Morfolojik Gériintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X400)
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TEKA ve Camellia sinensis ekstrelerinin NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinde 24
saatlik yara iyilestirici etkileri Cizelge 10-Cizelge 12°de; 48 saatlik etkileri de
Cizelge 13-Cizelge 15°de morfometrik olarak degerlendirilmistir. Yara iyilestirici
aktivite i¢in, NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etki meydana getirmeyen
konsantrasyonlar arasindan ekstre konsantrasyonlari belirlenmistir. Yara
tyilestirici aktivitenin degerlendirildigi konsantrasyonlara ait MTT (mitokondriyal
aktivasyon) sonuclari Sekil 24-Sekil 30 ile MTT sonuglarinin istatistiksel
degerlendirmeleri Cizelge 16-Cizelge 22°de verilmistir.

Bu ¢aligmada yara tedavisinde kullanilmakta olan Centella asiatica ekstresi
(TEKA) pozitif kontrol olarak calisilmis ve cay ekstre sonuglar1 kontrol ve TEKA
gruplarma gore degerlendirilmistir. Deney sonuglarimiz bakimindan kontrol ve
DMSO-kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel degerlendirmelerde anlamli bir
farklilik goriilmemistir (p>0.05).

24. saatte kontrol grubuna gore TEKA ve tiim ekstrelerde total hiicre sayisinda
artis bulunmustur. Total hiicre sayisinda en fazla artis kontrol ve TEKA grubuna
gore 0.5 pg/ml SYC-Me konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0.001""). Ekstreler
arasinda ozellikle IYC-Me, YC-Me ve SYC-Me’nin tiim konsantrasyonlarinda
(0.5-10 pg/ml) total hiicre sayilarinin kontrole goére artmis oldugu ve TEKA
konsantrasyon sonuglarina olduk¢a yakin degerde oldugu goriilmiistiir (Cizelge
10). C. sinensis’in infiizyonlarinda ise kontrole gore total ve mitoza giden hiicre

sayilarinda anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05).

Mitoza giden hiicre sayist bakimindan 0.5, 1 ve 5 pg/ml TEKA
konsantrasyonlarinda, kontrole gore artis goriilse de, 0.5 pg/ml TEKA
konsantrasyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.017").

IYC-Me, YC-Me ve SYC-Me'nin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarinda total
hiicre sayisindaki artisa paralel olarak mitoza giden hiicre sayilarinda anlaml
artiglar belirlenmistir (p<0.01"", p<0.05 ") (Cizelge 10).

24 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol ve DMSO-kontrol grubunda fusiform
hiicre sayilar1 sirasiyla % 32.11+2.05 ve 30.86+1.12; poligonal hiicre sayilar1 da
% 55.39+2.19 ve 55.73+1.85 olarak belirlenmistir (Cizelge 11). Fusiform hiicre
sayisi (%), TEKA ve c¢ay ekstrelerinde kontrole gore azalmig, poligonal hiicre
sayis1 da (%), buna paralel olarak artmustir. Fusiform hiicre sayisinda kontrol ve
TEKA gruplaria gore en fazla azalis, IYC-Me, YC-Me ve SYC-Me ekstrelerinin
diisiik konsantrasyonlarinda meydana gelmistir. Poligonal hiicre sayis1 da kontrol
ve TEKA gruplarina gore en fazla I[YC-Me 0.5 ve 1 pg/ml ile SYC-Me 0.5 pg/ml
konsantrasyonlarinda artmistir (Cizelge 11).

Yuvarlak ve vakuolli hiicre sayilan TEKA ve Camellia sinensis ekste
gruplarinda, konsantrasyon artisina bagl olarak artis gdstermistir. Ozellikle
TEKA’ni 40 pg/ml konsantrasyonunda yuvarlak hiicre sayis1 % 6.61+0.45, IYC-
Me’nin 10 pg/ml konsantrasyonunda da % 7.46+0.55 olarak hesaplanmigtir
(Cizelge 12). Graniil sayis1 bakimindan kontrol ve deney gruplarinda ¢cok anlamli
farkliliklara rastlanmamistir. Graniil sayisinda, kontrol (% 1.75+0.17) ve TEKA
grubuna gore en fazla artis, YC-Me ekstresinin 0.5 pg/ml konsantrasyonunda %
2.25+0.20; 2.5 pg/ml’de % 1.94+0.20 ve SYC-Me ekstresinin de 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda % 1.9040.17 olarak belirlenmistir (Cizelge 12).
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Cizelge 10. TEKA, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Fibroblastlarinda Toplam ve Mitoza Giden
Hiicre Sayilar1 Uzerine 24. Saatteki Etkileri

Gruplar Total Hiicre Sayisi Mitoza Giden Hiicre Sayisi
Kontrol 79.40+2.20 5.50+0.40
DMSO Kontrol (2 ul/ml) 81.00+2.81 5.40+0.45
TEKA (C. asiatica ekstresi)
0.5 pg/ml 99.80£2.03 P<0-! 8.70+0.68 P!
1 pg/ml 106.40+0.92 P<0-001 6.50+0.45
5 pg/ml 106.20+0.58 P<0-00! 6.20+0.46
10 pg/ml 99.00+1.34 P<0-001 5.20+0.32
20 pg/ml 92.20+2.20 3.90+0.37
40 pg/ml 91.20+2.17 2.11£0.26
IYC-Me
0.5 pg/ml 96.80+3.65 P00 7.80+0.69
1 pg/ml 98.60+2.63 P! 8.40+0.63 P00
2.5 pug/ml 90.80+1.46 8.50+0.71 P!
5 ng/ml 94.20+2.95 P05 9.00+0.55 P<0-00!
10 pg/ml 87.80+2.59 3.50+0.40
YC-Me
0.5 pg/ml 103.4042.83 P<0-00! 8.80+0.84 P<00!
1 pg/ml 96.00+2.04 P<0-00! 7.600.60
2.5 pg/ml 92.00+3.49 P00 4.80+0.38
5 pg/ml 100.00+2.77 P<00! 6.70+0.53
10 pg/ml 103.2043.62 P00 4.80£0.46
SYC-Me
0.5 pg/ml 118.60+3.55 P<000! 7.90+0.37 P00
1 pg/ml 89.40+3.44 4.90+0.56
2.5 pg/ml 97.801.68 P00 6.80+0.38
5 pg/ml 83.80+1.39 2.80+0.32
10 pg/ml 86.40+2.29 5.50+0.40
IYC-inf
0.5 ug/ml 77.20+1.85 4.00+0.61
1 pg/ml 72.60+3.17 3.70+0.42
2.5 pg/ml 83.80+1.62 6.00+0.51
5 pg/ml 77.60+1.63 4.40+0.40
10 pg/ml 83.00+2.50 4.00+0.51
YC-inf
0.5 pg/ml 73.80+1.28 4.20+0.62
1 pg/ml 83.60+2.94 4.00+0.51
2.5 pg/ml 80.00+3.59 5.40+0.49
5 pg/ml 81.60+2.65 3.60+0.40
10 pg/ml 79.20+2.59 3.80+0.29
SYC-inf
0.5 pg/ml 86.40+1.96 5.30+0.51
1 pg/ml 87.20+3.96 5.20+0.44
2.5 pg/ml 85.00+1.76 5.40+0.52
5 pg/ml 79.20+2.26 4.20+0.32
10 pg/ml 83.00+2.02 4.40+0.37

Istatistiksel karsilastirma kontrole gére yapilmistir.
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Cizelge 11. TEKA, IYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyonlarmin Fusiform ve Poligonal Sekildeki NIH 3T3 Fibroblastlar:
Uzerine 24. Saatteki Etkilerinin Yiizde Degerleri

Gruplar Fusiform Hiicre Sayisi Poligonal Hiicre Sayisi
(%) (%)

Kontrol 32.11£2.05 55.39+£2.19

DMSO Kontrol (2 pl/ml) 30.86+1.12 55.73+£1.85

TEKA (C. asiatica ekstresi)

IYC-Me

YC-Me

SYC-Me

iYC-inf

YC-inf

SYC-inf

0.5 pg/ml
1 pg/ml
5 pg/ml

10 pg/ml

20 pg/ml

40 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

0.5 pg/ml
1 pg/ml
2.5 pg/ml
5 pg/ml
10 pg/ml

17.88+0.85 P<0-00!
17.1040.94 P=0-001
19.20+0.83 P=0-001
13.75%1.11 P=o-001
12.73+1.07 P=0-001
11.15+0.81 P=0-001

12.85+1.95 P<000!
13.91£1.32 P00
17.3441.59 P<0-001
19.73+0.87 P=0-001
19.12+0.84 P=0-00!

17.72+1.37 P=000!
20.2140.62 P=0-001
18.28+1.54 P=0-001
16.13+1.25 P00
18.00+1.49 P=0-001

16.43+1.33 P00
18.90+2.80 P<0-001
19.23+0.61 P<0-00!
14.54+2.56 P00
21.02+0.53 P00

20.73+2.75 P<0001
12.41+1 .45 P0-001
21.0142.16 P00
20.02+2.56 P<0-001
24.67+0.88 P<0-001

15.68+1.11 P<00!
21.98+1.08 P00
20.96+]1.82 P00
20.18+1.76 P00
23.74+1.21 P000!

23.44+1.11 P01
22.7441.21 P0-001
22.39+1.4( P0-001
20.09+1.45 P<0-001
23.83+0.7] P00

[statistiksel karsilastirma kontrole gore yapilmistir.
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69.12+0.52 P00
65.79+1.31 P0-001
62.72+1.64
65.26+0.97 P00
63.59+0.77 P00
62.44+0.75

73.2442.05 P<0-001
75.2141.70 P<0-001
69.44+2 .15 P<0-001
63.54+0.63 P05
61.33+1.42

69.50:1.4] P<0001
67.35+1.36 P00
67.99+1.53 P<0-001
68.69+1.68 P<0-00!
66.38+1.83 <0001

71.08+0.85 P<0-00!
64.66x1.71 P00
67.32+1.18 P<0001
68.98+1.59 P<0-001
60.76+2.13

64.58+0.80 P<0-001
68.98+1.22 P<0.001
62.04+0.42
63.92+1.11 P00
56.88+0.73

69.12+1.04 P<0-001
64.57+0.58 P00
65.73+2.28 P<0-001
64.28+0.91 P00
61.10£0.10

65.69+1.25 P<0-001
65.48+0.85 P<0-001
64.47+1.22 P00
65.51+1.21 P<0001
60.46+0.62



Cizelge 12. TEKA, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyomlarimin Yuvarlak Sekilli, Vakuol ve Kollajen Graniilii Iceren NIH
3T3 Fibroblastlar1 Uzerine 24. Saatteki Etkilerinin Yiizde Degerleri

Gruplar Yuvarlak Hiicre Vakuollii Hiicre Graniil Sayisi
Sayisi (%) Sayis1 (%) (%)
Kontrol 2.72+0.66 9.77+0.85 1.75+0.17
DMSO Kontrol 2.20+0.43 11.18+1.12 1.60+0.13
(2ul/ml)
TEKA (C. asiatica ekstresi)
0.5 pg/ml 1.78+0.34 11.20+0.75 1.70+0.19
1 pg/ml 2.07+0.36 15.03+0.81 1.55+0.18
5 pg/ml 2.82+0.29 15.24+0.91 1.50+0.15
10 pg/ml 3.62+0.21 17.35+0.45 P<00! 1.30+0.10
20 pg/ml 4.09+0.33 15.44+2.00 1.29+0.11
40 pg/ml 6.61+0.45 P<0-001 15.57+2.45 P00 1.08+0.08
IYC-Me
0.5 pg/ml 4.40+0.50 9.59+0.79 1.65+0.1
1 pg/ml 2.05+0.34 8.81+1.09 1.70+0.19
2.5 ug/ml 1.97+0.40 11.23+0.62 1.57+0.15
5 pg/ml 4.91+0.35P<0% 11.80+0.96 1.50+0.13
10 pg/ml 7.46+0.55 P00 12.07+0.57 1.47+0.15
YC-Me
0.5 pg/ml 2.68+0.29 10.08+0.92 2.25+0.20
1 pg/ml 1.66+0.25 10.76+1.07 1.75+0.14
2.5 pg/ml 2.8240.39 10.89+0.74 1.94+0.20
5 pg/ml 3.00+0.31 12.16+1.39 1.60+0.15
10 pg/ml 2.87+0.37 12.73+0.59 1.65+0.13
SYC-Me
0.5 pg/ml 3.00+£0.37 9.47+0.88 1.90+0.17
1 pg/ml 4.22+0.28 12.20+1.77 1.55+0.15
2.5 pg/ml 2.66+0.42 10.77+1.23 1.40+0.13
5 pg/ml 5.47+0.79 P<00! 11.00+1.38 1.25+0.09
10 pg/ml 3.25+0.45 14.95+1.52 1.3120.15
IYC-inf
0.5 pg/ml 3.64+0.51 11.03+1.84 1.35+0.13
1 pg/ml 4.06£0.60 14.53+1.54 1.29+0.14
2.5 pg/ml 4.55+0.30 12.38+2.00 1.26+0.12
5 pg/ml 3.55+1.13 12.50+1.89 1.20+0.09
10 pg/ml 5.04+0.38 13.38+1.01 1.23+0.10
YC-inf
0.5 pg/ml 3.77+0.46 11.41+0.65 1.85+0.19
1 pg/ml 3.32+0.38 10.11+1.25 1.45+0.13
2.5 pg/ml 3.18+0.39 10.10+0.67 1.65+0.15
5 pg/ml 3.95+0.52 11.57+0.96 1.50+1.15
10 pg/ml 4.59+0.61 P00 10.55+0.79 1.29+0.14
SYC-inf
0.5 pg/ml 2.34+0.54 8.51+0.56 1.47+0.15
1 pg/ml 2.61+0.52 9.16+0.41 1.60+0.16
2.5 pg/ml 3.29+0.23 9.84+1.12 1.70+0.16
5 pg/ml 2.01£0.29 12.37+0.87 1.29+0.11
10 pug/ml 3.34+0.55 12.35+0.95 1.27+0.10

Istatistiksel karsilastirma kontrole gére yapilmistir.
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48. saatte kontrol grubunda 129.80+2.43 olan total hiicre sayisi TEKA grubunun
0.5, 1 ve 5 pg/ml konsantrasyonunda sirastyla 144.60+2.20, 160.60+1.96 ve
133.00+1.64 olarak hesaplanmistir. Cay ekstreleri arasinda metanol ekstrelerine
ait total hiicre sayilari, infiizyonlardan daha fazladir ve kontrole gére ¢ay metanol
ekstrelerinde, total hiicre sayilari istatistiksel olarak anlamli derecede artis
gostermistir (p<0.0017", p<0.01™), (Cizelge 13).

Ozellikle gay ekstreleri arasinda da kontrole gére en fazla total hiicre sayis1 0.5
pug/ml IYC-Me konsantrasyonunda 175.40+2.29 (p<0.001"), 1 pg/ml
konsantrasyonda 159.20+£3.26 (p<0.001"") ve 2.5 pg/ml konsantrasyonda
158.80+1.46 (p<0.001"") olarak bulunmustur. YC-Me’nin 0.5 pg/ml
konsantrasyonunda da kontrole gore total hiicre sayis1 169.20 £1.82 (p<0.001"")
ve 1 pg/ml konsantrasyonunda da 172.00+3.13 (p<0.001"") olarak artis
gostermistir. SYC-Me konsantrasyonlarinda da kontrole gore total hiicre sayisi
artis gdstermis ve en fazla artis 1 ug/ml konsantrasyonda gériilmiistiir. infiizyonlar
arasinda kontrole gore en fazla artis I'YC-inf grubunda 10 pg/ml konsantrasyonda
150.60+2.13 (p<0.001") , 2.5 ug/ml YC-inf konsantrasyonunda 154.40+2.74
(p<0.001") ve 2.5 pg/ml SYC-inf konsantrasyonunda da 154.40+ 2.35

sk ok

(p<0.0017") olarak hesaplanmistir (Cizelge 13).

48. saatte kontrole gore TEKA ve cay ekstrelerinde mitoza giden hiicre sayisi,
hiicre ¢ogalmasina bagl olarak 24. saate gore artis gostermemistir. 48. saatte
hiicre ¢cogalmasinin artmasina bagli olarak, hiicre hiicre etkilesimleri ile hiicreler
cogalma alaninda sikismis ve bu yiizden mitotik aktiviteleri azalmistir. Yine 24.
saatte gozlenen mitoza giren hiicre sayisi artisina paralel olarak, 48. saatte de
kontrole gore en fazla artis Camellia sinensis metanol ekstrelerinde meydana
gelmigtir. 48. saat sonunda mitoza giden hiicre sayisi kontrolde 4.40+0.40,
DMSO-kontrol’de 4.50+0.42 iken 1YC-Me 0.5 pg/ml konsantrasyonunda
7.20+£0.61 (p<0.001""), YC-Me 0.5, 2.5 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda ise
7.30+0.42 (p<0.001") , 7.00+0.49 (p<0.001") ve 7.60+0.37 (p<0.001"") olarak
arttig1 belirlenmistir (Cizelge 13).

48. saatte fusiform hiicre sayilari, 24. saatteki fusiform hiicre sayilarina gore
azalmis, poligonal hiicre sayis1 artig gostermistir. Yine kontrolle kiyaslandiginda
da 48 saat inkiibasyon sonunda, tiim Camellia sinensis ekstrelerinde fusiform
hiicre sayis1 azalmis, poligonal hiicre sayisi artig gostermistir (Cizelge 14). TEKA
ve ekstrelerde yuvarlak hiicre sayisi, vakuollii hiicre sayis1 ve graniil sayist %
degerlerinde ise kontrole gore onemli farklilik bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge
15).
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Cizelge 13. TEKA, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Fibroblastlarinda Toplam ve Mitoza Giden
Hiicre Sayilar1 Uzerine 48. Saatteki Etkileri

Gruplar Total Hiicre Sayisi Mitoza Giden Hiicre Sayisi
Kontrol 129.80+2.43 4.40+0.40
DMSO Kontrol (2 pl/ml) 127.20+1.82 4.50+0.42
TEKA (C. asiatica ekstresi)
0.5 pg/ml 144.602.20 P<000! 4.50+0.37
1 pg/ml 160.60+£1.96 P00 4.50+0.50
5 pg/ml 133.00+1.64 3.70+0.30
10 pg/ml 126.00+1.87 3.40+0.30
20 pg/ml 125.00+1.87 2.70+0.39
40 pg/ml 123.40+2.08 2.55+0.37
IYC-Me
0.5 pg/ml 175.4042.29 P<000! 7.20+£0.61 P00
1 ug/ml 159.20+3.26 P00 5.40+0.42
2.5 pug/ml 158.80+1.46 P00 6.20+0.35
5 pg/ml 143.60+1.80 P! 6.30+0.66
10 pg/ml 129.20+2.43 6.00+0.53
YC-Me
0.5 pg/ml 169.20+1.82 P<0-00! 7.30:£0.42 P<0-001
1 pg/ml 172.00+3.13 P00 6.80:£0.32 P<00!
2.5 pug/ml 136.80+2.13 7.00:£0.49 P<0-001
5 pg/ml 141.2042.55 P<00 7.60+0.37 P=0-00!
10 pg/ml 134.60+1.86 4.90+0.31
SYC-Me
0.5 pg/ml 146.40+3.72 =00 6.30+0.51
1 ug/ml 152.60+3.64 P00 5.70+0.63
2.5 pug/ml 149.80+3.45 P00 6.00+0.57
5 pg/ml 140.20+2.26 5.10£0.37
10 pg/ml 145.80+2.92 P<00! 3.50+0.37
IYC-inf
0.5 ug/ml 135.0043.50 2.10+0.34
1 pg/ml 132.40+3.94 4204035
2.5 pg/ml 127.60+1.56 4.30+0.36
5 pg/ml 132.60+1.56 2.00+0.23
10 pg/ml 150.6042.13 P00 3.40+0.47
YC-inf
0.5 pg/ml 131.40+2.65 4.70+0.42
1 pg/ml 129.40+3.23 5.10+0.48
2.5 pg/ml 154.40+2.74 P<0001 7.10£0.56
5 pg/ml 134.60+1.69 3.80+0.44
10 pg/ml 121.00+0.70 2.60+0.40
SYC-inf
0.5 ug/ml 139.60+1.60 5.10+0.62
1 pg/ml 124.60+2.92 4.60+0.42
2.5 pug/ml 154.4042.35 P00 4.20+0.66
5 pg/ml 125.60+2.69 2.70+0.44
10 pg/ml 127.20+0.73 3.60+0.37

Istatistiksel karsilastirma kontrole gére yapilmistir.
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Cizelge 14. TEKA, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyonlarinin Fusiform ve Poligonal Sekildeki NIH 3T3 Fibroblastlar
Uzerine 48. Saatteki Etkilerinin Yiizde Degerleri

Gruplar Fusiform Hiicre Sayisi Poligonal Hiicre Sayisi
(Y0) (%)

Kontrol 16.35+0.30 67.57+1.53

DMSO Kontrol (2 pl/ml) 17.89+1.12 63.07+1.14

TEKA (C. asiatica ekstresi)

0.5 pg/ml 7.72+0.41 70 79.00+0.54 P0-00!
1 pg/ml 9.21+0.73 P00 77.08+0.93 P<0001
5 pg/ml 7.80+0.72 P! 78.49+0.55 P!
10 pg/ml 6.96+0.44 P00 75.70+£1.26 P!
20 pg/ml 7.68+0.39 P00 73.43+0.79 P00
40 pg/ml 10.19+0.52 P=0%! 67.63+0.96
IYC-Me
0.5 pg/ml 7.62+0.81 PO 78.22+1.04 PO
1 pg/ml 8.82+0.82 P! 74.98+0.75 P00
2.5 ug/ml 8.040.84 70! 77.19+0.87 P!
5 pg/ml 9.77+0.96 P 70.49+0.83
10 pg/ml 7.10£0.50 P! 71.56+1.59
YC-Me
0.5 ug/ml 9.10+0.87 P=0! 77.80+1.58 P<000!
1 pg/ml 8.62+0.42 P<0-00! 76.76+0.72 P<0001
2.5 pg/ml 8.45+0.57 P<000! 74.14+0.58 <0001
5 pug/ml 9.75+0.39 P! 71.01+0.82
10 pg/ml 12.46+0.41 P! 66.58+0.76
SYC-Me
0.5 ug/ml 11.79+0.86 P! 70.16+1.09
1 png/ml 9.94:0.44 P! 74.09+0.76 P!
2.5 pug/ml 12.27+0.53 P! 70.24+0.28
5 pg/ml 9.28+0.76 P00 72.44+0.94
10 pg/ml 9.19+1.15 P! 69.93+0.52
IYC-inf
0.5 pg/ml 5.89+0.67 P01 75.31+1.17 P0001
1 pg/ml 8.21%0.78 P! 80.60+0.93 P<000!
2.5 pg/ml 9.85+0.60 <0001 78 5440 84 P<0-001
5 ug/ml 11.42+1.14 P00 75 4441 16 P00
10 pg/ml 8.14+0.78 P! 78.86+0.55 P!
YC-inf
0.5 pg/ml 6.51=0.64 " 77.20£0.75 P
1 pg/ml 6.76+0.41 P! 77.63+1.67 P!
2.5 pug/ml 11.28+0.50 P! 75.75+0.74 P!
5 pg/ml 7.13+0.72 P! 74.00+0.97 P!
10 pg/ml 7.10:£0.98 P<0-00! 73.06+0.55 P00
SYC-inf
0.5 pg/ml 6.58+0.80 P! 75.78+0.48 P!
I pg/ml 6.72+0.58 P! 74.68+0.73 P00
2.5 pg/ml 8.67+0.51 P 80.44£0.43 P=000!
5 pg/ml 8.38+0.88 P00 74.27+] 39 P<0001
10 pg/ml 11.62+0.41 P! 66.97+0.82

Istatistiksel karsilastirma kontrole gére yapilmistir.
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Cizelge 15. TEKA, iYC-Me, YC-Me, SYC-Me, iYC-inf, YC-inf ve SYC-inf
Konsantrasyonlarinin Yuvarlak Sekilli, Vakuol ve Kollajen Graniilii Iceren NIH
3T3 Fibroblastlar1 Uzerine 48. Saatteki Etkilerinin Yiizde Degerleri

Gruplar Yuvarlak Hiicre Vakuollii Hiicre Graniil Sayisi
Sayist (%) Sayisi (%) (%)
Kontrol 4.78+0.52 11.28+0.80 1.4540.15
DMSO Kontrol (2ul/ml) 4.26+0.44 14.7620.55 1.40+0.13
TEKA (C. asiatica ekstresi)
0.5 ug/ml 3.46+0.22 9.80+0.34 1.45+0.13
1 pg/ml 3.62+0.37 10.08+0.29 1.40+0.13
5 ng/ml 4.68+0.55 9.01+0.34 1.35+0.10
10 pg/ml 5.55+0.25 11.77+1.13 1.3340.11
20 pg/ml 5.27+0.39 13.60+0.66 1.22+0.10
40 pg/ml 5.63+0.66 16.53+0.32 1.17+0.09
IYC-Me
0.5 pg/ml 3.53+0.51 10.61+0.86 1.45+0.18
1 pg/ml 4.63+0.36 11.55+0.50 1.30+0.12
2.5 pg/ml 3.78+0.72 10.96=0.86 1.200.09
5 pg/ml 5.71+0.28 14.01£1.26 1.15+0.08
10 pg/ml 6.960.75 P<000! 14.34+0.95 1.11£0.07
YC-Me
0.5 ug/ml 3.18+0.42 9.90+1.00 1.55+0.16
1 pg/ml 3.82+0.24 10.78+0.55 1.30+0.10
2.5 ug/ml 4.39+0.43 13.00+0.54 1.55+0.16
5 pg/ml 5.07+0.64 14.15+0.37 1.33+0.11
10 pg/ml 5.79+0.58 15.14+0.33 P00 1.17+0.09
SYC-Me
0.5 pg/ml 4.89:+0.29 13.14+0.49 1.35+0.13
1 pg/ml 4.95+0.28 11.00+0.24 1.35+0.13
2.5 pg/ml 5.46+0.15 12.01£0.55 1.30+0.16
5 pg/ml 5.02+0.56 13.25+0.24 1.40+0.18
10 pg/ml 5.50+0.51 15.36+0.88 P! 1.23+0.10
IYC-inf
0.5 ug/ml 5.01+0.34 13.77+0.57 1.23+0.10
1 pg/ml 3.65+0.34 7.53+0.95 1.26+0.10
2.5 ug/ml 3.75+0.43 7.85+0.54 1.20+0.09
5 ng/ml 5.73+0.38 7.39+0.65 1.20+0.14
10 pg/ml 5.16+0.34 7.8240.46 1.45+0.15
YC-inf
0.5 pg/ml 3.64+0.23 12.64+0.63 1.17+0.09
1 pg/ml 3.53+0.56 12.06+1.64 1.16+0.09
2.5 pg/ml 2.84+0.39 10.100.83 1.36+0.13
5 ng/ml 4.87+0.73 13.99+0.65 1.29+0.14
10 pug/ml 5.11+0.38 14.71+0.90 1.33+0.11
SYC-inf
0.5 ug/ml 4.29+0.38 13.33+0.55 1.40+0.15
1 pg/ml 5.13+0.29 13.45+0.47 1.35+0.13
2.5 ug/ml 3.87+0.32 7.0140.42 P<0.001 1.50+0.18
5 pg/ml 4.16+0.50 13.17+0.56 1.40+0.13
10 pg/ml 6.61+0.43 14.78+0.83 1.21+0.12

Istatistiksel karsilastirma kontrole gore yapilmistir.
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NIH 3T3 fibroblastlarinda mitokondriyal aktivitenin (MTT) degerlendirilmesi

NIH 3T3 hiicre dizisinde TEKA grubu i¢in kontrol, DMSO-Kontrol, 0.5, 1, 5, 10,
20 ve 40 ug/ml TEKA konsantrasyonlar1 olmak iizere toplam 8, IYC-Me, YC-Me,
SYC-Me, 1YC-inf, YC-inf, SYC-inf ekstrelerinin her biri icin de; ayr1 ayr
kontrol, DMSO-kontrol, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/ml konsantrasyon olmak iizere
toplam 7 grup kullanilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonuglari ELIZA
(Enzim Baglantili immiinosorbent Yéntemi) cihazinda okutulmus ve her bir gruba
ait mitokondriyal absorbans (MTT) sonuglar1 Sekil 24-Sekil 30’ da verilmistir.
Cizelge 16- Cizelge 22°de de istatistiksel degerlendirme sonuglar verilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, 24 saatlik MTT degerleri arasinda
anlamli farklilik goriilmemistir. Yalnizca SYC-Me grubunun 24 saatlik 0.5 ve 2.5
pg/ml konsantrasyonlarinda, kontrole gore anlamli bir artis vardir (p<0.01",
p<0.05%), (Cizelge 19). 48. saat MTT (mitokondriyal aktivasyon) sonuglarina gére
de, hiicre proliferasyonunun zamana gore artig gosterdigi gézlenmistir. NIH 3T3
hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda, yalnizca IYC-inf grubunun 10 pg/ml
konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir artis varken (p<0.057), (Cizelge 20),
IYC-Me ekstresinin 10 pg/ml konsantrasyonunda MTT absorbans degerinde
anlamli bir azalma gérilmiistiir (p<0.05"), (Cizelge 17).
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Sekil 24. TEKA Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat

Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 16. Farklh TEKA Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhilik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhlik | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.825 0,023 p>0.05 0.930 0.019 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.824 0,010 p>0.05 0.930 0.015 p>0.05
0.5 pg/ml 0.827 0,006 p>0.05 0.935 0.015 p>0.05

1 pg/ml 0.830 0,004 p>0.05 0.930 0.009 p>0.05

5 pg/ml 0.827 0,005 p>0.05 0.926 0.004 p>0.05

10 pg/ml 0.812 0,006 p>0.05 0.900 0.007 p>0.05

20 pg/ml 0.809 0,009 p>0.05 0.885 0.006 p>0.05

40 pg/ml 0.807 0,012 p>0.05 0.884 0.004 p>0.05
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Sekil 25. iYC-Me Konsantrasyonlarimn NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 17. Farkli IYC-Me Konsantrasyonlarimin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal

Absorbans ve Kontrole Gore istatistiksel Anlamhhk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.897 0.021 p>0.05 1.010 0.019 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.884 0.010 p>0.05 1.003 0.023 p > 0.05
0.5 pg/ml 0.934 0.017 p>0.05 1.045 0.033 p>0.05

1 pg/ml 0.956 0.051 p>0.05 0.989 0.002 p > 0.05

2.5 ng/ml 0.866 0.016 p>0.05 0.956 0.008 p>0.05

5 pg/ml 0.885 0.005 p>0.05 0.948 0.004 p > 0.05

10 pg/ml 0.821 0.013 p>0.05 0.912 0.013 p <0.05
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Sekil 26. YC-Me Konsantrasyonlarimin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 18. Farklh YC-Me Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhhk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhlik | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.889 0.013 p>0.05 0.946 0.023 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.885 0.020 p > 0.05 0.945 0.016 p>0.05
0.5 pg/ml 0.924 0.015 p>0.05 0.951 0.010 p>0.05

1 pg/ml 0.901 0.012 p>0.05 0.961 0.030 p>0.05

2.5 pg/ml 0.854 0.011 p>0.05 0.906 0.008 p>0.05

5 pg/ml 0.865 0.009 p>0.05 0.918 0.009 p>0.05

10 pg/ml 0.869 0.005 p>0.05 0.891 0.005 p>0.05
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Sekil 27. SYC-Me Konsantrasyonlarimin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 19. Farklh SYC-Me Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhihk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhlik | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.889 0.005 p>0.05 0.962 0.011 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.873 0.013 p > 0.05 0.956 0.005 p>0.05
0.5 pg/ml 0.943 0.010 p<0.01 0.966 0.006 p>0.05

1 pg/ml 0.898 0.011 p>0.05 0.973 0.009 p>0.05

2.5 pg/ml 0.931 0.011 p<0.05 0.968 0.007 p>0.05

5 pg/ml 0.875 0.003 p>0.05 0.963 0.008 p>0.05

10 pg/ml 0.887 0.004 p>0.05 0.961 0.006 p>0.05
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Sekil 28. iYC-inf Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 20. Farkh IYC-inf Konsantrasyonlarimin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore istatistiksel Anlamhhk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhlk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.885 0.020 p>0.05 0.928 0.014 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.879 0.019 p>0.05 0.925 0.015 p>0.05
0.5 pg/ml 0.892 0.004 p>0.05 0.932 0.013 p>0.05

1 pg/ml 0.887 0.010 p>0.05 0.921 0.011 p>0.05

2.5 pg/ml 0.896 0.005 p>0.05 0.918 0.006 p>0.05

5 pg/ml 0.856 0.009 p>0.05 0.928 0.008 p>0.05

10 pg/ml 0.861 0.007 p>0.05 1.002 0.023 p <0.05
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Sekil 29. YC-inf Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 21. Farkh YC-inf Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhlik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.846 0.015 p>0.05 0.962 0.014 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.842 0.007 p>0.05 0.962 0.021 p > 0.05
0.5 pg/ml 0.807 0.009 p>0.05 0.965 0.051 p>0.05

1 pg/ml 0.833 0.012 p>0.05 0.952 0.019 p > 0.05

2.5 pg/ml 0.810 0.005 p>0.05 1.039 0.042 p > 0.05

5 pg/ml 0.892 0.023 p>0.05 0.913 0.005 p>0.05

10 pg/ml 0.791 0.003 p>0.05 0.905 0.005 p > 0.05
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Sekil 30. SYC-inf Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 22. Farkh SYC-inf Konsantrasyonlarinin NIH 3T3 Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 0.840 0.015 p>0.05 0.936 0.018 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.834 0.009 p>0.05 0.930 0.011 p>0.05
0.5 pg/ml 0.844 0.011 p>0.05 0.950 0.006 p>0.05

1 pg/ml 0.884 0.021 p>0.05 0.936 0.009 p>0.05

2.5 pg/ml 0.831 0.010 p>0.05 0.950 0.034 p>0.05

5 pg/ml 0.789 0.006 p>0.05 0.904 0.016 p>0.05

10 pg/ml 0.791 0.007 p>0.05 0.911 0.007 p>0.05
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U20S Hiicrelerinde Antikanser Aktivitenin Degerlendirilmesi

Farkli deney gruplarina ait U20S hiicrelerinin invert-mikroskop goriintiileri

Sekil 31-Sekil 38’de kotrol, DMSO-kontrol, katesin ve Camellia sinensis
ekstreleri uygulanan U20S hiicrelerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonundaki
morfolojik  goriintiileri  verilmistir.  Ozellikle C. sinensis ekstrelerinde
konsantrasyon ve inkiibasyon zamani arttikga hiicre canliligmin @ ve
proliferasyonun azaldig1 goriilmektedir.

24. saat 48. saat

Kontrol

DMSO
Kontrol

Sekil 31. Kontrol ve DMSO-Kontrol Grubu U20S Hiicrelerinin 24 ve 48 Saatlik inkiibasyon
Sonundaki Morfolojik Gériintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 32. Katesin Grubu Konsantrasyonlarinin U20S Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik
Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 33. TYC-Me (islenmis Yesil Cay-Metanol) Grubu Konsantrasyonlarinin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 34. YC-Me (islenmemis Yesil Cay-.Metanol) Grubu Konsantrasyonlarinin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 35. SYC-Me (Satin Alinmis Yesil Cay-Metanol) Grubu Konsantrasyonlarinin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Gériintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 36. 1YC-inf (Islenmis Yesil Cay-Infiizyon) Grubu Konsantrasyonlarinin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri

(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 37. YC-inf (islenmemis Yesil Cay-infiizyon) Grubu Konsantrasyonlarimin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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Sekil 38. SYC-inf (Satin Alinmis Yesil Qay-infiizyon) Grubu Konsantrasyonlarmin U20S
Hiicrelerinde 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sonundaki Morfolojik Goriintiileri
(Mikroskop Biiyiitmesi X100)
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U20S hiicrelerinde mitokondriyal aktivitenin (MTT) degerlendirilmesi

U20S hiicre dizisinde katesin grubu i¢in; kontrol, DMSO-kontrol, 50, 100,
200,300, 400, 500, 600, 700, 800 ve 1000 pM olmak iizere toplam 12, IYC-Me,
YC-Me, SYC-Me, [YC-inf, YC-inf, SYC-inf icin de; kontrol, DMSO-kontrol, 5,
10, 20, 40 ve 60 pg/ml olmak iizere toplam 7 konsantrasyon kullanilmigtir. 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonuglari ELIZA (Enzim Baglantihi Immiinosorbent
Yontemi) cihazinda okutulmus ve her bir ekstreye ait mitokondriyal absorbans
(MTT) sonuglar1 Sekil 39-Sekil 45 ve Cizelge 23-Cizelge 29°da da istatistiksel
degerlendirme sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 39. Katesin Konsantrasyonlarinin, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat Mitokondriyal
Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 23. Farkh Katesin Konsantrasyonlarimin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhlik | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk

Kontrol 1.088 0.048 p > 0.05 1.391 0.079 p>0.05
DMSO-Kontrol 1.087 0.042 p > 0.05 1.254 0.055 p>0.05
50 uM 1.049 0.044 p > 0.05 1.203 0.047 p>0.05
100 pM 1.034 0.030 p > 0.05 1.136 0.043 p <0.05
200 pM 0.958 0.030 p > 0.05 1.158 0.051 p <0.05
300 pM 0.950 0.036 p > 0.05 1.101 0.025 p<0.01
400 pM 1.027 0.029 p > 0.05 1.060 0.031 p <0.001
500 pM 0.999 0.019 p > 0.05 1.060 0.031 p <0.001
600 pM 1.004 0.033 p > 0.05 1.074 0.013 p <0.001
700 pM 0.958 0.009 p > 0.05 1.052 0.041 p <0.001
800 pM 1.002 0.023 p > 0.05 1.104 0.036 p<0.01
1000 pM 0.889 0.036 p <0.01 1.102 0.064 p<0.01

Sekil 39’da pozitif kontrol olarak kullandigimiz  katesinin  farkh
konsantrasyonlarinin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 23’de de MTT sonuglarinin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda Kkatesin
konsantrasyonlarinin tiimiiniin absorbans degerlerinde azalma goriilse de sadece
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en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pM'da kontrole goére onemli azalma
belirlenmistir (p<0.017). 48 saat inkiibasyon sonunda kontrole gore katesinin tiim
konsantrasyonlarinin mitokondriyal absorbans degerlerinde oOnemli diizeyde
azalma meydana gelmistir. Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrole gore katesin
in 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda (p<0.05); 300, 800 ve 1000 uM
konsantrasyonlarinda (p<0.017") ve 400, 500, 600, 700 uM konsantrasyonlarinda
da (p<0.0017") olarak belirlenmistir (Cizelge 23).
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Sekil 40. iYC-Me Konsantrasyonlarmm, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 24. Farkli IYC-Me Konsantrasyonlarimin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhihk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama | St.Hata | Anlamhlk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk
Kontrol 0.848 0.025 p>0.05 0.902 0.005 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.850 0.017 p>0.05 0.900 0.008 p <0.001
5 pg/ml 0.837 0.013 p>0.05 0.787 0.019 p <0.001
10 pg/ml 0.804 0.013 p>0.05 0.750 0.010 p <0.001
20 pg/ml 0.726 0.019 p <0.001 0.658 0.012 p <0.001
40pg/ml 0.672 0.018 p <0.001 0.549 0.004 p <0.001
60 pg/ml 0.611 0.012 p <0.001 0.527 0.004 p <0.001

Sekil 40°da TYC-Me’nin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 24’de de MTT sonuglariin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, IYC-Menin 20, 40 ve 60 pug/ml
konsantrasyonlarinda kontrole gore onemli sitotoksik etki meydana gelmis ve

stkok

mitokondriyal aktivitenin dnemli diizeyde azaldig1 goriilmistiir (p<0.0017).

48 saat sonra U20S hiicrelerinde IYC-Me’nin sitotoksik etkisi inkiibasyon
siiresine bagl olarak artmis ve tiim [YC-Me konsantrasyonlarinda kontrole gore

ok

mitokondriyal aktivite onemli 6l¢iide azalmistir (p<0.0017).
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Sekil 41. YC-Me Konsantrasyonlarimin, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat Mitokondriyal
Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 25. Farklhh YC-Me Konsanytrasyonlarinin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore istatistiksel Anlamhihk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata | Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk
Kontrol 0.800 0.022 p>0.05 0.859 0.012 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.810 0.022 p>0.05 0.840 0.012 p>0.05
5 pg/ml 0.826 0.008 p>0.05 0.807 0.007 p <0.01
10 pg/ml 0.825 0.004 p>0.05 0.783 0.009 p <0.001
20 pg/ml 0.766 0.008 p>0.05 0.721 0.009 p <0.001
40pg/ml 0.673 0.006 p <0.001 0.593 0.005 p <0.001
60 pg/ml 0.571 0.011 p <0.001 0.561 0.002 p <0.001

Sekil 41°de YC-Me’nin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 25’de de MTT sonuglarnin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, YC-Me’nin 40 ve 60 pg/ml konsantrasyonlarinda
kontrole gore dnemli sitotoksik etki meydana gelmis ve mitokondriyal aktivitenin
onemli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (p<0.001").

48 saat sonra U20S hiicrelerinde YC-Me’nin sitotoksik etkisi inkiibasyon
stiresine bagli olarak artmigtir. Istatistiksel anlamlilik degerleri kontrole gore YC-
Me’nin 5 pg/ml  konsantrasyonunda (p<0.01"7) iken, diger tim

ok

konsantrasyonlarda (p<0.001"") olarak belirlenmistir (Cizelge 25).
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Sekil 42. SYC-Me Konsantrasyonlarinin, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 26. Farkli SYC-Me Konsantrasyonlarinin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk
Kontrol 0.943 0.025 p>0.05 1.036 0.066 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.926 0.019 p>0.05 1.065 0.030 p > 0.05
5 pg/ml 0.856 0.020 p <0.01 1.067 0.008 p>0.05
10 pg/ml 0.751 0.018 p <0.001 0.897 0.008 p<0.05
20 pg/ml 0.665 0.006 p <0.001 0.738 0.011 p <0.001
40pg/ml 0.648 0.003 p <0.001 0.631 0.011 p <0.001
60 pg/ml 0.646 0.009 p <0.001 0.629 0.007 p <0.001

Sekil 42’de SYC-Me’nin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 26’da da MTT sonuglarinin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, SYC-Me’nin tiim konsantrasyonlarinda kontrole
gore onemli sitotoksik etki meydana gelmis ve mitokondriyal absorbans degerleri
kontrole gére SYC-Me’nin 5 pg/ml konsantrasyonunda (p<0.017) iken, diger tiim

seste ke

konsantrasyonlarda (p<0.0017") olarak belirlenmistir.

48 saat sonra kontrole gére SYC-Me’nin yalnizca 5 ug/ml konsantrasyonunun
mitokondriyal absorbans degerinde az bir artis goriilse de, diger
konsantrasyonlarda kontrole gére 6nemli sitotoksik etki meydana gelmistir. SYC-
Me’nin 10 pg/ml konsantrasyonundaki istatistiksel anlamlilik degeri kontrole gore
(p<0.05"); 20, 40 ve 60 pg/ml konsantrasyonlarinda da (p<0.001"") olarak
belirlenmistir (Cizelge 26).
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Sekil 43. IYC-inf Konsantrasyonlarimn, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat Mitokondriyal
Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 27. Farkh IYC-inf Konsantrasyonlarimin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore istatistiksel Anlamhihk Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata | Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk
Kontrol 0.850 0.028 p > 0.05 1.012 0.061 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.844 0.018 p > 0.05 1.065 0.045 p>0.05
5 pg/ml 0.794 0.009 p>0.05 0.987 0.021 p>0.05
10 pg/ml 0.715 0.006 p <0.001 0.898 0.008 p>0.05
20 pg/ml 0.648 0.008 p <0.001 0.704 0.006 p <0.001
40pg/ml 0.625 0.014 p <0.001 0.641 0.008 p <0.001
60 pg/ml 0.606 0.006 p <0.001 0.588 0.013 p <0.001

Sekil 43°de IYC-infnin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 27’de de MTT sonuglariin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, I1YC-infnin 10, 20, 40 ve 60 pug/ml
konsantrasyonlarinda kontrole gore Onemli sitotoksik etki meydana gelmis ve

stk

mitokondriyal aktivitenin dnemli diizeyde azaldig1 goriilmistiir (p<0.0017).

48 saat sonra ise U20S hiicrelerinde 1YC-infnin 20, 40 ve 60 ug/ml
konsantrasyonlarinda kontrole gore onemli sitotoksik etki meydana gelmis ve

okok

mitokondriyal aktivitenin 6nemli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (p<0.0017).
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Sekil 44. YC-inf Konsantrasyonlarinin, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat Mitokondriyal
Absorbans Degerleri (Ortalama+Standart Hata)

Cizelge 28. Farkh YC-inf Konsantrasyonlarinin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhilik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata | Anlamhlik | Ortalama | St.Hata | Anlamhilik
Kontrol 0.942 0.016 p>0.05 1.241 0.067 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.937 0.011 p>0.05 1.124 0.033 p>0.05
5 pg/ml 0.802 0.007 p <0.001 0.778 0.009 p <0.001
10 pg/ml 0.843 0.012 p <0.001 0.809 0.017 p <0.001
20 pg/ml 0.796 0.007 p <0.001 0.771 0.008 p <0.001
40pg/ml 0.768 0.006 p <0.001 0.686 0.005 p <0.001
60 pg/ml 0.742 0.006 p <0.001 0.674 0.006 p <0.001

Sekil 44’de YC-inf’nin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 28’de de MTT sonuglarnin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, YC-inf’nin tiim konsantrasyonlarinda kontrole
gbre onemli sitotoksik etki meydana gelmis ve mitokondriyal aktivitenin énemli
diizeyde azaldig1 goriilmistiir (p<0.0017").

48 saat sonra U20S hiicrelerinde YC-inf’nin sitotoksik etkisi inkiibasyon siiresine
bagli olarak artmig ve tim YC-inf konsantrasyonlarinda kontrole gore

sk ok

mitokondriyal aktivite 6nemli 6l¢iide azalmistir (p<<0.00177).
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Sekil 45. SYC-inf Konsantrasyonlarinin, U20S Hiicre Dizisinde 24 ve 48. Saat
Mitokondriyal Absorbans Degerleri (OrtalamazStandart Hata)

Cizelge 29. Farkh SYC-inf Konsantrasyonlarinin U20S Hiicrelerinde Mitokondriyal
Absorbans ve Kontrole Gore Istatistiksel Anlamhlik Degerleri

GRUPLAR 24. SAAT 48. SAAT
Ortalama St.Hata | Anlamhhk | Ortalama | St.Hata | Anlamhhk
Kontrol 0.884 0.017 p>0.05 1.120 0.042 p>0.05
DMSO-Kontrol 0.876 0.039 p > 0.05 1.080 0.040 p>0.05
S pg/ml 0.921 0.009 p>0.05 1.001 0.015 p <0.05
10 pg/ml 0.833 0.009 p>0.05 0.979 0.012 p <0.01
20 pg/ml 0.790 0.006 p<0.05 0.812 0.004 p <0.001
40pg/ml 0.702 0.012 p <0.001 0.687 0.005 p <0.001
60 pg/ml 0.680 0.010 p <0.001 0.643 0.008 p <0.001

Sekil 45°de SYC-inf'nin U20S hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik mitokondriyal
absorbans degerleri ve Cizelge 29’da da MTT sonuglariin istatistiksel
degerlendirmeleri goriilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda, SYC-inf’nin 20, 40 ve 60 pg/ml
konsantrasyonlarinda kontrole gore Oonemli sitotoksik etki meydana gelmis ve
mitokondriyal absorbans degerleri kontrole gore SYC-inf'nin 20 pg/ml
konsantrasyonunda (p<0.05") iken, 40 ve 60 pg/ml konsantrasyonlarinda

sestek

(p<0.0017") olarak belirlenmistir.

48 saat sonra U20S hiicrelerinde SYC-inf’nin sitotoksik etkisi inkiibasyon
stiresine bagli olarak artmig ve mitokondriyal absorbans degerleri kontrole gore
SYC-inf 5 pg/ml konsantrasyonunda (p<0.05%); 10 pg/ml konsantrasyonunda
(p<0.01™); 20, 40 ve 60 pg/ml konsantrasyonlarinda (p<0.001"") olarak
belirlenmistir.
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Hiicre akim sitometrisi yontemi ile apoptotik etkinin degerlendirilmesi

Kontrol, DMSO-kontrol, IYC-Me, SYC-Me ekstrelerinin 5, 10, 20, 40, 60 pg/ml
konsantrasyonlarinin  U20S hiicreleri tizerindeki, 24 saatlik apoptotik etkilerinin
hiicre akim sitometrisindeki analiz sonuglar1 Sekil 46-Sekil 48 ve Cizelge 30’da
goriilmektedir.

IYC-Me ve SYC-Me ekstre konsantrasyonlarmin degerlendirilmesi amaciyla
U20S hiicreleri iizerinde, Annexin V-PI boyalar1 ile, akim sitometri’deki
degerlendirmesi yapildiginda, kontrolde canli hiicre yiizdesi %94.0, apoptotik
hiicre yiizdesi %1.2 ve nekrotik hiicre yiizdesi %4.9; DMSO-kontrol grubunda da
canlt hiicre yiizdesi %90.7, apoptotik hiicre yiizdesi %0.8, nekrotik hiicre ylizdesi
%8.6 olarak bulunmustur (Sekil 46).
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S0 100 150 Zo0n Z50
F = o, = 100070
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Specimen_001-KONTROL1
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i -
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[b]
Specirnen_001-DMS0 :
e E Specimen Name: Specimen_001
=73 Tube Name: DMSO
3 Record Date: Feb 26, 2010 2:39:09 PM
o FOP: Genel
< F; GUID: 07215a2a-1ea8-41bb-85M-76715d673a7c
L .
= ANNEXIN V ... Pl PE-A
o 3 Faopulation #Events %Parent Mean Mean
o] Il 4l Evertts 10,000 s 3,405 2635
— 3 B o 857 8.6 6675 16,065
- b B az fal 0.7 2,435 1 665
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[c]

Sekil 46. Kontrol ve DMSO-Kontrol Gruplarina Ait U20S Hiicrelerinin Akim Sitometride
Apoptotik Analiz Sonuglari (a: Kontol (FSC-A), b: Kontrol (Annexin V FITC- A),
¢: DMSO-kontrol (Annexin V FITC-A) (iYC-Me ve SYC-Me gruplarimn analizi
icin kullanmilan kontrol ve DMSQO-kontrol)
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U20S hiicre dizisi IYC-Me’nin 5 pg/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %88.0, apoptotik hiicre ylizdesi %1.7, nekrotik hiicre yiizdesi %10.3; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %89.7, apoptotik hiicre yiizdesi %3.2,
nekrotik hiicre yiizdesi 7.0; 20 png/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %90.5,
apoptotik hiicre yiizdesi %2.1, nekrotik hiicre ylizdesi %7.3; 40 upg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %86.2, apoptotik hiicre ylizdesi %7.7,
nekrotik hiicre yiizdesi %6.1; 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%65.1, apoptotik hiicre yiizdesi % 26.3, nekrotik hiicre yiizdesi %8.6 olarak
bulunmustur (Sekil 47).

Specimen_001-ISLEMMIS ¥ CAL
-ng_‘ : : Specimen Name: Specimen_001
3 Tube Name: ISLENMIS YCSUGML
] Record Date: Fehb 26, 2010 2:40:55 PM
= $OP: Genel
L3 GUID: hf3795a6-M906-498a-b5ed-166bceafbdf
(N1} a
EﬂE—g ANNEXINV ... PIPE-A
o3 Population #Events %Parent Mean Mean
e ] B &) Events 10,000 EEE 1,770 2,786
~ 5 E o 1,032 10.3 1,837 18,515
- B E Q2 122 1.2 15,023 19,914
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ok o m“‘ e [ na 50 0.5 8,173 3,139
i
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[a]

Specimen_001-ISLMNME Y100
e ] o Specimen Mame: Specimen_001
- ; Tube Mame: ISLNMS YC10UGML
] Record Date: Feb 26, 2010 2:42:58 PM
ve-; FOP: Genel
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EﬂE—g ANNEXIN Y ... PIPE-A
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[b]
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Specimen_001-20
w_ ] Specimen Mame: Specimen_001
— 3 Tube Mame: 20
3 Record Date: Feb 26, 2010 2:45:.48 PM
Tad 0P Genel
E 3 GUID: 28382b03-19¢8-422¢-938e-d6deafd a1l
= ANNEXIN Y . FIPE-A
o g Population #Events %Parent Mean Mean
o] I Al Events 10,000 sEEE 2,309 2,377
~ 3 E o T34 7.3 2914 15,542
".:._: %QE a3 08 13,476 24 3649
‘:'F——rrnqu—l‘n'nm]—rrrrr Q3 3,054 90.5 2074 1,066
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[c]
Specirmen_001-40 Experiment Mame: sinem
e ] : Specimen Mame:  Specimen_001
~ 3 Tube Narme: 40
- ] Record Date; Feh 26, 2010 2:48:04 P
23 FOF: Genel
E 3 GUID: hEdf 6fc-421e-46ad-2189-1488198dhe 88
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f Population #Events % Parent Mean hean
“H B &1 Events 10,000 fasisd 3,267 3,034
T3 B o B10 6.1 3,862 16,264
“a E Q2 K1) 36 11,167 21 6T7H
= EQS 2,621 a6.2 2,680 1,304
gttt et || o 413 41 7.840 3547
ARMERIM W FITC-A . P1 9.57A 958 3,001 2683
[d]
Specimen_001-60
e Specimen Mame: Specimen_001
23 Tube Mame: 60
3 Record Date: Feb 26, 2010 25312 PM
Tad FOP: Genel
L ; GUID: 2be30eeb-67 2c-4M6c-906f-d7 3602301338
L -
a=n ANNEXIN Y .. Pl PE-A
o 3 FPopulation #Events %Parent Mean Mean
o] W A1l Events 8,489 EeEE 5,091 4,006
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01':'1 102 100 1ot 10 (<] o4 1,426 168 9,299 2,894
AMMERIN W EITC-A M F1 8,194 96.6 4,791 3,683
[e]

Sekil 47. iYC-Me Grubu 5, 10, 20, 40, 60 ng/ml Konsantrasyonlarinin Hiicre Akim
Sitomet ride Apoptotik Analiz Sonuclari (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, c¢: 20 pg/ml, d: 40
pg/ml, e: 60 pg/ml)
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U20S hiicre dizisi SYC-Me’nin 5 pg/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %88.4, apoptotik hiicre ylizdesi %1.8, nekrotik hiicre yilizdesi %9.7; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %86.1, apoptotik hiicre yiizdesi %2.9,
nekrotik hiicre yilizdesi 11.0; 20 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%78.5, apoptotik hiicre yiizdesi %10.7, nekrotik hiicre yiizdesi %10.8; 40 pg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %80.7, apoptotik hiicre ylizdesi %9.7,
nekrotik hiicre yiizdesi %9.7; 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%76.9, apoptotik hiicre yiizdesi % 14.7, nekrotik hiicre yiizdesi %8.4 olarak

bulunmustur (Sekil 48).
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w Specimen Mame: Specimen_001
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Specimen EIEI1-H2IZI_ _
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[c]
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[d]
Specimen_001-HED
Ir.::__ Specimen Name: Specimen_001
— 3 Tube Mame: HE0
] Record Date: Feb 26, 2010 3:08:24 PM
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[e]

Sekil 48. SYC-Me Grubu 5, 10, 20, 40, 60 ng/ml Konsantrasyonlarimin Hiicre Akim
Sitometride Apoptotik Analiz Sonuglari (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, ¢: 20 pg/ml, d: 40

pg/ml, e: 60 pg/ml)

110




YC-Me, 1YC-inf, YC-inf, SYC-inf ekstrelerinin 5, 10, 20, 40, 60 pg/ml
konsantrasyonlarinin U20S hiicreleri lizerindeki, 24 saatlik apoptotik etkilerinin
hiicre akim sitometrisindeki analiz sonuglar1 Sekil 49-Sekil 53 ve Cizelge 31°de
goriilmektedir.

YC-Me, 1YC-inf, YC-inf, SYC-inf ekstrelerine ait konsantrasyonlarin
degerlendirilmesi amactyla U20S hiicreleri lizerinde, Annexin V-PI boyalar ile,
akim sitometri’deki degerlendirmesi yapildiginda, kontrolde canli hiicre ytizdesi
%96.3, apoptotik hiicre yiizdesi %0.1 ve nekrotik hiicre yiizdesi %3.6; DMSO-
kontrol grubunda canli hiicre yiizdesi %96.6, apoptotik hiicre yiizdesi %0.1,
nekrotik hiicre ylizdesi %3.4 olarak bulunmustur (Sekil 49).

Specimen_ 001 -kantral
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Specimen_001-DMS0O
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E v ‘Q3-1 Record Date: Mar 3, 2010 11:32:11 AM
] i FOF: Genel
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w3
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o 23 Fapulation #Events WParent Mean Mean
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[c]

Sekil 49. Kontrol ve DMSO-Kontrol Gruplarma Ait U20S Hiicrelerinin Akim Sitometride
Apoptotik Analiz Sonuclari (a: Kontol (FSC-A) , b: Kontrol (Annexin V FITC-A) ,
c: DMSO-kontrol (Annexin V FITC- A) (YC-Me, IYC-inf, YC-inf, SYC-inf
gruplarimin analizi icin kullanilan kontrol ve DMSO-kontrol)
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U20S hiicre dizisi YC-Me’nin 5 pg/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %93.7, apoptotik hiicre ylizdesi %0.3, nekrotik hiicre yiizdesi %6.0; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %93.5, apoptotik hiicre yiizdesi %1.4,
nekrotik hiicre yiizdesi %5.1; 20 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%90.0, apoptotik hiicre yiizdesi %5.2, nekrotik hiicre yiizdesi %4.8; 40 pg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %86.5, apoptotik hiicre ylizdesi %4.2,
nekrotik hiicre yiizdesi %9.3; 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%80.7, apoptotik hiicre yiizdesi % 18.9, nekrotik hiicre yiizdesi %0.4 olarak
bulunmustur (Sekil 50).
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Specimen_001-islenmemis A
w ] Specimen Mame: Specimen_001
23 Tube Name: islenmemis 5
3 Record Date: Mar 3, 201012:5817 PM
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Specimen_001-20islenmemis . .
o ] Specimen Mame: Specimen_001
23 Tube Mame: 20 islenmemis
3 Record Date: Mar 3, 2010 1:03:17 PM
+ | FOP: Genel
=L E_§ GUID: fa3alébc-abda-42Mb-a3dd-8f2fal cc5819
w3
g FSC-A SS5C-A
o =3 Population #Events %Parent Mean Mean
3 B Al Events 10,000 B 105,093 98,721
o] B a1-1 482 4.8 77,217 83,847
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[c]
Specimen_001-40 islenmemis
w Specimen Name: Specimen_001
-C'—_§ Tube Name: 40 islenmemis
3 Record Date: Mar 3, 2010 1:05:53 PM
+_ ] FOP: Genel
E - E GUID: bd51259¢-36d-4M93-be71-fbBa21d4308
e FSC-A 85C-A
m 1:'—_§ Population #Events %Parent Mean Mean
] B )l Events 10,000 s 95,818 86,954
] B a1-1 934 9.3 75,617 76,809
g - (< G2 261 26 103200 119747
_|||||||| T T _ T T T T _ T EQ3'1 8,648 86.5 97 466 86,301
102 107 0t 107 ] @1 157 1.6 112,945 128,733
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[d]
Specimen_001-60 islenmemis
o T Specimen Mame: Specimen_001
-5 Tube Mame: 60 islenmemis
E Record Date: Mar3, 2010 1:12:48 PM
Ta $OP: Genel
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[e]

Sekil 50. YC-Me Grubu §, 10, 20, 40, 60 ng/ml Konsantrasyonlarinin Hiicre Akim
Sitometride Apoptotik Analiz Sonuclar1 (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, c: 20 pg/ml, d: 40
pg/ml, e: 60 pg/ml)
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U20S hiicre dizisi IYC-infnin 5 pg/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %96.7, apoptotik hiicre ylizdesi %0.6, nekrotik hiicre yiizdesi %2.7; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %89.0, apoptotik hiicre yiizdesi %7.8,
nekrotik hiicre yiizdesi %3.2; 20 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%99.4, apoptotik hiicre yilizdesi %0, nekrotik hiicre yilizdesi %0.6; 40 pg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %93.0, apoptotik hiicre ylizdesi %:2.0,
nekrotik hiicre yiizdesi %5.1, 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%94.0, apoptotik hiicre yiizdesi % 5.2, nekrotik hiicre yiizdesi %0.9 olarak
bulunmustur (Sekil 51).

Specimen_001-d iglenmis 5
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Specimen_001-201
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EE, Tube Mame: 200
3 ' Record Date: Mar 3, 2010 12:08:33 PM
] 91_1_ @21 $OF: Genel
E = 3 - GUID: 82747093-3b7c-459a-b0as5-c1daBbbs6221
& 831 Q4 FSC-A §5C-A
B2y Papulation #Events %Parent Mean Mean
3 I 2 Events 10,000 s 168,400 80,055
g | E @11 60 06 86,915 649,600
- E @21 4 0.0 222,088 222,991
B @31 9,936 99.4 168,870 80,061
10° 107 w0 10° B @41 0 0.0 e o
ANNEYIN Y FITC-A B r1 3,322 332 127,982 44 563
[c]
Specimen_001-40
e Specimen Mame: Specimen_001
= Tube Mame: 40i
] Record Date: Mar 3, 201012:14:29 PM
+_ ] FOP: Genel
E "_§ GUID: d435bcf3-dif8-44e8-be27-b2rddb 033161
oA FSC-A S5C-A
o E‘; Fopulation #Events %Parent Mean Mean
E B &)l Events 10,000 s 97,983 76,752
] B4 @1-1 506 5.1 79,578 82,520
=3 < G2-1 149 15 111512 128,034
_IIIIIIII T IIIIIII| T IIIIIIII T IIIIIIII T EQ3'1 guzgs 93-0 33-‘1‘39 ?5|11?
10° 10° 10 it | e 50 05 159,232 166,826
ARMMERIM Y FITC-A W ri 9,760 976 95,169 73,592
[d]
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Sekil 51. IYC-inf Grubu 5, 10, 20, 40, 60 pg/ml Konsantrasyonlarmm Hiicre Akim
Sitometride Apoptotik Analiz Sonuclari (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, c: 20 pg/ml, d: 40

pg/ml, e: 60 pg/ml)
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U20S hiicre dizisi YC-inf’nin 5 pg/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %96.0, apoptotik hiicre ylizdesi %0.8, nekrotik hiicre yilizdesi %3.2; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %94.2, apoptotik hiicre yiizdesi %1.2,
nekrotik hiicre yilizdesi %4.6; 20 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%89.6, apoptotik hiicre yiizdesi %2.1, nekrotik hiicre yiizdesi %8.3; 40 pg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %91.2, apoptotik hiicre ylizdesi %3.6,
nekrotik hiicre yiizdesi %S5.1; 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%87.4, apoptotik hiicre yiizdesi % 8.9, nekrotik hiicre yiizdesi %3.8 olarak
bulunmustur (Sekil 52).
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Sekil 52. YC-inf Grubu 5, 10, 20, 40, 60 ng/ml Konsantrasyonlarinin Hiicre Akim
Sitometride Apoptotik Analiz Sonuglar1 (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, c: 20 pg/ml, d: 40

pg/ml, e: 60 pg/ml)
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U20S hiicre dizisi SYC-inf’nin 5 pug/ml konsantrasyon grubunda, canli hiicre
yiizdesi %95.1, apoptotik hiicre ylizdesi %1.2, nekrotik hiicre yiizdesi %3.7; 10
ng/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %85.4, apoptotik hiicre yiizdesi %1.5,
nekrotik hiicre yiizdesi %13.0; 20 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%92.9, apoptotik hiicre yiizdesi %0.3, nekrotik hiicre yiizdesi %6.9; 40 pg/ml
konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi %88.8, apoptotik hiicre ylizdesi %?5.0,
nekrotik hiicre yiizdesi %6.2; 60 pg/ml konsantrasyonda canli hiicre yiizdesi
%87.6, apoptotik hiicre yiizdesi % 1.1, nekrotik hiicre yiizdesi %11.3 olarak

bulunmustur (Sekil 53).
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Sekil 53. SYC-inf Grubu 5, 10, 20, 40, 60 ng/ml Konsantrasyonlarinin Hiicre Akim
Sitometride Apoptotik Analiz Sonuglari (a: 5 pg/ml, b: 10 pg/ml, c: 20 pg/ml, d: 40

pg/ml, e: 60 pg/ml)
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Cizelge 30. IYC-Me ve SYC-Me Ekstre Konsantrasyonlari ile 24 Saat inkiibe Edilen U20S
Hiicrelerinin Akim Sitometri Sonuclari

GRUPLAR % Canl hiicre % Apoptotik hiicre % Nekrotik hiicre
(Q3) (Q2+Q4) (Q1)
Kontrol 94.0 1.2 4.9
DMSO-Kontrol 90.7 0.8 8.6
5 ng/ml iYC-Me 88.0 1.7 10.3
10 pg/ml iYC-Me 89.7 32 7.0
20 pg/ml iYC-Me 90.5 2.1 7.3
40 pg/ml iYC-Me 86.2 7.7 6.1
60 ng/ml iYC-Me 65.1 26.3 8.6
5 ng/ml SYC-Me 88.4 1.8 9.7
10 pg/ml SYC-Me 86.1 2.9 11.0
20 pg/ml SYC-Me 78.5 10.7 10.8
40 pg/ml SYC-Me 80.7 9.7 9.7
60 pg/ml SYC-Me 76.9 14.7 8.4
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Cizelge 31. ¥C-Me, IYC-inf, YC-inf ve SYC-inf Ekstre Konsantrasyonlari ile 24 Saat
Inkiibe Edilen U20S Hiicrelerinin Akim Sitometri Sonuclari

GRUPLAR % Canl hiicre % Apoptotik hiicre % Nekrotik hiicre
(Q3) (Q2+Q4) Q1)
Kontrol 96.3 0.1 3.6
DMSO-Kontrol 96.6 0.1 34
5 ng/ml YC-Me 93.7 0.3 6.0
10 pg/ml YC-Me 93.5 1.4 5.1
20 pg/ml YC-Me 90.0 52 4.8
40 pg/ml YC-Me 86.5 4.2 9.3
60 ng/ml YC-Me 80.7 18.9 0.4
5 ng/ml iYC-inf 96.7 0.6 2.7
10 pg/ml iYC-inf 89.0 7.8 32
20 pg/ml iYC-inf 99.4 0 0.6
40 pg/ml iYC-inf 93.0 2.0 5.1
60 pg/ml iYC-inf 94.0 5.2 0.9
5 ng/ml YC-inf 96.0 0.8 32
10 pg/ml YC-inf 94.2 1.2 4.6
20 pg/ml YC-inf 89.6 2.1 8.3
40 pg/ml YC-inf 91.2 3.6 5.1
60 png/ml YC-inf 87.4 8.9 3.8
5 ng/ml SYC-inf 95.1 1.2 3.7
10 pg/ml SYC-inf 85.4 1.5 13.0
20 pg/ml SYC-inf 92.9 0.3 6.9
40 pg/ml SYC-inf 88.8 5.0 6.2
60 ng/ml SYC-inf 87.6 1.1 11.3
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Polifenolik bilesiklerce zengin bitkiler yara iyilestirici, yaslanmay1 geciktirici ve
bazi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Polifenoller,
ozellikle serbest oksijen tiirleriyle etkileserek, serbest radikalleri nétralize eder
veya biyolojik etkileri baglatirlar. Camelia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae)’de de
katesin grubu polifenolik bilesikler yogun olarak bulunmakta olup,
fermentasyonla elde edilen yesil ve siyah caymn yararli etkileri bu 6zelliginden
kaynaklanmaktadir (Hsu, 2005; Sahin ve Ozdemir, 2006).

Deriyi bitkisel kaynakli bilesiklerle, daha etkili olarak korumay1 amaclayan bilim
adamlan ilk olarak yesil ¢caymn polifenolik icerigini tanimlamiglardir. Polifenolik
iceriginden dolay1 cayin, deri hastaliklar1 ve yaralarda alternatif bir tedavi
secenegi olabilecegi diisiiniilmektedir (Hsu, 2005).

Bu ¢alismada, Camelia sinensis’den hazirlanan ekstrelerin yara iyilestirici etkisi,
yara tedavisinde kullanilmakta olan Centella asiatica ekstresi (TEKA) ve kontrol
gruplarina gore degerlendirilmistir. Kontrol ve DMSO-kontrol gruplar1 arasinda
yara iyilestirici aktivite bakimindan anlamli bir farklilik goriilmedigi igin,
istatistiksel olarak ozellikle kontrol ile ekstreler arasindaki farkliliklar
degerlendirmeye alinmistir.

Yara iyilestirici aktivite i¢in kullandigimiz C. sinensis ekstre konsantrasyonlarina,
NIH 3T3 hiicrelerinde sitotoksik etkinin bir gostergesi olan MTT absorbans
sonuclarina bakilarak karar verilmis, uygulanan konsantrasyonlarda onemli bir
sitotoksik etkinin olmadigi gosterilmistir. Yalnizca SYC-Me grubunun 24 saatlik
0.5 ve 2.5 pg/ml konsantrasyonlarinda, kontrole gére mitokondriyal aktivitede
anlamli bir artis belirlenmigtir (Cizelge 19). 48. saat MTT (mitokondriyal
aktivasyon) sonuglar1 degerlendirildiginde, hiicre proliferasyonunun zamana gore
arttigi goriilmistiir. NIH 3T3 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda, MTT
degeri kontrole gére yalnizca 10 pg/ml IYC-inf konsantrasyonunda artarken, 10
ng/ml IYC-Me konsantrasyonunda MTT absorbans degerinde anlaml1 bir azalma
goriilmiistiir (Cizelge 17, Cizelge 20).

Yara iyilestirici etkide, metanol ekstreleri, infiizyonlara gore daha anlamli aktivite
gostermistir. TEKA grubu da dahil olmak iizere ozellikle diisiik ekstre
konsantrasyonlarinda belirgin bir yara iyilestirici aktivite belirlenmistir. 24 ve 48.
saat inkiibasyon sonunda, kontrole gore TEKA ve ekstrelerde total hiicre
sayilarinda anlaml artiglar goriilmiistiir. 24. saatte total hiicre sayisinda en fazla
artts 0.5 pg/ml SYC-Me konsantrasyonunda belirlenmistir. Ekstreler arasinda
ozellikle IYC-Me, YC-Me ve SYC-Me’nin tiim konsantrasyonlarinda (0.5-10
pg/ml) total hiicre sayilarinin artmis oldugu ve TEKA konsantrasyon sonuglarina
olduk¢a yakin degerde oldugu goriilmiistir (Cizelge 10). Yine total hiicre
sayilarindaki artisa paralel olarak, tiim metanol ekstrelerinin, ozellikle diisiik
konsantrasyonlarinda mitoza giden hiicre sayilarinda da anlamli artiglar meydana
gelmistir. C. sinensis’ in infiizyonlarinda ise kontrole gore total ve mitoza giden
hiicre sayilarinda anlamli bir farklilik bulunmamustir.

24 saatlik inkiibasyonda fusiform hiicre sayis1 kontrole goére, TEKA ve tiim
ekstrelerde azalirken, poligonal hiicre sayis1 da artig gdstermistir. IYC-Me, YC-
Me ve SYC-Me ekstrelerinin diisiik konsantrasyonlarinda fusiform hiicre sayisi
kontrol ve TEKA gruplarina gore artarken, poligonal hiicre sayisi da en fazla 0.5
ve 1 pg/ml IYC-Me ile 0.5 pg/ml SYC-Me konsantrasyonlarmda artmigtir
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(Cizelge 11). Yuvarlak ve vakuollii hiicre sayilar1i TEKA ve ekstrelerde,
konsantrasyon artigina bagli olarak artmistir. Graniil sayist bakimindan kontrol,
TEKA ve ekstrelerde ¢ok anlamli farkliliklara rastlanmamistir. Graniil sayisinda
en fazla artig, 0.5 pg/ml YC-Me konsantrasyonunda %2.25+0.20, 2.5 pg/ml’de
%1.94+0.20 ve SYC-Me ekstresinin 0.5 pg/ml konsantrasyonunda da %1.90+0.17
olarak belirlenmistir (Cizelge 12).

Hiicrelerin ekstrelerle 48 saatlik inkiibasyonu sonucu, kontrole gore en fazla total
hiicre sayis1 0.5 pug/ml IYC-Me, 0.5 ve 1 pg/ml YC-Me, 1 pg/ml SYC-Me
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Infiizyonlar arasinda ise en fazla artis, 10
ug/ml IYC, 2.5 pg/ml YC-inf ve SYC-inf konsantrasyonunda hesaplanmistir
(Cizelge 13).

48. saatte mitoza giden hiicre sayisinda Onemli artiglar goriilmemistir. Bu
durumun da, 48 saatte in vitro ortamda hiicrelerin gogalmasi i¢in yeterli alanin
kalmamas1 ve  hiicre-hiicre kontak inhibisyonundan kaynaklandigini
sOyleyebiliriz. 48. saat sonunda mitoza giden hiicre sayis1 kontrole gore 0.5 pg/ml
IYC-Me ve 0.5, 2.5 ve 5 pg/ml YC-Me konsantrasyonlarinda artmistir (Cizelge
13). 48. saatte gruplarin fusiform hiicre sayilari, 24. saatteki fusiform hiicre
sayilarina gore azalmis, poligonal hiicre sayisi artis gostermistir. TEKA ve
ekstrelerde yuvarlak hiicre sayisi, vakuollii hiicre sayist ve graniil sayist %
degerlerinde ise kontrole gore onemli farklilik bulunmamistir (Cizelge 14,
Cizelge 15).

Metanol ekstrelerinden &zellikle IYC-Me grubunun yara iyilestirici aktivitede
anlamli olan hiicre sayisindaki artiglardan ozellikle, 24. saatte total ve mitoza
giden hiicre, 48. saatte ise total ve poligonal hiicre sayisindaki artislar, kontrolle
kiyaslandiginda diger metanol ekstrelerinden daha anlamli  bulunmustur.
Dolayisiyla yara iyilestirici etkide, metanol ekstrelerinin, infiizyonlara gére daha
etkili oldugunu, metanol ekstrelerinden de 1YC-Me grubunun, yara iyilestirici
etkide daha anlamli aktivite gdsterdigi belirlenmistir.

Yaptigimiz literatiir aragtirmalar1 sirasinda, Masson’s Trichrome Teknigi ile C.
sinensis ekstrelerinin in vitro yara iyilestirici etkisinin arastirildigi ¢alismalara
rastlanilmamistir. Bu nedenle ¢alismamizin C. sinensis ekstrelerinin hiicre
kiiltiirlinde yara iyilestirici aktivite sonuglarini karsilagtiracak calisma mevcut
degildir. Genel olarak yesil ¢ay ve polifenollerinin yara iyilestirici etki ve
mekanizmalari ile ilgili in vivo hayvan deneyleri mevcuttur. Bizim sonuglarimiza
paralel olarak asagida bahsedildigi gibi, deney hayvanlar1 {izerinde yiiritiilen
calismalarda da yesil ¢cayin yara iyilestirici etkisinin oldugu agiklanmistir.

Hsu (2005), yaptig1 calismada yesil ¢ayin yapisal olarak en 6nemli bileseni olan
EGCG’nin insan epidermal keratinositlerinde farklilagmaya yardimc1 olan p57 ve
kaspaz 14’lin ekspresyonunu aktive ettigini gostermistir. Yine yesil ¢cayin yash
keratinositleri uyararak ve apoptozu inhibe ederek, deri iyilesme siirecine
yardimci oldugu da rapor edilmistir. Hsu ve ark. (2003), yesil cay polifenolleri,
yeni DNA sentezi ve biyolojik enerji iiretiminin yaslanmis keratinositleri
diizenleyerek, yaslanan derideki keratinositlerin rejenerasyonunu uyardigini
bildirmislerdir. Ayrica p57 ve keratin 1 indiiksiyonu, flaggrin ekspresyonu,
transglutaminaz aktivasyonu ve yesil cay polifenollerinin, epidermis bazal
tabakasindaki keratinositlerin farklilagsmasini stimiile edecegini belirterek; yesil
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cay bilesenlerinin yara iyilesmesi, deride rejenerasyon ve bazi cilt hastaliklari i¢in
yararli olabileceginin altin1 ¢izmislerdir. Fu ve ark. (2000), yesil c¢ay
polifenollerinin sigan keratinositlerindeki koruyucu etkilerini degerlendirmek
amactyla yaptiklar bir calismada, hiicre sayimi, akim sitometri ve proliferatif
indeks gibi metodlar kullanarak apoptotik etkide diisiis (laktat dehidrogenaz
salinimi); keratinosit proliferasyonunda ise artis oldugunu goézlemlemislerdir.
Yesil cay polifenollerinin lipid peroksidasyon iiriinlerini azaltici, glutatyon
peroksidaz seviyelerini ylikseltici ve antioksidan o6zellikleri ile koruyucu etkileri
arasinda baglanti oldugunu bildirmislerdir. Kapoor ve ark. (2004), kesikle
olusturulan sicanlardaki yaralar iizerinde yesil cay katesinlerinden ECG’nin
tyilestirici etkisini arastirmiglardir. ECG uygulamasiyla anjiyojenik cevap ve yara
tyilesme hizinin arttigini agiklamislardir. Ayrica ECG’nin, NOS aktivitesi, VEGF
protein ekspresyonu ve kollajen birikimini arttirarak skar olusumuna neden
oldugunu bildirmislerdir. Kim ve ark. (2008), diyabetik fare yaralarinda yesil ¢ay
katesinlerinden EGCG’nin etkisini arastirdiklar1 g¢aligmada, yara biiziismesi,
reepitelizayon, anjiyogenez ve  graniilasyon doku  organizasyonunun
indiiklenmesinin, EGCG’nin miyofibroblast aktivitesini tetiklemesiyle iliskili
oldugunu bildirmislerdir. Yesil cay ekstresi ile EGCG’nin keloid fibroblastlarda
kollajen homeastazi lizerine etkilerinin arastirildigi baska bir ¢aligmada da, yesil
cay ekstresi ile EGCG’nin tip 1 kolllajen iiretimini, P13K/Akt/mTOR sinyal
yolagi araciligiyla onemli Olgiide inhibe ettigi ve yesil ¢aymn keloid ve diger
fibrotik hastaliklarin 6nlenmesinde terapotik bir etkisinin olabilecegi rapor
edilmistir (Zhang ve ark. 2006).

Yesil caym, ozellikle de katesin gruplarinin yara iyilestirici etkisi ile ilgili
yapilmis olan in vivo hayvan modelli deneylerden yola ¢ikarak, yesil ¢ayin farkli
mekanizmalar aracilifiyla deri iyilesme siirecinde yer aldigim1 sdylemek
miimkiindiir. Yesil cayla ilgili yara iyilestirici etki anlaminda olumlu veriler
mevcut olsa da, ECG’nin keloid ya da hipertrofik skar gibi, fazlaca kollajen
birikimi sonucu yara iyilesmesi problemlerine de neden olabildigi bildirilmektedir
(Kapoor ve ark., 2004). Baska bir calismada ise , EGCG’nin tip 1 kollajen
tiretimini inhibe ederek, keloid ve diger fibrotik hastaliklar1 Onleyebilecegi
aciklanmistir (Zhang ve ark., 2006). Burada birbirinin tam tersi iki sonug¢ var gibi
goziikse de; aslinda farkli sinyal yolaklarmin aktivasyonu veya inhibisyonu séz
konusudur.

Genetik yap, iklim, 1s1, 151k, beslenme gibi ¢evresel faktorlere ve yapragin yasina
bagl olarak polifenol miktarinin degisiklik gosterebilecegi ve katesin gruplarinin
caydaki miktarlar ile etkilerinin farkli olabilecegi géz oniinde bulundurulursa,
yesil cayin yara iyilestirici aktivitesi ile ilgili farkli sonucglarla karsilagmak
miimkiindiir. Bu nedenle oncelikli olarak calisilan ekstrelerin toplam fenolik
madde ve fenolik asit miktarlar1 tayin edilmis ve ¢alisilan metanollii ekstrelerin
polifenolik madde miktarlar1 ve antioksidan aktivitelerinin, suda ¢dziinen polar
bilesiklerce zengin infiizyonlara oranla daha yiiksek bulundugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda yara iyilestirici etkide de, metanol ekstrelerinin,
infiizyonlara gore daha anlamh yara iyilestirici aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Bu da bize yesil ¢ayin sagligimiz iizerindeki olumlu etkilerini daha etkili
gostermesinde, fenolik madde igeriginin 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.
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Ayrica yiiksek antioksidan oOzellikte olmasi bazi in vivo ¢alismalarda da
belirtildigi gibi yara iyilesmesinde etkili bir 6zellik olabilmektedir.

Deney sonuglarimiz mitoza giden hiicre sayilar1 ve graniillii hiicre agisindan
degerlendirildiginde yara iyilestirici etki anlaminda ¢ok olumlu olmasa da, toplam
hiicre sayisinda Ozellikle de poligonal hiicre sayisindaki artiglar hiicrelerin
migrasyon yeteneklerinin arttigin1  gostermektedir. Migrasyon ise yara
iyilesmesinde oldukca 6nemli olup; migrasyon ve hiicre hareketleri i¢in hiicrelerin
fusiform degil, poligonal olmasinin gerektigi daha once yapilan g¢aligmalarda
bildirilmistir (Korkmaz. 1996). Sonuglarimiz dogrultusunda ve yapilmis olan in
vivo c¢alismalara dayanarak Camellia sinensis metanol ekstrelerinin yara
iyilesmesinde olumlu etkilerinin oldugunu sdyleyebiliriz.

Yesil cay tiikketimi ve insanlardaki kanser insidansi arasindaki yakin iliski ilgi
uyandirmaktadir ve son yillarda iizerinde durulan bir konudur (Brown 1999). In
vitro hiicreler ve in vivo hayvan modelleri kullanilarak yapilan deneysel ¢aligma
sonuclarina gore yesil cay kolon, mide, 6zefagus, akciger basta olmak lizere
prostat, meme ve cilt kanseri gibi bir¢ok kanser ¢esidine karsi koruyucu gorev
yapmaktadir (Fisunoglu ve Besler 2008, Sharangi 2009).

Biz de bu ¢alismada C. sinensis ekstrelerinin U20S hiicrelerinde antikanser etkili
oldugunu belirledik. Ozellikle Camellia sinensis ekstrelerinin konsantrasyon ve
inkiibasyon zamani arttikga U20S hiicre proliferasyonunu azalttigi goriilmiistiir.
Antikanser aktivitenin degerlendirilmesinde katesin grubu (pozitif kontrol), ¢ay
ekstre MTT degerlerini karsilastirmak i¢in kullanilmistir. Bu ¢alismada genis bir
katesin konsantrasyon araligi kullanmamiza ragmen, oOzellikle diisiik katesin
konsantrasyonlarinda etkili bir antiproliferatif etkiye rastlanmamistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonunda katesin konsantrasyonlarinin tiimiinde MTT absorbans
degerlerinde azalma goriilse de sadece en yiiksek konsantrasyon olan 1000 pM'da
kontrole gore istatistiksel olarak dnemli azalma belirlenmistir. 48 saat inkiibasyon
sonunda da kontrole gore katesin’in tiim konsantrasyonlarinin mitokondriyal
absorbans degerlerinde O6nemli diizeyde azalmalar meydana gelmistir (Cizelge
23).

24 saatlik inkiibasyon sonunda, 20, 40 ve 60 pg/ml IYC-Me ve SYC-inf, 40 ve 60
pg/ml YC-Me, SYC-Me ve YC-inf’nin tiim konsantrasyonlarinda ve 10, 20, 40
ve 60 pg/ml IYC-inf konsantrasyonlarinda kontrole gére U20S hiicrelerinde
mitokondriyal aktivite Onemli diizeyde azalmistir. 48 saat sonra U20S
hiicrelerinde tiim ekstre konsantrasyonlarinda sitotoksik etki inkiibasyon siiresine
bagl olarak artmis ve kontrole gore mitokondriyal aktivitelerde 6nemli azalmalar
gozlenmistir (Cizelge 24-Cizelge 29). C. sinensis’in antikanser aktivitesini
arastirdigimiz tiim ekstrelerde, konsantrasyon ve inkiibasyon zamani arttikca
sitotoksik etkinin arttigin1 ve hiicre proliferasyonun azaldigini; apoptotik etkinin
de metanol ekstrelerinde infiizyonlara gore, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda
daha fazla oldugunu belirlenmistir. En fazla apoptotik etki ise sirasiyla 60 pg/ml
IYC-Me, YC-Me ve SYC-Me ekstre konsantrasyonlarinda goriilmiistiir (Cizelge
30, Cizelge 31).

Yapilan literatiir taramasi sonucu, U20S hiicre hattinda C. sinensis ekstresinin
antikanser etkisine dair bir ¢aligmaya rastlanmasa da, son yillarda yapilmis olan
pek cok caligmada yesil cayin antikarsinojenik ve antioksidan etkilerinin oldugu
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bildirilmistir. Cay polifenollerinin antikanserojenik etkilerinin c¢alisildigr bir
calismada ise, melanoma kanser hiicre dizilerinde (GE-0208, MB-1133, CH-0566,
LF-0023) diger katesin gruplarina gore, en fazla hiicre 6liimiine EGCG’nin neden
oldugu ve potansiyel bir hiicre inhibitorii ozelligi gosterdigi belirlenmistir
(Ravindranath ve ark., 2007). Katesinlerin tiim tiimor hiicrelerinin 6limiinde etkili
olmadigina dair yapilan bir calismada ECG (50 mM)’nin, prostat kanser hiicreleri
(DU145, HH870) ve metastatik ovaryum kanser (HH450) hiicrelerinde hiicre
olimii tetikleyici etkisi oldugu agiklanmistir (Ravindranath ve ark., 2006). Yine
Ahmad ve ark. (1997), EGCG’nin sadece malign tiimor hiicrelerinde apoptotik
etkili oldugunu, normal hiicreleri etkilemedigini ag¢iklamiglardir.

Nihal ve ark. (2005), hiicre akim sitometrisi ile gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda,
10 pg/ml EGCG konsantrasyonunun A-375 ve Hs-294T melanoma kanser
hiicrelerinde sirasiyla %13.55 ve %47.56 apoptotik etki gosterdigini ve
EGCG’nin melanoma hiicrelerinde hiicre siklusunu ve apoptozisi cki-siklin-cdk
ag1 ve Bcl2 proteinleri aracilifi ile 6nemli derecede durdurdugunu rapor
etmislerdir. Ahmad ve ark. (1997), epigallokatesin-3-gallat ile tedavi sonunda
HaCaT, L5178Y ve DUI145 kanser hiicrelerinde apoptotik etkiyi hiicre akim
sitometrisi ile belirlemisler ve epigallokatesin-3-gallat tedavisinin hiicre siklusunu
Go—G; fazinda durdurdugu ve doza bagimli apoptozis meydana geldigini
aciklamiglardir. Yang ve ark., (1998), ¢ay ekstrelerinin hiicre bilyiimesi iizerindeki
inhibitor etkilerine, farkli ¢ay polifenollerinin neden oldugunu belirtmiglerdir.
H661 hiicreleri 30 uM EGCG ve EGC ile 24 saat inkiibe edildiginde apoptotik
etki sirastyla %23 ve %26, 100 uM ile de %82 ve %76 olarak belirlenmistir.
Ancak 30uM EGCG ve EGC ve daha diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
etkilenmedigi, sitotoksik etkinin 100 uM EGCG ve EGC konsantrasyonlarinda
daha anlamli oldugu da rapor edilmistir. EGCG’nin diisiikk konsantrasyonlarinda
(12.5, 25, 50 pg/ml) U-373 MG (glioblastoma), U-87 MG (glioblastoma) ve C6
glioma hiicrelerinde apoptotik etki goriiliircken, MtT/E (pituitary adenoma)
hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda (100 pg/ml) apoptotik etki goriilmiistiir.
Yine 50 pg/ml of EGCG konsantrasyonunda 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre
canliliginda 6nemli azalmalar meydana gelmistir (Yokoyama ve ark., 2000).

Lin ve ark. (1999), A431 epidermoid karsinoma hiicrelerinde yesil cay
polifenollerinden EGCG’nin EGF, PDGF veya FGF reseptor aracili ekstraseliiler
sinyalleri baskiladigini ve tiimor gelisimini inhibe ettigini belirtmiglerdir. 30 pM
EGCG’nin ise MCF-7 hiicrelerinde G; fazindaki hiicre siklusunu bloke ettigini,
siklin bagimli kinaz 2 ve 4 aktivitesini inhibe ettigini; cdk inhibitorleri olan p21
ve p27 seviyelerini ise arttirdigini bildirmislerdir. Bu sonuglara dayanarak da,
EGCG’nin biiyiimeyi inhibe edici etkisini cdk2 ve cdk4 gibi G; diizenleyici
proteinleri degistirerek meydana getirdigi belirtilmistir. Ayrica; EGCG’nin
makrofajlardaki NFKB transkripsiyon faktor aktivitesini baskilayarak, nitrik oksit
sentazin (iNOS) indiiksiyonunu bloke edebildigini, iNOS aktivasyonunun
inhibisyonu ile de pek cok bilesik ve radikalin yapisinin baskilanabilecegini ve
boylece timor Dbaglangicti  veya gelisiminin  inhibe edilmis olacagini
bildirmiglerdir. Fujiki ve ark (1998); EGCG ve diger cay polifenollerinin, insan
akciger kanser hiicresindeki (PC-9) biiyiimeyi G;/M fazinda durdurdugunu ve
TNF-a yolaginin, EGCG aracili biyolojik cevapta rol olabilecegini sdylerken;
Liang ve ark (1997), EGCG’nin, DNA sentezini, EGFR’nin protein tirozin kinaz
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ve EGFR’nin aktivitesini inhibe ettigini ve tiimor gelisimini EGFR yolagini bloke
ederek inhibe edebilecegini belirtmislerdir. Hsu (2005); yesil ¢ay polifenollerinin
giiclii antioksidanlar olarak ROS’u imha ettigini; aktif nutrasotikler olarak ERK,
JNK ve AP-1 gibi ROS-MAPK’de yer alan elemanlar diizenledigini; COX-2, faz-
1, faz-2 enzimlerini inhibe ettigini; IL-1, IL-10 ve IL-12 salimimi gibi
inflamasyona bagli yanitlar1 inhibe ettigini; pS7 ve kaspaz 14 salimmuyla iligkili
yeni bir farklilagma yolagini aktive ettigini ve deri formasyonunu hizlandirdigini;
kaspaz 3 aracili apoptoz yolagini baskiladigin1 ve saglikli hiicrelerde kaspaz 14
aracilikli planlt hiicre 6liim yolagini aktive ettigini; p5S3 ve p21 gibi proapoptotik
genleri uyardigini ve tiimor hiicrelerinde transkripsiyon faktoérii NF-KB’nin
aktivitesini baskiladigini bildirmistir.

Yukarida adi gegen ve yesil cayin antiproliferatif etkisini ve yara iyilesmesi i¢in
tedavide kullanilabilirligini gosteren ¢alismalarin sonuglari, bizim ¢alisma
sonuclarimizi destekler niteliktedir.
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SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak bu ¢alismada, C. sinensis’in ozellikle metanol ekstrelerinin,
infiizyonlara gore 6nemli yara iyilestirici, apoptotik ve sitotoksik etki gdsterdigi
belirlenmigtir. Yara iyilestirici etkide metanolle hazirlanan ekstrelerin diisiik
konsantrasyonlart daha etkili bulunmustur. Sitotoksik ve apoptotik etkiler de
metanolle hazirlanan ekstre konsantrasyon artisina gore 6nemli derecede artmaistir.
Ozellikle C. sinensis metanol ekstrelerinin osteosarkom hiicrelerindeki antikanser
etkisinin, antioksidan aktivite sonuglar1 ile paralel olmasi, gruplar arasindaki
farkliliklarin ekstrelerin igermis oldugu fenolik madde igerigi, miktar1 ve
etkilesimlerinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayrica, tez kapsaminda ulasilan sonuglarla Camelia sinensis ve yesil ¢ayin halk
arasinda  antioksidan, antikanserojenik,  antienflamatuar, antidiyabetik,
antibakteriyel, antiviral kullanimlarina da bilimsel a¢iklama getirilmistir.

Bundan sonraki ¢alismalarda ise, polifenolik igerigi belirlenmis Camellia sinensis
ekstrelerinin antioksidan, yara iyilestirici ve antikanser aktivite oOzelliklerini
aciklayacak molekiiler mekanizmalar lizerinde yogunlasilabilir.
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