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GOJi BERRY MEYVESININ KARNITIN GIDA TAKVIiYESI ILE BIRLIKTE
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Diyetten elde edilen ya da bobrekte, karacigere ve beyindeki lizin ve
metioninden endojen olarak sentezlenen bir yardimci faktor olan L-karnitin (LK), uzun
zincirli yagh asitlerini (YA'ler), sitrik asit dongiisii tizerinden ATP {iretimi igin
mitokondriyal matriste tagir. YA'lerinin blokajina bagli olan tedavi uygulamalari, LK
seviyelerindeki diisiis, kanser regresyonuna yol agar. Akut miyeloid 16semi (AML)
dahil olmak {izere cesitli kanser tiplerine tekli veya kombinasyon halinde LK
uygulanmasi, apoptozun indiiksiyonu yoluyla inhibisyon etkisi gosterir. Bununla
birlikte LK’nin kansere neden oldugu ve kanser hiicrelerini tedavilerin verdigi
zarardan korudugu hakkinda bazi tartismali calismalar da bulunmaktadir. Bir Cin tibbi
gida takviyesi olan antioksidan ve apoptotik etki gosteren Goji berry (GB) 16semi de
dahil olmak {izere c¢esitli kanser tiirlerini Onlemek veya tedavi etmek icin
kullanilmaktadir. Calismamizda, GB ve LK'nin tek basina ve birlikte kullaniminin
kronik miyeloid 16semi (KML) {izerindeki etkisini sinyal iletim yolu ile birlikte
arastirmay1 hedefledik.

Gereg ve yontem: Antioksidan kapasiteleri bilinen GB meyvelerinin ekstraktlari,
K562 16semi hiicrelerine tekli olarak ve LK ile birlikte 72 saat boyunca
uygulanmistir. Bu uygulamalarin etkileri, hiicre sayisi, hiicre canliligi ve
apoptotik hiicre oranm1 (flow sitometri), apoptotik (Kaspazlar-3,8,9, bax) ve anti-
apoptotik (bcl-2) proteinlerin (ELIZA) seviyeleri ile belirlendi. Anova testi
kullanildi ve p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Hiicre sayisinda ve canliliginda en yiiksek azalma kombinasyon
grubunda bulundu (Pee+Lk <0.05). Kombinasyon grubu, apoptotik hiicre oraninda
en yiiksek artigla uyumlu olarak kaspazlar-3,8 seviyelerinde de en yiiksek artisa
neden oldu (PeB + Lk <0.05). GB, kombinasyon grubundan sonra hiicre sayisi ile
birlikte hiicre canliligini bax diizeyleri ile birlikte kaspaz-9'daki en yiiksek artis
ve bcl-2 diizeylerinde en yiiksek azalma ile kaspaz-3 diizeylerini artirarak etkili
olarak azaltti1 (Pgg <0.05). LK, hiicre sayisi1 iizerinde en diisiik inhibisyon etkiyi
en yiikksek hiicre viabilitesi ile birlikte gosterdi (PLk<0.05). LK, kaspaz-3,8
seviyelerindeki en diisiik artis ile apoptotik hiicre oranindaki en diisiik artisa
neden oldu (PLk <0.05).

Sonu¢: Bu calismada, GB ve LK'nin sirasiyla intrinsik ve ekstrinsik apoptoz
yoluyla KML hiicrelerinde proliferasyonu inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
saptanmistir. Buna ek olarak, ilk defa GB ile kombine edilmis LK nin, ekstrinsik
apoptozdaki artis yolu ile sinerjik bir etkisi olduguda gdosterildi.

Anahtar Kelimeler: Goji berry, L-Karnitin, Kronik Myeloid Lésemi, Yag asidi,
Apoptoz.
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THE INVESTIGATION OF THE USE OF GOJi BERRY FRUIT WITH THE
FOOD SUPPLEMENT CARNITINE

ABSTRACT

Objective: A co-factor L-carnitine (LC) obtained from the diet or synthesized
endogenously from lysine and methionine in the kidney, liver and brain transports
long-chained fatty acids (FAs) into the mitochondrial matrix for ATP generation via
the citric acid cycle. The treatment modalities dependent on the blokage of FAs, i.e.
the decrease in LC levels, lead to cancer regression. The application of LC in single or
in combination to several cancer types including acute myeloid leukemia (AML)
shows inhibitory effect via the induction of apoptosis. However, there are also some
controversial studies on LC causing cancer and protecting cells from the deterioration
of therapies. A Chinese medical dietary supplement as Goji berry (GB) with an
antioxidant and apoptotic effect is used to prevent or treat various cancer types
including leukemia. In our study, we targeted to investigate the effects of GB and LC
in single and in combination with each other on chronic myeloid leukemia (CML) with
their signal transduction pathway.

Materials and methods: Antioxidant capacity known GB fruits’ extracts were applied
to K562 leukemia cells in single and in combination with LC for 72 h. The effects of
these applications were determined by cell number, cell viability and apoptotic cell
rate (flow cytometry), the levels of apoptotic (Caspases-3,8,9, bax) and anti-apoptotic
(bcl-2) proteins (ELISA). Anova test was used and p<0.05 was accepted statistically
significant.

Results: Highest decrease at cell number and viability were found at the combination
group (Pee+Lc<0.05). The combination group led to the highest increase in apoptotic
cell rate in concomitant with the highest increase in the levels of caspases-3,8
(PeB+Lc<0.05). GB decreased cell number with cell viability potently after the
combination group through the increase of caspase-3 levels via the highest increase in
caspase-9 with bax levels and the highest decrease in bcl-2 levels (Peg<0.05). LC
showed the lowest inhibitory effect on cell number with the highest cell viability
(PLc<0.05). LC led to the lowest increase in apoptotic cell rate through the lowest
increase in the levels of caspases-3,8 (PLc<0.05).

Conclusion: In the current study, it’s detected that GB and LC have a proliferation
inhibitory effect on CML cells via intrinsic and extrinsic apoptosis, respectively. In
addition to this, it’s shown firstly that GB combined with LC shows a synergistic effect
through the increase in extrinsic apoptosis.

Keywords: Goji berry, L-Carnitine, Chronic Myeloid Leukemia, Fatty acids,
Apoptosis.
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1. GIRIS

Kronik miyeloid 16semi (KML), BCR-ABL1 fiizyon geninin [kromozom
translokasyonu t (9:22) (q34, q11)] varlig ile iliskili bir miyeloproliferatif neoplazidir
[1,2]. KML l6semilerin yaklasik dortte biridir ve her 100.000 kisiden 1 veya 2’sinde
bu kanser tipine rastlanir. BCR-ABLI1 fiizyon geni, tirozin kinaz (TK) aktivitesi
yiikksek ve KML olusum nedeni olarak saptanan Bcr-Abll adli anormal bir proteini
meydana getirir. Bu gen-protein sinyal kaskadi ile gorevlerini yerine getiremeyen
kontrolsiiz ¢ogalan anormal beyaz kan hiicreleri meydana gelir [2]. BCR-ABL geni ve
proteini sinyal sistemi hiicre ¢ogalmasi ve biiyiimesinde etkili RAS, Janus
kinaz/sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktive edicileri (JAK/STAT),
fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (P13K/Akt), niikleer faktor kappa B (NF-xB)
gibi yolaklar1 uyararak, BCL-XL6 ve MCL-17 ekspresyonlarmm artirarak ve TRAIL’i
engelleyerek i¢ ve dis apototik yollara kars1 direng olusturmaktadir [2, 3].

KML’nin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitorlerine dayali kemoterapi
uygulamalarina duyarli oldugu ve tedavilerin genel olarak basarili sonu¢ verdigi
goriilse de hiicre tarafindan gelistirilen direng mekanizmalar1 yenilik¢i anti-kanser
kombinasyonlarinin ve yeni anti-neoplastik ilaglarin bulunmasini gerekli kilmistir
[2, 4, 5]. Plazma ve hiicrede tedavi edici ilag konsantrasyonlarina ulasmak igin verilen
yiiksek konsantrasyonda ilag veya ila¢ kombinasyonlar1 yiiksek toksisiteye neden
olmakta, birgok hasta kanserden degil kemoterapi yan etkilerinden hayatini
kaybetmektedir [6]. Giinlimiizde bir¢ok Klinisyen ve arastirmaci dogal olarak elde
edilen, yiiksek aktivite ancak diisiik toksisiteye sahip olan antineoplastik ilaglara
yonelmektedir. Anti-kanser 6zelliklere sahip olan Goji berry’ninde (GB) i¢inde oldugu
geleneksel Cin otlari, son yillarda oldukga biiyiik ilgi gormektedir [5].

Goji berry (Goji gilegi veya kurt {iziimii), Asya iilkelerinde geleneksel tibbi gida olarak
kullanilan Lycium barbarum L'nin meyvesidir [5, 7]. Goji meyveleri, polisakkaritlerin,
B ve C vitamin kompleksleri ile vitamin E'nin kaynagi olmasinin yanisira sekiz
esansiyel eksojen amino asidin de dahil oldugu gesitli amino asitlerin ve polifenol

(katesin veya hiperosid) ve ferulik veya klorojenik asit ve tlirevleri gibi organik asitleri



ve ¢inko, demir, bakir, kalsiyum, selenyum ve germanyum gibi eser elementleri de
icerir [5,7]. Yaslanma karsiti etkileri, noroproteksiyon, dayanikliligin arttirilmasi,
metabolizmanin arttirilmasi, glukoz ve diger diabet semptomlarinin daha iyi kontrol
edilmesi, anti-glokom etkileri, immiinomodiilasyon, anti-timor aktivite ve
sitoproteksiyon gibi in vivo ve ¢alismalarda gosterilen birgok biyolojik etkiye sahiptir
[5,7].

Yag asit oksidasyonu (YAO), yag asidi (YA) molekiillerinin mitokondride asetil-
CoA'ya metabolize oldugu biyokimyasal bir siiregtir. Asetil CoA, solunum zincirinde
elektron verici olarak gorev alan NADH ve FADH:'nin iiretimi ile birlikte sitrik asit
dongiisiine girer. Bunun sonucunda YAO ile hiicre igin enerji iiretimi saglanmis olur
[8,9]. Yag asitlerinin metabolizmasi, YAO, ko-faktor olan karnitine ihtiya¢ duyar.
L-Karnitin (LK, 4-trimetil-amino-3-hidroksibiitirik asit) besin yoluyla veya bobrekte,
karacigerde ve beyinde lizin ve metionin aminoasitleri kullanilarak endojen olarak
sentezlenir [8, 9]. Diger hiicreler, hiicre zar1 iizerinde bulunan aktif bir karnitin tagima
sistemi vasitasiyla plazmadan alim yoluyla karnitini kullanabilirler [8,9]. Karnitin
palmitoiltransferaz (CPT)-1 enziminin uzun zincirli agil-KoA’y1 karnitin ile baglamasi
sonucunda karnitin-agilkarnitin translokaz (CACT) ile sitozolden mitokondri
matriksine tasinan uzun zincirli agil karnitin olusur [8,9]. Mitokondride uzun zincirli
acilkarnitin Karnitin palmitoiltransferaz 2 (CPT2) tarafindan karnitinden ayrilarak
tekrardan uzun zincirli agil-KoA’ya doniistiiriiliir ve asetil-KoA olusturmak {izere
birden fazla oksidasyon turuna girer [8,9]. Y AO’nun, karbonhidratlar disinda (Aerobik
glikoliz ve Warburg etkisi) kanser hiicre gogalmasini, biiyiimesini ve hayatta kalmay1
(direnci) destekleyen dnemli bir enerji yolu oldugu gosteren calismalar bulunmaktadir
[9-12]. Buna gore, YA’lerinin mitokondri icine girerek YAO’ya ugramasini
engelleyecek CPT1 enziminin engellenmesi ile LK seviyelerinin diisliriilmesi gibi

tedavi modelleri tercih edilmeye baslanmistir [9-11, 13].

Bunun yanisira LK’ nin tek basina uygulandigi bazi kanser tiplerinde apoptoz aracili
antiproliferatif etki gosterdigi ve birlikte kullanildigi bazi kanser ilaglarmin ise
etkilerini artirdigina dair ¢alismalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden
oldugu ve birlikte kullanildig1 kanser ilaglarinin veya radyoterapi gibi farkli tedavi
modellerinin etkisini azalttigina dair daha fazla ¢alisma bulunmaktadir [14-22]. Ancak
LK eksikliginin, baz1 kanser tiplerinin patogenezinde obezite ve insan viicudundaki

yag miktart ile ilgisi olmayan bir mekanizma ile rol aldigin1 gdsteren caligmalar da



mevcuttur [22]. Sitokinlerin de dahil oldugu ¢ok faktorlii ve kompleks bir siire¢ olan
kansere bagli yorgunluk ve kaseksi patogenezi ile LK eksikligi arasinda baglanti

olduguna ve olmadigina dair ¢alismalar da bulunmaktadir [23,24].

GB’nin 16semide inhibisyon etkileri akut myeloid 16semide (AML) ¢alisilmis olup
KML iizerinde yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir [25,26]. LK ile de
16semi kanser tipinde yapilan ¢aligmalar ¢gogunlukla AML ve diger 16semi tiplerinde
olup KML ile ilgili inhibitor etkisini ¢ok az sayida ¢alismada saptanmustir [9, 27, 28].
Esansiyel yag asitleri de dahil olmak iizere yag asidi igerigi yiiksek GB ile YA
tastyicist LK’nin birlikte kullanildigi 16semi hiicrelerinde 6zellikle de hedef aldigimiz
KML’de hicbir calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismayr yapmaktaki hedefimiz
GB’nin tek basia ve LK ile birlikte KML’deki kullaniminin etkilerini sinyal yollar
ile birlikte arastirmaktir. Bu kombinasyonun, klinikte KML’de diisiik sitotoksisiteli
adjuvan (yardimci) ajan olarak kullanilacak yeni bir tedavi protokolii olugturmasini

hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kronik Myeloid Losemi

Kronik miyeloid 16semi (KML), 9. ve 22’nci kromozomlarin birer pargasinin karsilikli
yer degistirmesi [translokasyon, t (9:22) (934, q11)] sonucu degisiklige (mutasyona)
ugrayarak olusan Philadelphia kromozomu (mutant 22. kromozom) ve oradaki BCR-
ABLI1 fiizyon geninin varligi ile iliskili bir kan ve kemik iligi neoplazisidir [1, 2]. KML
16semilerin yaklagik dortte birini olusturur ve her 100.000 kisiden 1 veya 2’sinde bu
hastalik goriiliir [2].

BCR-ABLI1 fiizyon geni, TK aktivitesi yiiksek ve KML olusum nedeni olarak
saptanan Bcr-Abll adli anormal bir proteini meydana getirir. Bu gen-protein sinyal
kaskad1 ile gorevlerini yerine getiremeyen kontrolsiiz ¢ogalan anormal beyaz kan
hiicreleri meydana gelir [2]. Bcr-abll, kompleks bir sinyal iletim kaskadinin
baslatilmasina katilan birden fazla domenden olusan bir proteindir. Onkoproteinin
BCR kismi, serin ve treonin kinaz aktivitesine sahip bir domen ve Src homoloji-2
(SH2) domenlerine baglanan bdolgeleri igerirken c-ABL kismi SH3, SH2 ve tirozin
kinaz (SH1) domenlerine ek olarak dort prolin agisindan zengin domen, bir niikleer
translokasyon sinyaline, bir DNA ve bir aktin baglayict domen igeir [2]. KML'nin
gelisim siireci li¢ evreyi kapsamaktadir: kronik, hizlandirilmis ve blast fazlari. Kronik
fazda (KF), olgun graniilositlerin asir1 {iretimi ile sonu¢lanan 16semik kok hiicrelerin
bliylik bir kismi farklilagmaya yonelir. Hizlandirilmigs fazda (HF) farklilasma
durdurulur ve siddetli hastalik fenotipi, blast fazinda (BF) artan olgunlagsmamis

blastlarin ¢ogalmasi ile goriiliir [2].

Ber-abll'in aktin filamentlere baglanmasinin transformasyona katkida bulundugu
gosterilmistir. Burada 6nemli olan nokta, TK aktivitesinin Bcr-Abl1'in transformasyon
potansiyeli i¢in gerekli oldugudur [2]. BCR-ABL geni ve proteini sinyal sistemi hiicre
¢ogalmasi ve biiyiimesinde etkili RAS, JAK/STAT, PI3K/Akt, NF-xB gibi yolaklari

uyararak, BCL-XL6 ve MCL-17 ekspresyonlarini artirarak ve Timor nekroz edici



faktor (TNF)-baglantili apoptozu indiikleyici ligand1 (TRAIL) engelleyerek i¢ ve dis
apototik yollara kars1 direng olusturmaktadir [2, 3].

KML’nin imatinib mesilat gibi tirozin kinaz inhibitorlerine dayali kemoterapi
uygulamalarina duyarli oldugu ve tedavilerin genel olarak basarili sonug¢ verdigi
goriilse de BCR-ABL geni amplifikasyonunun, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu
azaltan ve onkogenik/direng alternatif sinyal yollarininin aktivasyonunu artirdigi hiicre
tarafindan gelistirilen diren¢ mekanizmalar1 yenilik¢i anti-kanser kombinasyonlarinin
ve yeni anti-neoplastik ilaglarin bulunmasi gerekli kilmistir [2, 4, 5]. Plazma ve hiicre
icinde tedavi edici ilag konsantrasyonlarina ulasmak icin verilen yiiksek
konsantrasyonda ila¢ veya ila¢ kombinasyonlar1 yliksek toksisiteye neden olmakta
bircok hasta kanserden degil kemoterapi ve radyoterapi yan etkilerinden hayatini
kaybetmektedir [6]. Giiniimiizde bir¢ok klinisyen ve arastirmaci dogal olarak elde
edilen yiiksek aktivite ancak diisiik toksisiteye sahip olan antineoplastik ilaglara

yonelmektedir.

2.2 Goji Berry

Lycium (L.), Kuzey ve Giiney Amerika, Afrika ve Avrasya'daki kurak ve yar1 kurak
ortamlarda yaygin olarak bulunur. Son yillarda, L. barbarum (LB, Goji berry) ve L.
chinense, saglikla alakali basarili hastalik onleyici ve tedavi ozellikleri nedeni ile
“stiper gida" olarak ilan edildi [5]. Lycium L. cinsinin birgok tiiriiniin meyve, yaprak,
kok kabugu ve geng siirglinii uzun zamandir yerel gidalar ve/veya ilaglar olarak
kullanmilmistir [5]. Goji berry (Goji ¢ilegi veya kurt iiziimii), Asya iilkelerinde
geleneksel tibbi gida olarak kullanilan Lycium barbarum L’nin meyvesidir [5, 7].
Lycium barbarum L’nin meyveleri, dikdortgen veya oval sekilli, genel olarak 4-20

tane tohuma sahip, kirmizi, kahverengi/turuncu-sari renkte, 2 mm biiyiikliiktedir [5].



Sekil 2.1: Goji berry meyvesi (A) Yas GB meyvesi, (B) Kurutulmus GB meyvesi

Goji berry meyveleri, polisakkaritlerin, B ve C vitamin kompleksleri ile vitamin E'nin
kaynagi olmasinin yanisira sekiz esansiyel eksojen amino asidin de dahil oldugu ¢esitli
amino asitlerin ve polifenol (katesin veya hiperosid) ve ferulik veya klorojenik asit ve
tirevleri gibi organik asitleri ve ¢inko, demir, bakir, kalsiyum, selenyum ve
germanyum gibi eser elementleri de igerir [5,7]. Cilt korumas: da dahil olmak tizere
yaslanma karsit1 etkileri, ndroproteksiyon, dayanikliligin arttirilmasi, metabolizmanin
arttirtlmasi, glukoz ve diger diabet semptomlarinin daha iyi kontrol edilmesi,
antiglokom etkileri, hepatoproteksiyon, retinal proteksiyon, iireme sagligi
proteksiyonu  (spermatogenez),  immiinomodiilasyon,  yorgunluk  giderici,
noroproteksiyon, hipotansif, anti-aterosklerotik, antitiimor aktivite ve sitoproteksiyon,
antioksidan gibi in vivo, in vitro ve klinik calismalarda gosterilen birgok biyolojik

aktiviteye sahiptir [5,7].

GB ¢esitli kanser tiplerinde anti-kanser 6zelliklerini antioksidan etki ile reaktif oksijen
tiirleri (ROT) merkezli sinyal yollarin1 baskilayarak, apoptozu indiikleyerek (Bax ve
kaspaz-3 seviyelerini artirtp bcl-2 seviyelerini azaltarak), epitelyal mezensimal gegisi
azaltarak, dstrodiol gibi hormonlarin sinyal yollarini baskilayarak, p53 (p53 i¢in ERK
yolu aktivasyonu) gibi tiimor baskilayici gen ekspresyonlarini artirarak, GO+G1 ve S
fazinda hiicre tutulumu yaparak, PI3K/AKT sinyal yolunu baskilayarak
gerceklestirdigi ¢esitli c¢alismalarda gosterilmistir [4, 29-37]. GB’nin kullanimi
immunoterapi gibi diger antineoplastik kanser protokolleri ile de sinergistik etki
gostermistir [38,39] GB’nin 16semide inhibisyon etkileri akut myeloid l6semide
(AML) calisilmis olup KML iizerinde yapilan herhangi bir ¢calismaya rastlanmamigtir
[25,26].



2.3 Yag Asitleri, Yag Asitleri Metabolizmasi ve L-Karnitin, Kanser

2.3.1 Yag asitleri ve Trigliseridler (Triagilgliseroller)

Lipidler icerdikleri kimyasal gruplara gore bes ana smifa ayrilir. Bunlar 1) YA’leri
(Kisa, orta ve uzun zincirli yag asitleri ve eikosanoidler), 2) Gliserol tiirevleri
(Trigliseridler, mumlar ve gliserofosfolipidler), 3) Sfingozin tiirevleri
(Sfingofosfolipidler, glikolipidler), 4) Lipoproteinler, 5) izopren tiirevi lipidler
(Terpenler ve steroller) (Sekil 2.2) [40].

Y A’lerinin biiyiik bir boliimii organizmada hiicrenin yapisal bileseni olarak yag agil
esterleri olarak, az bir boliimii ise serbest halde yer almaktadir [40]. Yag agil esterleri
¢ok kompleks molekiiller olup triagilgliseroller, fosfolipidler, glikolipidler,
sfingolipidler, prostaglandinler ile kolesterol esterleri gibi ¢esitli bilesiklerin yapisinda
yer alir [40]. Serbest yag asitlerinin biitin hiicre ve dokularda konsantrasyonu
degisiktir (plazmada 35 mg / dL). Serbest yag asitleri alblimine baglanarak dolagimda

taginir ve enerji saglamak amaciyla oksidasyon ile dokularda kullanilir [40].

Y A‘lerinin karboksil grubu bir ugta, uzun hidrokarbon (H ve C karbon atomlar1) zinciri
ortada ve metil grubu bir ugta olmak iizere yapisal bir sekle sahiptir [40]. YA nin
karboksil grubu pH 7'de iyonize haldedir ve suya afinitesi vardir. YA karboksil
grubunun pKa degeri 4.8 dir, bu nedenle serbest YA-‘leri viicut sivilarinda iyonize
halde bulunur [40]. Uzun hidrokarbon zincirin bir ucunda bulunan hidrofilik karboksil
grubu sulu ortamla etkilenirken, hidrofobik uzun hidrokarbon zincir, polar olmayan
ortama yonelerek molekiile suda erimeme 6zelligi kazandirir [40]. Bu suyu seven ve
sevmeyen bolgelerin bir arada olmasi nedeniyle yag asitleri amfipatik 6zelliktedir. Bu
molekiiller plazmada proteinlere bagli olarak tasinir [40]. YA’lerinde 2-34 kadar
karbon yer almaktadir. YA molekiiliinde karbon sayis1 6 dan az ise “kisa”, 6-11
arasinda ise “orta”, 12 ve daha fazla ise “uzun zincirli” YA’leri olarak adlandirilir.
Ayrica YA, hidrokarbon zincirlerinde yer alan c¢ift baga gore doymus veya doymamis
Y A‘leri olarak da adlandirilir. Cift bag iceriyorsa bunlara "doymamis Y A‘leri" denir.
Doymamis baglarin sayis1 bir veya daha fazla olabilir ve doymamis YA’leri gesitli
yontemlerle ¢ift bag yapisi ortadan kaldirilarak doyurulabilir. Doymamis yag asitleri,
doymuslara oranla ¢ok kolay oksidasyona ugrayabilirler. Cift bag sayisi ne kadar fazla
olursa oksidasyon o kadar kolay gerceklesir [40]. Insan viicudunda 9.-10. karbondan

sonra ¢ift bag olusturacak enzim sistemleri bulunmamaktadir. Bu nedenle, viicutta



sentezlenemeyen ve diyetle almamiz gereken, metabolizma icin gerekli doymamis
Y A‘leri bulunmaktadir. Bu YA’lerine esansiyel YA‘leri denir. Linoleik ve linolenik
Y A’leri bu gruba girmektedir [40].

Ug molekiil YA‘nin gliserol ile yaptiklar1 esterler sonucunda trigliseridler olusur
(Sekil 2.2). Bunlara basit lipidler, notral yaglar veya triagilgliseroller de denir.
Gliseroliin bir YA ile esterlesmesinden monoagilgliserol, iki YA ile esterlesmesinden
diagilgliserol ve ii¢ YA ile esterlesmesinden ise triaagilgliseroller olusur [40]. YA ‘leri
organizmada bagslica gliserol esterleri yani trigliseridler olarak bulunur, depolanir ve
hidrofobik yapidadir. Depo lipidlerin temel bileseni olan trigliseridler, hiicrelerin

sitozoliinde yag damlaciklart olarak bulunur ve yag dokusunda (adipoz doku)

depolanirlar [40].
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Sekil 2.2: Yag asidi ve trigliseridler [40]

Besinle alinan trigliseridler notral pH'da lipaz enzimi ile hidroliz edilirler. Lipaz
enzimi katalizi ile ince bagirsakta besinsel yaglarin sindiriminden aciga ¢ikan Y A‘leri,
yakit olarak diger dokular tarafindan kullanilir, gliserol ise karacigere giderek
metabolik reaksiyonlara katilir. Yakit olarak kullanilmayan YA’leri, trigliseridler
olarak organizmada ince bagirsak mukoza hiicreleri, meme, yag doku ve karacigerde
sentezlenir. Besinlerle alinan karbonhidrat ve proteinlerin enerjiye doniismeyecek

fazla miktarlan YA‘lerine doniiserek yine trigliseridler olarak depolanir.



Trigliseridlerden saglanan enerji, karbonhidratlardan saglanandan iki kati daha
fazladir [40].

2.3.1 Yag asitlerinin metabolizmasi ve L-Karnitin

YAO, YA molekiillerinin mitokondride asetil-CoA'ya metabolize oldugu
biyokimyasal bir siiregtir. Asetil COA, solunum zincirinde elektron verici olarak gorev
alan NADH ve FADH2'nin tiretimi ile birlikte sitrik asit dongiisiine girer. Bunun

sonucunda YAO ile hiicre i¢in enerji tiretimi saglanmis olur [8,9].

YA’lerinin metabolizmasi, YAO, ko-faktér olan karnitine ihtiya¢ duyar. LK (4-
trimetil-amino-3-hidroksibiitirik asit) besin yoluyla veya bobrekte, karacigerde ve
beyinde lizin ve metionin aminoasitleri kullanilarak endojen olarak sentezlenir [8, 9].
Diger hiicreler, hiicre zar1 izerinde bulunan aktif bir karnitin tagima sistemi vasitasiyla

plazmadan alim yoluyla LK kullanabilirler (Sekil 2.3) [8,9].

HO O

CHj

HEC'_N+

CH:_:, OH

Sekil 2.3: L-Karnitin [40]

CPT1 enziminin uzun zincirli agil-KoA’y1 karnitin ile baglamasi sonucunda CACT ile
sitozolden mitokondri matriksine tasinan uzun zincirli acil karnitin olusur [8,9].
Mitokondride uzun zincirli agilkarnitin CPT2 tarafindan karnitinden ayrilarak
tekrardan uzun zincirli agil-KoA’ya doniistiiriiliir ve asetil-KoA olusturmak {izere

birden fazla oksidasyon turuna girer (Sekil 2.4) [8,9].
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Sekil 2.4: Mitokondride Yag Asidi Oksidasyonu ve L-Karnitin [40]

2.3.2 Yag asitlerinin metabolizmasi, L-Karnitin ve kanser metabolizmasi iliskisi

YAO’nun, karbonhidratlar diginda (Aerobik glikoliz ve normoksik kosullar altinda
yiiksek bir glikoliz orami gorillen Warburg etkisi) kanser hiicre g¢ogalmasini,
biiyiimesini ve hayatta kalmayi (direnci) destekleyen énemli bir yol oldugu gésteren
calismalar bulunmaktadir [9-12]. YAO, kanser hiicresi sagkalimi igin ATP formunda
enerji saglamasinin yanisira kanser hiicreleri tarafindan oksidatif strese kars1 koymak
icin redoks giiciinii saglayan sitozolik indirgeyici giic olan nikotinamid adenin
dintikleotit fosfati (NADPH) saglar [8]. YAO, CPT ekspresyonlarin1 da artirarak
timor kemorezistansinda da etkilidir [8]. Kanser hiicrelerinin, glikoz tiiketimi ve
hipoksi (oksijensiz ortam) ile karakterize metabolik stress kosullarini agmasini saglar
[8]. CPTY1’in ayn1 zamanda uzun zincirli yag acil KoA, palmitoil KoA, seramid gibi
hiicreyi apoptoza gdtiiren sitotoksik yaglarin islevini engelledigi de gosterilmistir [8].
Bcl-2 CPTI’in iizerinden apoptozu inhibe ettigi de saptanmistir [8]. Buna gore,

YA’lerinin mitokondri icine girerek YAO’ya ugramasini engelleyecek CPTI1
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enziminin engellenmesi ile LK seviyelerinin diisiiriilmesi gibi tedavi modelleri tercih

edilmeye baslanmistir [9-11, 13].

Bunun yanisira LK’nin tek basina uygulandigi bazi kanser tiplerinde apoptoz aracili
antiproliferatif etki gosterdigi ve birlikte kullanildigi bazi kanser ilaglarinin ise
etkilerini artirdigina dair ¢aligmalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden
oldugu ve birlikte kullanildigi kanser ilaglarinin veya radyoterapi gibi farkli tedavi
modellerinin etkisini azalttigina dair daha fazla ¢alisma bulunmaktadir [14-22]. Ancak
LK eksikliginin, bazi kanser tiplerinin patogenezinde obezite ve insan viicudundaki
yag miktar1 ile ilgisi olmayan bir mekanizma ile rol aldigin1 gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur [22]. Sitokinlerin de dahil oldugu ¢ok faktorlii ve kompleks bir siireg¢ olan
kansere bagli yorgunluk ve kaseksi patogenezi ile LK eksikligi arasinda baglanti

olduguna ve olmadigina dair ¢alismalar da bulunmaktadir [23,24].

LK ile de l6semi kanser tipinde yapilan ¢alismalar ¢cogunlukla AML ve diger 16semi
tiplerinde olup KML ile ilgili inhibitor etkisini ¢ok az sayida ¢alismada saptanmistir
[9, 27, 28].
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3. MATERYAL ve METOD

GB ve LK ile planlanmis deneysel g¢alismalar hiicre kiiltiirinde K562 KML
hiicreleri ile yapilmistir. Goji berrymeyvesi teshisi ve ekstraktlarinin yapilmasi
antioksidan kapasite tayini Istanbul Universitesi (I1.U) Eczacilik Fakiiltesi,
monolayer hiicre kiiltiirii deneyleri ve flow sitometri analizleri I.U Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (ASDETAE) Immunoloji Anabilim Dali’nda
gergeklestirildi. Istanbul Aydin Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya
Laboratuvari’nda, Enzim baglantili immiinosorbent test (ELIZA) calismalari

yapildi.

3.1 Calisma Cihazlan, Aletleri, Kimyasallar1 ve Sarf Malzemeleri

Deneylerde Kullanilan Sentetik Gida Takviyesi

e L-Karnitin (Carnipure™, Now, IL, Amerika Birlesik Devletleri)
Deneylerde Kullanilan Hiicre Soyu

e K562 KML hiicresi (ATCC ® CCL-243™, Amerika Birlesik Devletleri)
Kullanilan Cihazlar

e Laminar akim kabini (CESNA, Almanya)

e (CO2’li inkiibatér (THERMO, Darmstadt, Almanya)

e Sogutmal Santrifiij (VWR, Almanya)

e Flow Sitometri (BD, Heidelberg, Almanya)

e ELIZA reader (Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis)

e Orbital sallayic1 (Orbital Shaker-Stuart, SSL1, Viena, Avusturya)
e -80 °C Derin dondurucu (Thermo, Bosch, )

e Vorteks (ika, Wilmington, Amerika Birlesik Devletleri)

e Rotaevaporatér (Buchi R-210, VWR, Almanya)

-4 OC Laboratuvar Tipi Sogutucu (Arctiko, Esbjerg, Danimarka)
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Bidistile su aritma cihaz1 (Labconco, Fort Scott, KS, Amerika Birlesik
Deviletleri)

pH ol¢er (Hyxooy, Radiometer PHM 92, Kerava, Finlandiya)

Hassas terazi (AND HM 200, CA, Amerika Birlesik Devletleri)

Isik mikroskobu (Olympos, Hamburg, Almanya)

Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Fotal Sigir Serumu (Sigma-Aldrich 12106C, St. Louis, MO, Amerika Birlesik
Deviletleri)

Mikoplazma onleyici soliisyon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerika
Birlesik Devletleri)

Antimikotik ve antibiyotik karisimi soliisyon (Sigma-Aldrich A5955, St.
Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri)

Antibiyotik (Sigma-Aldrich 4333, St. Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri)
Piruvik asit sodyum tuzu soliisyonu (Sigma-Aldrich S8636, St. Louis, MO,
Amerika Birlesik Devletleri)

Hiicre dondurma soliisyonu (Sigma-Aldrich C616, St. Louis, MO, Amerika
Birlesik Devletleri)

RPMI Kiiltiir medyumu (Gibco 11875085, Schwerte, Almanya)

Petrol eteri (Merck Chemicals 1.01775.5000, Damstadt, Almanya)
Kloroform (Sigma-Aldrich 34854, St. Louis, MO, Amerika Birlesik
Deviletleri)

Metil alkol ( Sigma-Aldrich 34885, St. Louis, MO, Amerika Birlesik
Devletleri)

Derisik hidroklorik asid (Merck 100314, Darmstadt, Almanya)

Brom (Merck 101945, Darmstadt, Almanya)

Gallik asid (Sigma G7384,St. Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri)
Sodyum hidroksit (Merck 106462, Darmstadt, Almanya)

Katesin (Fluka 22110, Almanya)

Absolii Etanol (Merck 100983 Darmstadt, Almanya)

CHAPS hiicre liziz soliisyonu (Invitrogen ZC10003)

Dimetil stilfoksid (Hybri-Max™ D2650, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Amerika Birlesik Devletleri )
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Deneylerde Kullanilan Sarf Malzemeler

Membran bariyerler (ThinCertTM-Greiner Bioone 657640, 662640)
Filtreli pipet uglar1 (Eppendorf, Hamburg, Almanya)

DNA saklama kutusu (Cryotechnics 5400948, Waardenburg, Hollanda)
Siringa (5 cc, 10 cc ve 50 mI’lik, Set Inject, Tirkiye)

Siringa icin membran siizme filtresi (TPP 99722, Trasadingen, Isvigre)
Dondurma tiibii 2 ml (TPP 89020, Trasadingen, Isvicre)

Flask (TPP 90075, TPP 90025, Trasadingen, Isvigre)

Steril hiicre kiiltiir kab1 (TPP 92006, TPP 92024, Trasadingen, Isvicre)
Steril plastik pipet (TPP 94010, TPP 94005, Trasadingen, Isvigre)
Steril plastik pasteur pipeti (LP Italiana 135138, Milano, italya)
Falkon tiipleri (TPP 91015, TPP 91050, Trasadingen, Isvigre)

FACS Flow (BD 342003, Almanya)

Apoptotik ve anti-apoptotik sinyal yolaklarinda belirlenmesinde kullanilan test kitleri

Canlilik ve apoptoz saptama kiti (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |,
BD Pharmingen-556570, Almanya)

Kaspaz-3 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (Sigma-Aldrich CASP-3C, St.
Louis, MO, Amerika Birlesik Devletleri )

Kaspaz-8 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEA853Hu,
Almanya)

Kaspaz-9 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEA627Hu,
Almanya)

Bcl-2 protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEA778Hu, Almanya)
Bax protein konsantrasyonu deteksiyon kiti (USCN SEB343Hu, Almanya)

3.2 Deneylerde Kullanilan Fitoterapotik Ajan: Goji Berry

Mevcut ¢calismada arastirtlan GB’nin meyveleri Cin’de yetistirilmis olup bir web

sitesi araciligi ile alindi. Meyveler genellikle ac¢ik kutularda ve giineste

kurutulmus kiiciik paketlerde satilmakla birlikte meyve sulari, konsantre ekstreler

ve enflizyonlarinin yani sira kapsiilleri de bulunmaktadir [6].
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3.3 Goji berry Ekstraktimin Yapimi

GB meyveler1 oda sicakliginda, steril ortamda ve karanlikta 30 giin boyunca
kurutuldu ve nester ile kesilerek ¢ok kii¢lik parcalara ayrildi. 30 g parcalanan
meyvelere 100 ml metanol, 30 ml petrol eteri, 50 ml kloroform kullanilarak
hemen hemen 24 saat boyunca Soxhlet cihazinda geri akis (refliikks) ile
ekstraksiyon yapildi. Karisimdan metanol, petrol eteri ve kloroform
rotaevaporator araciligr ile uzaklastirildi. Ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC)
tespit edildi. Elde edilen GB ekstrakti hemen hiicrelere uygulanmayacagi igin
kii¢iik cam siselere kondu ve -20°C’de saklandi [30,41].

3.4 Antioksidan Kapasite Tayini Deneyleri

3.4.1 Total fenolik bilesik miktar1 tayini

Ekstraktlarin total fenolik bilesik miktar1, kolorimetrik Slinkard ve Singleton
yonteminde Folin-Ciocalteu soliisyonu kullanilarak bazi kii¢iik modifikasyonlar
yapilarak belirlendi [41]. Falkon tiiplere 40 mg/mL konsantrasyonda ekstraktlar
kondu ve 25 saniye ultrasonik tipte banyoda ¢6ziilmesi saglandi. Ekstreler
¢oziiciiler ile 3 farkli konsantrasyonda (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) diliie
edildi. Bu diliie ekstraktlar ile deneyler ger¢eklestirildi.

Ekstraktlar (8ul) mikroplaka kuyularina kondu. Sonra sirastyla 260 pL hacimde
distile su, 8 pL hacimde Folin-Ciocalteu solisyonu ve 24 pL hacimde
sodyum karbonat ¢ozeltisinden (% 2) eklendi, karistirildi ve karanlikta 2 saat
bekletildikten sonra konsantrasyon gradiyentine gore degisen absorbans, distile
su olarak belirlenen kore karsi, 760 nm dalga boyunda okundu, raporlandi ve
degerlendirildi [41].

Elde edilen sonuglar gallik asid standart egri denklemi ile “mg gallik asid
ekivalanlari/g meyve” olarak degerlendirildi[41].
3.4.2 Total flavonoid miktar tayini

Ekstraktlarin total flavonoid miktar tayini Kim ve arkadaslar1 (2003) tarafindan
bulunan standart kolorimetrik yontemde baz1 kiigiik modifikasyonlar yapilarak
saptandi [41].
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Falkon tiiplere 40 mg/mL konsantrasyonda ekstraktlar kondu ve 25 saniye
ultrasonik tipte banyoda ¢oziilmesi saglandi. Ekstreler ¢oziiciiler ile 3 farkl
konsantrasyonda (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) diliie edildi. Bu diliie
ekstraktlar ile deneyler gergeklestirildi [41].

Ekstraktlar (25 pL) ve katesinden hazirlanan standartlar (25 pL) mikroplaka
kuyularina kondu. Sonra sirasiyla 125 pL hacimde distile su, 7.5 pL hacimde
% 5 oraninda sodyum nitrit soliisyonu, % 10 oraninda 15 pL hacimde aliiminyum
trikloriir ve 50 pL hacimde 1 M konsantrasyonda sodyum hidroksid, 27.5 pL
distile su eklenerek karistirtldi ve  karanlikta 2 saat bekletildikten sonra
konsantrasyon gradiyentine gore degisen mavi rengin absorbansi, distile su olarak
belirlenen kore karsi, 510 nm absorbansda okundu, raporlandi ve degerlendirildi
Elde edilen sonuclar katesin standart egri denklemi ile “mg katesin ekivalanlari/g

meyve” olarak degerlendirildi [41].

3.5 L-Karnitin

Deneyde kullanilan gida takviyesi L-Karnitinin (Carnipure™, Now, IL, Amerika
Birlesik Devletleri) 1 tableti 1.0 g olup i¢inde 1.0 g L-Karnitin tartarat ve ayrica
seliiloz, bitkisel kaynakli stearik asit ve magnezyum stearat, silis ve bitkisel

kaplama icermektedir.

3.6 Siispansion Hiicre Kiiltiirii

3.6.1 K562 hiicre soyu

K562 KML insan hiicre soyu (ATCC® CCL-243™) hiicre bankasindan [Amerikan
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC, Manassas, VA, A.B.D)] satin alindi. Bu banka,
terminal evredeki 53 yasindaki KML teshisi konmus kadin hastadan bu hiicreleri izole
etti ve ¢ogaltt1 [2,42]. K562 KML hiicre soyu yiiksek farklilasmadan kalma yetenegine
sahip graniilosit serisidir. KML, insan eritrolésemi hiicre soyudur. K562 blastlari
multipotensiyel, hematopoietik 6liimciil hiicrelerdir ve spontan olarak eritrositik,
granulositik ve monositik serilerin 6ncii hiicrelerine (progenitdr) farklilagabilir. Bu

hiicrelerde Philadelphia kromozomu bulunmaktadir [2,42].
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3.6.2 K562 siispansiyon hiicre Kiiltiirii

KML  hiicre  soyunu ¢ogaltmak  amaciyla  kullanilan ~ medyum
antibiyotik-antimikotik soliisyonu (%1), sodyum piruvat (1.0 mM), sodyum
bikarbonat (1.5 g/L), fotal sigir serumu (% 10, FBS) ilave edilmis RPMI-1640’dir
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.). Hiicreler ¢esitli biityiikliikteki flasklarda
nemli ortama sahip inkiibator (37 °C , % 5 CO32) iginde tretildi (Sekil 3.1)
[2, 42].

Sekil 3.1: K562 16semi hiicreleri (Orijinal biiyiitme x30)

3.7 Siispansiyon Hiicre Kiiltiirii ile Yapilan Deneyler

300.000 KML hiicresi 3 ml RPMI-1640 medyum bulunan 3 kuyuya ekildi ve
inkiibatorde 1 saat kadar tutuldu. Daha sonra GB ve LK ayr1 ayr1 ve birarada
hiicrelere uygulandi (Sekil 3.2). Test gruplar1 1. Kontrol grubu (Sadece steril
distile su verilen grup), 2. GB grubu, 3. LK grubu, 4. GB ve LK’nin birlikte

uygulandig1 kombinasyon grubu.

Gruplarin KML hiicreleri iizerine etkileri toplam hiicre sayisina, hiicre
canliligina, hiicre 6lim tipine [Apoptoz belirleme yontemi: Flow sitometrik
Anneksin-V-Fluoresan isotiyosiyanat/propidyum iodid (Anneksin-V-FITC/PI)
ikili boyamasi], intrensek ve ekstrensek apoptotik sinyal yolu [Kaspaz-3, kaspaz-
8, kaspaz-9, Bcl-2-baglantili X protein (Bax)] ve anti-apoptotik sinyal yolu
protein seviyelerine (bcl-2) (ELIZA yo6ntemi) bakilarak 72 saat boyunca
degerlendirildi.
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Sekil 3.2: Siispansiyon hiicre kiiltlirii. GB ve LK insertler kullanilarak KML

hiicrelerine 72 saat boyunca uygulandi.

3.8 Total Hiicre Sayisi

Total hiicre sayisini saptamak i¢in 500.000 K562 hiicresi RPMI-1640 medyumu
igeren kuyulara ekildi ve inkiibatérde 72 saat boyunca bekletildi [43,44]. Total
hiicre sayist PI boyamasi esasina dayanan ve liziz calisma soliisyonu,
stabilizasyon soliisyonu ve kasetler bulunan ticari kit (A starter kit, ChemoMetec
A/S, Allerod, Denmark) kullanilarak otomatik hiicre sayaci ile saptandi. 24 ve 72
saat sonunda K562 hiicreleri yikandi ve pargalayict soliisyon ile stabilizasyon
soliisyonu kullanilarak parcalandi [43,44]. Pargalanmis, DNA’lar1 agiga ¢ikmis
hiicreler PI kaplanmis olan 6zel kasetlere aktarildi ve DNA’larina Pl baglandi ve

boyandi. Hiicre sayicida PI floresansi Olgiilerek hiicrelerin sayisi saptandi ve

raporlandi [43,44].

3.9 Canlilik ve Apoptoz Tayini

Caligmamizda hiicre canlilig1 ve apoptoz oranlarini saptamak i¢in Anneksin-V-
FITC ve PI ikili boyamasina dayali test kitinin uygulama prensipleri baz1 mindr
modifikasyonlar yapilarak izlendi [43,44]. Deneylerde 300.000 16semi hiicresi
24. ve 72. saatler esas alinarak 3 ml RPMI-1640 medyumu yer alan 3 kuyuya
ekildi ve inkiibatorde 1 saat tutuldu. Uygulamalar yapildiktan sonra 24. ve 72.
saatlerde hiicreler sayildi. Sayimdan sonra yikanarak igine HEPES, sodyum

kloriir, kalsiyum Kloriirden olusan baglama tamponu kondu ve siispansiyon
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olusturuldu. 100.000 hiicre/100 pl baglama soliisyonu olacak sekilde ayarlanan
siispansiyona Anneksin V-FITC ve Pl kondu, 22 °C’de ve karanlikta 15-20
dakika tutuldu. Floresans ol¢iimii i¢in flow sitometri cihazina kondu, Ol¢iimler
alind1 ve CellQuest ve WinMDI programlari analiz edildi [43,44]. Elde edilen
flow sitometri histogramlarinda, sol alt kisim canli hiicreleri (Anneksin V-, PI-),
sag alt kisitm erken apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, Pl-), sag iist kisim geg
apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, PI+) ve sol iist kisim ise 6li hiicre
popiilasyonlarim1 géstermekle birlikte toplam apoptotik hiicre ylizdeleri erken ve

gec apoptotik hiicre oranlar1 birlikte degerlendirilerek elde edildi [43,44].

Sekil 3.3: Flow sitometri asamalar1. A. Flow sitometri igin test kiti kullanilarak
hazirlanan numuneler, B. Flow sitometri cihazi, C. Flow sitometri cihazinda
Olclilmeye baslanan test tiibii, D. Cihaza uygun programla goriilen hiicre
popiilasyonlar1 ve canli, erken ve geg apoptotik ve 6lii hiicre yiizdelerini gosteren

histogramlar

3.9.1 Protein konsantrasyonlarinin saptanmasi

ELIZA yapilacak numunelerin protein konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi

i¢in Biginkromik Asit (BCA) yontemi, mikroplaka yontemi ile birlikte uygulandi.
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[43,44]. Bu yontem ig¢in ¢alisma araligi 20-2000 pg/ml olarak belirlendi. Portein
standartlar sigir serum albumin (BSA) kullanilarak hazirlandi [43,44] .

Numune ve standartlardan (25 pL) kuyulara pipetlendikten sonra i¢inde sodyum
hidroksit. Sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, bi¢inkromik asit, sodyum
tartarat ve bakir siilfat bulunan 200 pl BCA c¢alisma soliisyonu eklendi ve
37 °C’lik etiivde 35 dk tutuldu. Absorbans degerleri (A) 540 nm dalga boyunda
okundu ve raporlandi. ELIZA yapilacak Orneklerin protein konsantrasyonlari

BSA standart egri grafigi ve R? degerleri degerlendirilerek belirlendi[43,44].
3.9.1.1 Kaspaz-3 konsantrasyonu degerlendirilmesi

Calismamizda Kaspaz-3 konsantrasyonlarini saptamak igin test kitinin uygulama
prensipleri bazi minér modifikasyonlar yapilarak izlendi [43,44]. Kaspaz-3 enzim
konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi asetil-Asp-Glu-Val-Asp nitroanilidini
(kaspaz-3 peptid substrati, Ac-DEVD-pNA) pargalamasi ile olusan firiin
p-nitroanilininin  (pNA) kolorimetrik olarak o&l¢tilmesi ile gerceklestirildi
[43,44].

Numuneler mikroplakalara kondu ve ftizerine 4-(2-hidroksietil) -1-piperazin
etansiilfonik asit (HEPES; pH:7.4), Dimetil [3- (propil] azaniumil} propan-1-
siilfonat (CHAPS), ditiyotretol (DTT), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
igeren deney tamponu ve sonra 2mM Ac-DEVD-pNA eklendi. p-NA’den 10 uM-
200 uM konsantrasyon araliginda standartlar hazirlandi. Absorbanslar 1-4 dakika
iginde 405 nmde ELIZA okuyucuda o6lgiildii ve raporlandi. pNA standart
egrilerinden elde edilen kalibrasyon denklemleri ile absorbanslar konsantrasyona
(nmol) gevrildi[43,44] .

3.9.1.2 Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi

Calismamizda Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 seviyelerindeki degisiklikleri
arastirmak i¢in test kitinin uygulama prensipleri bazi minér modifikasyonlar
yapilarak izlendi [43,44]. Protein standartlar1 ve numuneler Kaspaz-8, Kaspaz-9,
Bax ve Bcl-2 kaplanmis olan kuyularina kondu ve 95 dakika 37 °C’lik etiivde
bekletildi. Standartlar test kiti tarafindan belirlenen uygulama konsantrasyon
araliklarina (Kaspaz-8’de 0-40 ng/ml, Kaspaz-9’da 0-20 ng/ml, Bcl-2’de 0-100
ng/ml, Bax’da 0-25ng/ml) hazirland: (Sekil 3.4) [43,44].
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Numuneler kuyulardan uzaklastirildiktan sonra Dbirincil antikoru igeren
deteksiyon soliisyonu A eklenerek ve 1 saat 37 °C’lik etiivde tutuldu. Sonra,
ikincil antikor ile streptavidine baglanmis yaban turpu peroksidazi (HRP)
bulunan saptama soliisyonu B eklendi ve 45 dakika 37 °C’lik etiivde bekletildi
[43,44]. Kromojen substrati olan 3,3",5,5,-tetrametilbenzidin (TMB) eklendi ve
karanlikta 37 °C’lik etiivde bekletildi. Bunun sonucunda 5-15 dakika i¢inde bazi
uygulamalarda pozitif reaksiyon belirteci olan konsantrasyon gradiyentine gore
farklilasan mavi renk gorildii [43,44]. Kromojen ile meydana gelen reaksiyonu
durdurmak ig¢in reaksiyon sonlandirict (stop) soliisyon eklendi ve sar1 rengin
olusmasi ile 2-4 dakika i¢inde absorbanslar 450 nm’de ELIZA okuyucuda 6lgiildii
ve raporlandi [43,44]. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 protein standart egri
grafikleri ile R? degerleri degerlendirilerek belirlendi. Absorbanslar ng/ml, pg/ml

ve umol olmak iizere konsantrasyon birimlerine dontistiirildii (Sekil 3.4) [43,44].
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Sekil 3.4: ELIZA a) BCA yo6ntemi ile ELIZA yapilacak 6rnekteki Bax protein

miktarini saptamada kullanilan Bax standart egrisi, b) Ham absorbans verileri.

3.10 Istatistiksel Degerlendirme

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin kontrole ve birbirlerine gore
degerlendirilmesi SPSS Statistics 22 (SPSS, Tiirkiye) programi ile Shapiro Wilks
testi (normal dagilim yapip yapmadigi) ve Anova testi (gruplar arasindaki fark)
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki fark, p<0.05 altinda bulundugunda

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Goji Berry’de Fenolik-Flavonoid Miktar Tayini

Anti-oksidan kapasite fenolik ile flavonoid igerik miktar tayini ile belirlendi.
Fenolik bilesik miktar1 [GB agirliginin her grami ic¢in gallik asit ekivalani
(GAE)] 3.45+0.44 mg GAE/qg ekstre ve flavonoid bilesik miktar1 [GB agirliginin
her grami igin katesin ekivalan1 (CAE)] 2.5+0.27 mg CAE/g ekstredir.

4.2 Total Hiicre Sayisi

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca toplam hiicre sayisi iizerine

etkilerinin sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2500000

2000000

GB
1500000

Hiicre sayis

1000000

500000 I _ .
0]

24

B GB+LK

Zaman (Saat)

Sekil 4.1: Total hiicre sayisin1 gosteren grafik.

Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gdosterildi. Deneyler 3 defa
tekrarlandi. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK,

Kombinasyon grubu.
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72 saat boyunca hiicre sayilarinda goriilen degisikliklerin kontrol grubuna gore

kiyaslanmasi

e Deney gruplarinin 24. saatteki ortalama hiicre sayilari, kontrole gore diisiik
saptandi (Pea< 0.001, P k<0.01, Per+Lk<0.0001).
e Deney gruplarmin 72. saatteki ortalama hiicre sayilari, kontrole goére yine

diisiik saptand1 (Pee< 0.001, P.k<0.01, Pcg+k<0.00001).
72 saat boyunca hiicre sayilarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi kiyaslanmasi
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin hiicre sayisi ortalamasi, LK’nin ortalamasindan diisiik saptandi
(PLk<0.05), GB+LK’nin ortalamasindan ise yiiksek saptandi (Pee+Lk<0.01).

e LK’nin hiicre sayisi ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiliksek saptandi
(Pee<0.05), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi (Pcg+.k<0.001).

e GB+LK’nin hiicre sayisi ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik saptandi

(Pee<0.01), LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi1 (PLk<0.001).
72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin hiicre sayist ortalamasi, LK’nin ortalamasindan 1 diigiik saptandi
(PLk<0.05), GB+LK nin ortalamasindan ise yiiksek saptandi (Peg+Lk<0.0001).

e L[K’nin hiicre sayisi ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek saptandi
(Pe<0.05), GB+LK’nin  ortalamasindan ~ da  yiiksek  saptandi
(PeB+Lk<0.000001).

e GB+LK’nin hiicre sayis1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diigiik saptandi

(Pee<0.0001), LK’nin ortalamasindan da diisiik saptand1 (PLx<0.000001).

4.3 Hiicre Canlihigi ve Apoptoz Degerlendirme Bulgular:

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca canlilik ve apoptoz iizerine

etkilerinin sonuclar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Anneksin-V-FITC/PI dual boyama ile flow sitometrik canlilik ve apoptoz
degerlendirilmesi. A. Canli KML hiicre sayisindaki degisiklikleri gosteren grafik,
B. Apoptoza ugramis KML hiicre sayilarini gsteren grafik C. Olii KML
hiicrelerini gosteren grafik. Grafiklerdeki sonuclar ortalama (n:6)x SD
olarak gosterildi. Deneyler 3 defa tekrarlandi.K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK,
L-Karnitin, GB+LK, Kombinasyon grubu.

4.3.1 Canl losemi hiicre oranlari

72 saat boyunca canli hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin kontrol grubuna gore

kiyaslanmasi (Sekil 4.2 A)

e Deney gruplarinin 24. saatteki canli hiicre oranlari, kontrole gore diisiik

saptand1 (Pcs<0.000001, PLk<0.00001, PcB+Lk<0.0000.).
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e Deney gruplarinin 72. saatteki canli hiicre oranlari, kontrole grubuna gore

diisiik saptandi (Pee< 0.0000001, P k<0.0001, Pep+.k<0.0000.).

72 saat boyunca canli hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin gruplararasi

kiyaslanmasi (Sekil 4.2 A)
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin canli hiicre oran1 ortalamasi, LK’nin ortalamasindan diisiik saptandi
(PLk<0.01), GB+LK’nin  ortalamasindan  ise  yilksek  saptandi
(PeB+Lk<0.000001).

e LK’nin canli hiicre oran1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek saptandi
(Pee<0.01), GB+LK’nin  ortalamasindan  da  yiikksek  saptandi
(PeB+Lk<0.0000001).

e GB+LK’nin canli hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1  (Pcg<0.000001), LK’nin ortalamasindan da diisik saptandi
(PLk<0.0000001).

72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin canli hiicre orani ortalamasi, LK’ nin ortalamasindan diisiik saptandi
(PLk<0.01), GB+LK’nin  ortalamasindan  ise  yiiksek  saptandi
(PcB+LKk<0.0000.).

e LK’nin canli hiicre oran1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek saptandi
(Pee<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi (Pcs+.k<0.0000.).

e GB+LK’nin canli hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diistik
saptandi  (Pee<0.0000.), LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PLk<0.0000.).

4.3.2 Apoptotik 16semi hiicre oranlar

72 saat boyunca apoptotik hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin kontrol grubuna

gore kiyaslanmasi (Sekil 4.2 B)

e Deney gruplarinin 24. saatteki apoptotik hiicre oranlar1, kontrole gére yiiksek
saptandi (Pee<0.0000001, P.k<0.00001, Pcg+.k<0.0000001).

e Deney gruplarinin 72. saatteki apoptotik hiicre oranlar1, kontrole gére yiiksek
saptandi (Pee<0.0000001, P.k<0.00001, Pcg+.k<0.0000001).
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72 saat boyunca apoptotik hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmasi (Sekil 4.2 B)
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin apoptotik hiicre orani ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptand1 (Pk<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan ise istatistiksel olarak
anlaml1 olmayan seviyede diisiik saptandi (Pea+Lk>0.05).

e LK’nin apoptotik hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi  (Pee<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da diisik saptandi
(PeB+Lk<0.001).

e GB+LK’nin apoptotik hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli olmayan seviyede yiiksek saptandi (Pcs>0.05),
LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi (PLk<0.001).

72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin apoptotik hiicre orani ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptand1 (PLk<0.0001), GB+LK’nin ortalamasindan ise diisiik saptandi
(PcB+LK<0.0000001).

e LK’nin apoptotik hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (Pge<0.0001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PcB+LK<0.0000001).

e GB+LK’nin apoptotik hiicre oran1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek
saptand1 (Pge<0.0000001), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.0000001).

4.3.3 Olii 16semi hiicre oranlari

72 saat boyunca 0lii hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin kontrol grubuna gore

kiyaslanmasi (Sekil 4.2C)

e Deney gruplarinin 24. saatteki 6lii hiicre oranlari, kontrole gore yiiksek

saptand1 (Pee<0.001, P k<0.001, Pce+.k<0.0000.).

e Deney gruplarinin 72. saatteki 6lii hiicre oranlari, Kkontrole gore yiiksek
saptand1 (Pee< 0.0001, P k<0.01, Per+Lk<0.0000.).
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72 saat boyunca Olii hiicre oranlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmasi (Sekil 4.2C)
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin 6li hiicre orani ortalamasi, LK’ nin ortalamasindan yiiksek saptandi
(PLk<0.01), GB+LK nin ortalamasindan ise diisiik saptandi (Pce+Lk<0.0000.).

e LK’nin 6li hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik saptandi
(Pe<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi (Pcg+L«k<0.0000.).

e GB+LK’nin 6lii hiicre orani ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi  (Pe<0.0000.), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.0000.).

72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin o6lii hiicre oran1 ortalamasi, LK’nin ortalamasindan diisiik saptandi
(PLk<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptand1 (Pce+L«<0.0000.).

e [K’nin 6lii hiicre oran1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan ytiksek saptandi
(Pee<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi (Pce+L«k<0.0000.).

e GB+LK’nin 06lii hiicre orami1 ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi  (Pee<0.0000.), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.0000.).

4.4 Apoptotik ve Anti-apoptotik Protein Konsantrasyonlar1 Degerlendirme
Bulgulan

4.4.1 Kaspaz-3 protein konsantrasyonlari

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca Kaspaz-3 konsantrasyonu

tizerine etkilerinin sonuclar1 Sekil 4.3°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Kaspaz-3 protein konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikleri
gosteren grafik. Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gosterildi.
Deneyler 3 defa tekrarlandi. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin,
GB+LK, Kombinasyon grubu.

72 saat boyunca kaspaz-3 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin kontrole gore

kiyaslanmasi

e Deney gruplarinin 24. saatteki kaspaz-3 konsantrasyonlari, kontrole gore

yiiksek saptandi (Pee< 0.000001, P.k<0.0001, Pcg+.k<0.000001).

e Deney gruplarinin 72. saatteki kaspaz-3 konsantrasyonlari, kontrole gore
yiiksek saptandi (Pcg<0.000001, P k<0.0001, Pgg+.k<0.0000.).

72 saat boyunca kaspaz-3 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmast
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptand1 (P.k<0.001), GB+LK’nin ortalamasindan ise diisiik saptandi
(PeB+1k<0.05).

e L[K’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi  (Pee<0.001), GB+LK’nin ortalamasindan da disiik saptandi
(PcB+Lk<0.05).

e GB+LK’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
yiiksek saptandi (Pee<0.001), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.05).

28



72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi  (P.k<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan ise diisiik saptandi
(PeB+Lk<0.00001).

e [K’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi  (Pee<0.01), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(Pee+Lk<0.000001).

e GB+LK’nin kaspaz-3 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
yiiksek saptandi (Pce<0.00001), LK ’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.000001).

4.4.2 Kaspaz-8 protein konsantrasyonlari

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca Kaspaz-8 konsantrasyonlar1

tizerine etkilerinin sonuclar1 Sekil 4.4°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Kaspaz-8 protein konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikleri
gosteren grafik. Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gosterildi.
Deneyler 3 defa tekrarlandi. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin,
GB+LK, Kombinasyon grubu.

72 saat boyunca kaspaz-8 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin kontrole gére

kiyaslanmasi

e Deney gruplarinin 24. saatteki kaspaz-8 konsantrasyonlari, kontrole gore
yiiksek saptandi (Pee<0.05, PLk<0.0000001, Pce+Lk<0.00000001).
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e Deney gruplarinin 72. saatteki kaspaz-8 konsantrasyonlari, kontrole gore
yiiksek saptandi (Pee<0.01, PLk<0.0000., Pee+Lk<0.0000.).

72 saat boyunca kaspaz-8 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi
kiyaslanmast

24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (PLk<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan ise diisikk saptandi
(PeB+Lk<0. 000001).

e LK’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (Pge<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PeB+Lk<0.01).

e GB+LK’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
yiiksek saptandi (Peg<0.000001), LK’ nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.01).

72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (P k<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan ise diisiikk saptandi
(PeB+Lk<0.0000001).

e LK’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (Pee<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PeB+Lk<0.01).

e GB+LK’nin kaspaz-8 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
yiiksek saptandi (Pee<0.0000001), LK’ nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.01).

4.4.3 Kaspaz-9 protein konsantrasyonlari

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca Kaspaz-9 protein

konsantrasyonu tizerine etkilerinin sonuglar1 Sekil 4.5’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Kaspaz-9 protein konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikleri

gosteren grafik. Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gosterildi.

Deneyler 3 defa tekrarlandi. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin,

GB+LK, Kombinasyon grubu.

72 saat boyunca kaspaz-9 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin kontrole gore

kiyaslanmasi

Deney gruplarinin 24. saatteki kaspaz-9 konsantrasyonlari, kontrole gore
yiiksek saptandi (Peg<0.00000001, PLk<0.05, Pcg+.k<0.05).

Deney gruplarinin 72. saatteki kaspaz-9 konsantrasyonlari, kontrol grubuna

gore yiiksek saptandi (Pee<0.0000., PLk<0.05, Pg+LK<0.05).

72 saat boyunca kaspaz-9 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmasi

24 saat sonunda degerlendirme

GB’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, LK’ nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (P.k<0.0000001), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PeB+Lk<0.0000001).

LK’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (Pee<0.0000001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PeB+LKk>0.05).

GB+LK’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
diisiik saptand1 (Pee<0.0000001), LK’ nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk>0.05).
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72 saat sonunda degerlendirme

¢ GB’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, LK ’nin ortalamasindan yiiksek

saptand1 (PLk<0.0000.), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi

(PeB+Lk<0.0000.).

e L[K’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik

saptand1 (Pgg<0.0000.), GB-+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi

(PeB+Lk>0.05).

e GB+LK’nin kaspaz-9 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan
diisiik saptandi (Pee<0.0000.), LK’ nin ortalamasindan da istatistiksel olarak

anlamli olmayan seviyede yiiksek saptandi (PLx>0.05).

4.4.4 Bax protein konsantrasyonlar:

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca Bax protein konsantrasyonu

lizerine etkilerinin sonuclar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Bax protein konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikleri gosteren
grafik. Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gosterildi. Deneyler 3 defa
tekrarlandi. K, Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK,

Kombinasyon grubu.

72 saat boyunca Bax konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin kontrole gore

kiyaslanmast
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e Deney gruplarinin 24. saatteki Bax konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore

yiiksek saptandi (Pes<0.00000001, P«<0.05, Pcg+k<0.001).

e Deney gruplarinin 72. saatteki Bax konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore

yiiksek saptandi (Pcs<0.0000., PLk<0.05, Pg+.k<0.0001).

72 saat boyunca Bax konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmasi
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (PLk<0.00000001), GB+LK’ nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PeB+LK<0.00000001).

e [K’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (Pce<0.00000001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PcB+1k<0.05).

e GB+LK’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi (Pgg<0.00000001), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.05).

72 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (PLk<0.00000001), GB+LK’ nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PcB+LKk<0.00000001).

e LK’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan distik
saptand1 (Pce<0.00000001), GB+LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PeB+Lk<0.05).

e GB+LK’nin Bax konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi (Pge<0.00000001), LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PLk<0.05).

4.4.5 Bcl-2 diizeyleri

GB, LK ve kombinasyon gruplarinin 72 saat boyunca Bcl-2 protein

konsantrasyonu lizerine etkilerinin sonuglar1 Sekil 4.7’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.7: Bcl-2 protein konsantrasyonlarinda meydana gelen degisiklikleri gosteren

grafik. Grafiklerdeki sonuglar ortalama (n:6)+ SD olarak gosterildi. Deneyler 3 defa

tekrarlandi. Kontrol grubu, GB, Goji berry, LK, L-Karnitin, GB+LK, Kombinasyon
grubu.

72 saat boyunca Bcl-2 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin kontrole gore

kiyaslanmasi

e LK ve GB+LK gruplarmin 24. saatteki Bcl-2 konsantrasyonlari, kontrol
grubuna gore diisiik saptand1 (PLk<0.05, Pgg+.k<0.001). GB grubunun 24.
saatteki Bcl-2 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore yiiksek saptandi
(Pee<0.00001).

e LK ve GB+LK gruplarinin 72. saatteki Bcl-2 konsantrasyonlari, kontrol
grubuna gore diisiik saptandi (PLk<0.001, Pe+Lk<0.000001). GB grubunun 72.
saatteki Bcl-2 konsantrasyonlari, kontrol grubuna gore yiiksek saptandi
(Pc<0.000000001).

72 saat boyunca Bcl-2 konsantrasyonlarinda goriilen degisikliklerin gruplar arasi

kiyaslanmast
24 saat sonunda degerlendirme

e GB’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (P.k<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PcB+Lk<0.0000001).
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LK’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (Pee<0.00001), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PeB+Lk<0.01).

GB+LK’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptandi (Pge<0.0000001), LK’nin ortalamasindan da diisiik saptandi
(PLk<0.01).

72 saat sonunda degerlendirme

GB’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, LK’nin ortalamasindan yiiksek
saptandi (PLk<0.0000.), GB+LK’nin ortalamasindan da yiiksek saptandi
(PcB+LKk<0.0000.).

LK’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik
saptand1 (Pge<0.0000.), GB+LK’nin ortalamasindan da yiliksek saptandi
(PeB+Lk<0.01).

GB+LK’nin Bcl-2 konsantrasyonu ortalamasi, GB’nin ortalamasindan diisiik

saptandi (Pee<0.0000.), LK nin ortalamasindan da diisiik saptandi (PLk<0.01).

35



5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢calismada GB’in KML hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine inhibisyon etkisi
yaptigin1 gordiik. LK’da da ayn1 etkiyi saptamis olsak da LK’nin inhibisyon giicli
GB’den zayifti. Yag asidiigerigi yliksek GB ile yag asidi konsantrasyonun oksidasyon
ile azaltan LK’nmn birlikte kullanimi sinergistik etki gostererek KML hiicre

proliferasyonunu en yiiksek diizeyde inhibe etti.

GB’nin tek basma ve kemoterapi, immunoterapi ve radyoterapi gibi cesitli tedavi
protokolleri ile farkli kanser tiirlerinde terapotik etki géstermesinin yanisira terapotik
etkiyi de artirdig1 birgok calismada gosterilmistir [4, 25, 26, 29-37, 45-47]. Ornegin,
Hsu ve ark. Lycium barbarum L.’den karotenoid ekstraktlarindan ve kendisinden
nanoemiilsiyon formlarim1 hazirlayarak HT-29 kolon kanser hiicrelerinde denediler
[47]. Hem Kkarotenoid ekstraktlarindan ve kendisinden yapilan nanoemiilsiyon
formlarinin kolon kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelledigini saptadi. Inhibisyonu
timor supressor genler olan p53 ve p21 ekspresyonlarint artirip sikline bagli kinaz
(CDK) 1 ve 2 ile siklin A ve B ekspresyonlarini azaltarak G2/M fazinda hiicre dongiisii
tutulumu iizerinden yaptig1 gosterilmistir. Zhu ve arkadaslarinin yaptigi diger bir
calismada ise GB’nin etkilerini yeni saptadiklar1 4 tane GB fenolik amidi de dahil
olmak tizere toplamda 13 tane GB’nin fenolik amidini glioma kok hiicre tizerinde
arastirmiglar ve 13 tane fenolik bilesik icin gesitli derecelerde inhibisyon etkisi
saptamiglardir [30]. Chen ve arkadaslari, GB’yi (polisakkaridler) immiin terapi ajani
sitokin interferon-o.  (IFN-a) ile kombine ederek bobrek karsinoma hiicrelerinde
denemis ve GB’nin sinergistik inhibisyon etkisini hiicre biiyiimesini ve siklin D1,
c-Myc ve bcl-2 seviyelerini azaltip bax seviyelerini artirmak suretiyle apoptozu
indiikleyerek gerceklestirdigini saptamistir [46]. Lu ve Chen, GB’yi (polisakkaridler),
akciger kanserinde tek basina ve radyasyon tedavisi ile birlikte denemis tek basina
GB’nin akciger kanseri inhibisyonunda etkisi olmadigin1 ancak radyoterapi ile birlikte

akut hipoksik hiicre oranin1 artirarak sinergistik etki gosterdigini saptadi [48].
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Zhang ve arkadaslari, GB’nin (polisakkaridler) hepatoma hiicrelerinde apoptoz
indiiksiyonu ve GO+Gl ve S fazlarinda tutulum yaparak inhibisyon etkisini
gergeklestirdigini saptamistir [37].  Zhu ve Zhang’in, insan servikal kanser
hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada ise GB’nin (polisakkaridler) HeLa hiicrelerinin
proliferasyonunu intrensek (i¢, mitokondri kaynakli) apoptotik yol ile baskiladigi
saptamigtir [34]. Luo ve arkadaslari, prostat kanser hiicrelerinde GB’nin
(polisakkaridler) DNA kirilmasi ile intrensek apoptotik yol aktivasyon ligand1 Bax’in
eskpresyonlarin1  artirtp  intrensek  apoptotik yol inhibitérii olan Bcl-2’in
ekspresyonunu azaltarak apoptotik yol indiiksiyonu ile anti-kanser etkisi gosterdigini
saptamistir [48]. Gan ve ekibinin AML hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada GB’nin

kaspaz-3 aktivitesi indiiklenmesi ile apoptoza neden oldugu gosterildi [25].

Yaptigimiz ¢alismada, GB’nin KML proliferasyon inhibisyonunda kombinasyon
grubundan sonra 2. en etkili grup oldugunu saptadik. GB’nin farkli kanser tiplerinde
daha oOnce yapilan ¢alismalarla [34,48] uyumlu olarak KML hiicre ¢ogalmasini
intrensek apoptoz indiiksiyonu ile inhibe ettigini saptadik. Flow sitometrik olarak
saptadigimiz apoptoz deteksiyonundan sonra ELIZA ile yaptigimiz saptamada kaspaz-
3 aktivasyonunun bax seviyelerinin artirilmasi ile bcl-2 seviyelerinin azaltilmasi ve
bunu izleyen kaspaz-9 aktivasyonu ile gerceklestigini saptadik. Buna ek olarak
GB’nin igerdigi hiicrenin enerji ihtiyacin1 goren Y A’lerinin yaninda yine icerdigi
seramid gibi sitotoksik YA’leri iizerinden de etkisini gosterebilecegi kanaatindeyiz
[8].

Bunun yanisira LK nin tek basina uygulandig1 bazi kanser tiplerinde apoptoz aracili
antiproliferatif etki gosterdigi ve birlikte kullanildigi bazi kanser ilaglarmin ise
etkilerini artirdigina dair ¢alismalar bulunmakla birlikte tam tersi kansere neden
oldugu ve birlikte kullanildig1 kanser ilaglarinin veya radyoterapi gibi farkli tedavi
modellerinin etkisini azalttigina dair daha fazla c¢alisma bulunmaktadir [14-22].
Ornegin, Park ve arkadaslarmin yaptigi arastirmada karnitinin Tiimér nekroz edici
faktor (TNF)-baglantili apoptozu-indiikleyici ligand (TRAIL) direngli kanser
hiicrelerini (akciger kanser hiicrelerini, kolon karsinoma hiicrelerini ve meme
karsinoma hiicrelerini) Bax ekspresyonlarini artirarak TRAIL tarafindan indiiklenen

hiicre 6ltimiine (ektrensek apoptoz yolu) duyarl hale getirdigi saptanmastir [14].
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Fan ve arkadaglarinin yaptigi calismada LK nin karaciger kanserinde Fas ligand aracili
apoptozu indiikledigi ve Bcl-2 ekspresyonunu da azalttigr saptanmistir [15]. Fas ve
arkadaslari, bu inhibisyon mekanizmasini, LK uygulamasinin bu hiicrelerde hem
ekstrensek hem de intrensek apoptotik yollar1 kullanarak yaptigi seklinde sonuca
baglamislardir [15]. Roscilli ve arkadaslari, LK ve kurkumini tek basina ve kombine
ederek kolon kanser hiicreleri lizerinde uygulamislar ve sinergistik etki saptayarak
ilerlemis adenoma lezyonlarinin gelisimini tamamiyle durdugunu saptamislardir [19].
Huang ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada histon deasetilaz (HDAC)
inhibitdrii LK ve proteazom inhibitorii bortezomidi birlikte hepatoma hiicreleri tizerine
kullanmis ve ikisinin birlikte sinergistik inhibisyon etkisi gosterdigini in vitro ve in

vivoda belirlemislerdir [21].

Bu calismalarin aksine Ibrahim ve arkadaslarinin yaptigi calismada LK nin tamoksifen
ile birlikte uygulanmasinin Ehrlich asit karsinoma tasiyan farelerin dmriini uzattigi
ancak tamoksifenin antitiimor etkisini de apoptozu engellemek suretiyle azalttigini
saptamigtir [16]. Tas ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada LK’nin kolonik
mukoza hiicrelerini abdominopelvik radyoterapi etkilerinden korudugu saptanmistir
[17]. Altun ve arkadaglarinin neuroblastomada yaptig1 ¢alismada sisplatinin yaptigi
toksisiteye ve oksidatif strese karsi apoptozu inhibe etmek suretiyle LK’nin koruyucu
etki gosterdigi saptandi [20]. Zhu ve arkadaslari ise kanserde yaygin olarak kullanilan
siklofosfamidin erkek germ hiicreleri iizerine toksik etkisini arastirdi ve LK
kullaniminin apoptoz inhibisyonu ve otofaji modiilasyonu ile siklofosfamidin etkisini
azalttigin1 saptadi. Yapilan ¢alisma kanser iizerine olmasa da kanser {izerine yapilan

calismalardaki anti-apoptotik etkiyi destekledi [18].

LK ile de l6semi kanser tipinde yapilan ¢aligmalar cogunlukla AML ve diger 16semi
tiplerinde olup KML ile ilgili inhibitor etkisini ¢ok az sayida ¢aligmada saptanmistir
[9, 27, 28]. Thomadaki ve arkadaslarinin yaptigi calismada LK, tek basina ve diniiklear
bakir (II) kompleksi ile birlikte AML ve KML hiicrelerine uygulandi ve bu ayrica bakir
klorid dihidrat ile de karsilastirild1 [28]. Her iki hiicre soyunda tek basina uygulanan
LK’e ve bakir klorid dihidrata gore farkli mekanizmalarla gerceklesen konsantrasyona
bagli artmis inhibisyon etkisi goriildii: AML hiicrelerinin ¢ogalma etkinliginin azaldigi
ve KML hiicrelerinin ise nekrotik goriiniimiin arttigi saptandi [28]. Rogalidou ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada terapi dncesi ve sonrasinda (¢esitli zamanlarda) agil

karnitin seviyelerine bakilmis akut losemilerde ¢ocuklarda karnitin seviyelerinde
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diisiis saptanmistir ve kemoterapi esnasinda karnitin takviyesi yapilmasinin uygun
olacagi goriisline varilmistir [27]. Wu ve arkadaglarinin tarafindan yapilan calismada
AML hiicrelerinde karnitin tasiyicist olan CT2 asir1 eksprese edildigi ve geninin

susturulmasinin AML hiicrelerinin biliylimesini ve canliligini azalttig1r saptanmistir

[26].

Yaptigimiz ¢alismada LK, KML hiicre inhibisyonda tiim uygulamalar igerisinde en
az etkili grup olarak saptandi. LK’nin diger gruplarda oldugu gibi kaspaz-3
aktivasyonu ile apoptoz indiiksiyonu yaptig1 ancak bu inhisiyonu kaspaz-8 iizerinden
gerceklestirdigi yani ektrensek apoptotik yolu kullandigini saptadik. Bax seviyelerin
de en diisiik anlamli artis, bcl-2 seviyelerin de en diisiik anlamli diisiis goriilse de
bunlarin konsantrasyonlarinin diisiik olmasi ve kaspaz-8 konsantrasyonlarinin yiiksek
olmasi, kaspaz-9 konsantrasyonlarinin ise kaspaz-8 konsantrasyonlarina gore ¢ok
diisiik olmas1 LK’nin Fas ve arkadaslarinin yaptig1 calismada oldugu gibi her iki yolu
kullandig1 ihtimalini ortadan kaldirdi [15]. LK 1n bu etkisini Y A’lerinin sitoplazmada
yag damlaciklar1 seklinde birikerek daha sonra kanser hiicreleri tarafindan enerji
deposu olarak kullanilmasini Onleyerek ve seramid gibi sitotoksik YA’lerinin

tasinmasini artirarak da gerceklestirebilecegi kanaatindeyiz [§].

Calismamizda LK ile GB’nin kombinasyonunun KML hiicre proliferasyon
inhibisyonunda ve hiicre canlilifin1 azaltmada sinerjistik etki gostererek tekli
uygulanan gruplara gore en etkili grup oldugunu saptadik. Kombinasyon grubunun
tekli gruplarda oldugu gibi kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptoz indiiksiyonu yaptigi
ancak LK ile ayni yolu kullanarak bu inhisiyonu kaspaz-8 izerinden gergeklestirdigi
yani ektrensek apoptotik yolu kullandigin1 saptadik. Bax seviyelerin de GB’den sonra
2. anlamli artig, bcl-2 seviyelerin de 2. anlamli diisiis goriilse de bunlarin
konsantrasyonlarinin diisiik olmas1 ve kaspaz-8 konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi,
kaspaz-9 konsantrasyonlarinin ise kaspaz-8 konsantrasyonlarma gore g¢ok diisiik
olmas1 kombinasyonda LK’ ’nin Fas ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada oldugu gibi
her iki yolu kullandig1 ihtimalini ortadan kaldird: [15]. Ilging olarak, kombinasyon
grubundan sonra en etkili 2. grup olan GB’nin intrensek apoptotik yol ve LK nin ise
ekstrensek apoptotik yol iizerinden etkilerini gosterirken kombinasyon grubunun
ekstrensek yol tizerinden etki gostermis olmasini Bel-2 ve Bax seviyelerindeki

degisiklik nedeniyle oldugu goriisiindeyiz.
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Sonug olarak bu ¢calismada,

1. GB’nin KML hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicre canliligini
azalttigin1 bunu da intrensek apoptotik yol aktivasyonu ile gergeklestirdigini

gosterdik.

2. LK’nin KML hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicre canliligini
azalttigin1 bunu da ekstrensek apoptotik yol aktivasyonu ile gergeklestirdigini

gosterdik.

3. GB ve LK’nin KML’de kombine kullaniminin sinergistik etki gosterdigini ve
bu etkiyi ekstrensek apoptotik yolu indiikleyerek gergeklestirdigini saptadik.

Gelecekte bu kombinasyonun KML’de ve diger kanser tiplerinde ilag toksisitesini
azaltarak klinikte adjuvan tedavi araci olarak kullanilacagi ve buna ek olarak,
bu kombinasyonun ayni zamanda kanserin yani sira ¢oklu tedavi (kanser 6ncesi
veya sonrasinda veya kanser siiresince goriilebilen kisirlik, depresyon v.b. diger

hastaliklarin) protokollerinde de yerini alacagi inancindayiz.
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