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MELATONIN TAKVIYESININ GOJi BERRY MEYVESI iLE ETKIiSININ
INCELENMESI

OZET

Amag: Pineal bez hormonu melatonin (MLT), saglikli hiicrelerde antioksidan ve
antiapoptotik etkilere sahiptir. Buna zit olarak MLT, bir¢ok kanser tipinde
antiproliferatif, antianjiogenik ve immiinomodiilatér etkilerinin yaninda
prooksidan etki gosterir. Geleneksel Cin besin takviyesi Goji berry (GB),
antiproliferatif ve antiapoptotik etkileri ile [6semi dahil kanserde terapotik ya da
yardimci bir ajandir. Bu ¢alismanin amaci, GB ile kombine edildiginde MLT
etkilerini ve bunun altinda yatan mekanizmay1 kiiltiirde kronik myeloid lI3semi
hiicrelerinde arastirmakti.

Materyal ve metod: GB meyve 6ziitleri, hiicre kiiltiiriinde tek basina ve MLT
ile birlikte K562 16semi hiicrelerine 72 saat boyunca uygulandi. Bunlarin
etkileri hiicre sayist ve canliligi, apoptotik indeks ve hiicre donglsu analizi
(akan hcre olcer), apoptotik (Kaspazlar-3,8,9; bax) ve antiapoptotik (bcl-2)
protein seviyeleri (ELIZA) ile arastirildi. Sonuclarin degerlendirilmesinde
Anova testi kullanildi ve p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
Bulgular: Tim gruplar hiicre sayis1 ve canliligini azaltmasina ragmen (p<0.05),
en yiksek azalmaya kombinasyon grubu neden oldu (p<0.05). Kombinasyon
grubu, apoptotik ve Oli hiicre oranlar1 ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve bax
seviyelerinde en yiiksek artisa yol acti (p<0.05). Bcl-2 seviyelerindeki en
yliksek azalma, kombinasyon grubunda saptandi (p<0.05). En yiiksek GO0/G1
tutulumunu ve diger fazlarda azalmay1 kombinasyon grubu gosterdi (p<0.05).
Sonug: Bu c¢alismada ilk defa, GB ile MLT birlikte kullanimin i¢ (intrensek,
mitokondri ile indiiklenen) apoptoz yolu tizerinden sinerjistik etki gosterdigi
saptandi.

Anahtar kelimeler: Gojiberry, Melatonin, Kronik Myeloid Liosemi, Intrensek
apoptotik yol, Sinergistik etki
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THE INVESTIGATION OF A SUPPLEMENT MELATONINS’ EFFECT
WITH GOJI BERRY FRUIT

ABSTRACT

Objectives: Melatonin (MLT), a pineal hormone, possesses potent antioxidant
and antiapoptotic actions in healthy cells. In contrast to this, M shows pro-
oxidant effect as well as antiproliferative, antiangiogenic, and
immunomodulatory effect in many cancer types. A traditional Chinese dietary
supplement as Goji berry (GB) with an anti-proliferative and an anti-apoptotic
effects is a therapeutic or an adjuvan agent for cancer including leukemia. The
aim of the study was to investigate the effect of MLT in combination with GB
and the underlying mechanism of their effect at chronic myeloid leukemia cells
in vitro.

Materials and methods: The extracts of GB in single and in combination with
MLT were applied to K562 leukemia cells for 72 h. Their effects were
evaluated by cell number and viability, apoptotic index and cell cycle analysis
(flow cytometry), the levels of apoptotic (Caspases-3,8,9; bax) and
antiapoptotik (bcl-2) proteins (ELISA). Anova test was used and p<0.05 was
considered statistically significant.

Results: All groups decreased cell number and cell viability (p<0.05), however
the combination group led to the highest decrease (p<0.05). The combination
group induced the highest increase in apoptotic and dead cell rates, the levels of
caspase-3, caspase-9 and bax (p<0.05). The highest decrease in Bcl-2 levels
were also detected in the combination group (p<0.05). The combination group
showed the highest GO/G1 arrest and the decrease in other phases (p<0.05).
Conclusion: In current study, it’s detected for the first time that the
combination of GB with MLT shows synergistic effect via intrinsic
(mitochondria induced) apoptotic pathway.

Keywords: Goji berry, Melatonin, Chronic myeloid leukemia, Intrinsic
apoptotic pathway, Synergistic effect
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amacg

Kanser hiicrelerin mutasyon gibi faktorlere bagli olarak kontrolsiiz olarak
¢ogalmasi ve biiyiimesidir ve glnimizde hala daha tedavi basarisizliklar ile
kanser direncini yenebilecek gelismis tedavi stratejilerine ihtiyag
duyulmaktadir [1].

Kronik myeloid 16semi (KML), Abelson onkogeninin (ABL1) breakpoint cluster
region (BCR) geni ile kaynasmasini kapsayan genetik translokasyon t(9;22)
(934;911.2) ile karakterize tum dinyada 6nde gelen 6lim nedenlerden biri olan
kot huylu bir kan hastaligidir [1]. Yaygin olarak kullanilan ve fazla tercih
edilen tim kanser tedavi modellerinin (kemoterapi, radyoterapi, cerrahi, hormon
terapisi, immunoterapi) baska hastaliklara neden olan yan etkileri (mide
toksisitesi, iltihap, kalp hastaligi, sa¢ kaybi, kellik, kas atrofisi, iireme sagliginin
bozulmasi v.s.) bulunmaktadir [2]. Bu nedenle yan etkileri azaltmak ve hayat
kalitesini artirmak igin bitkisel kaynakli terapotik ajanlar kanser tedavileri igin
tercih edilmekte ve klinik olarak test edilmis yaygin olarak kullanilan bir¢cok

antineoplastik ajan bitki, baharat ve sebzelerden Uretilmektedir [2].

Goji berry (GB; Lycium barbacum), proteoglikanlari (GB polisakkaridleri),
fitoaleksini (Skopoletin), vitamin C analogunu (2-O-b-D-Glukopiranosil-L-
askorbik asid (AA-2bG), vitaminleri (B1, B2, B3, B6, C, E), amino asitleri (tim
8 esansiyel amino asit dahil olmak Uzere 18 g¢esit amino asit), protein yapisina
girmeyen amino asitleri (Taurin, c-aminobutirik asit, betain), iz elementleri
(¢cinko, demir, bakir, kalsiyum, germanyum, selenyum ve fosfor gibi 21 iz
mineral), esansiyel yaglar1 ve esansiyel yag asitleri (Hekzadekanoik asit,
linoleik asit, b-elemen, miristik asit, etilhekzadekanoat), karotenoidleri
(Zeaksantin dipalmitat, b-kriptoksantin palmitat, zeaksantin monopalmitat,
zeaksantin, b-karoten, b-kriptoksantin), flavonoidleri (Mirisetin, kuersetin,

kampferol) ve digerleri (b-sitosterol, daukositerol, p-koumarik asit, lisiumid A,



L-monomentil siiksinat) iceren geleneksel Cin tibb1 bitkisi ve gida takviyesidir
[3]. GB’nin yaslanma karsiti, immiinomodiilator, noroproteksiyon,
sitoproteksiyon, metabolik hizi artirma, glukoz-yag seviyelerini dengeleyerek
semptomlarin1 kontrol altina alma, uyku diizenini saglama gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteleri bulunmaktadir [3]. GB’nin l6semiyi de kapsayan beyin, kolon gibi
cesitli kanser tipleri igin terapotik (antikanser), tedavi yan etkilerini azaltma ve
cesitli kanser terapilerinin (radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi..vb.)
terapotik etkilerini artirma gibi gorevleri bulunmaktadir [4]. Anti-kanser ve
iliskili etkilerini anti-oksidan mekanizma, apoptoz indiiksiyonu, hiicre dongisi

tutulumu ve immunomodulasyon yolu ile gostermektedir [4].

Melatonin  [(MLT), N-asetil-5-metoksitriptamin]  bir indolamin  olup
kronobiyolojik ritimlerin ve endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev
alan bir hormondur. MLT, triptofan amino asidinden sentezlenir, sentezin ara
basamaginda mutluluk hormonu serotonin olusur ve sentezin son basamagindaki
metabolit ise 6-sulfatoksimelatonin’dir. MLT nin %80’i karanliga yanit olarak
ozellikle geceleri pineal bezden salinmaktadir [13-16] . Geceleri kullanilan
yapay 1siklandirmanin ve gece is¢ilerinin, sirkadyen ritmin ve MLT iiretiminin
bozulmasina bagli olarak kanser gelisiminin yanisira diger metabolik
bozukluklara yakalandigi c¢alismalarda gosterilmistir [15]. MLT, saglikhi
hiicrelerde antioksidan ve antiapoptotik etkilere sahiptir [16]. Buna zit olarak
MLT’nin, bircok kanser tipinde antiproliferatif, apoptotik antianjiojenik,
sentisizan, immunomodulatér, hematopoietik etkilerinin yaninda prooksidan
etki gosterdigi de saptanmistir [16-26]. MLT’nin ayrica ayni zamanda baska
kanser ilaglar1 ile de sinerjistik etki gosterdigi ve tedavi basarisim1 da artirdigi

saptanmistir [22, 27].

GB’nin antiproliferatif etkisi kiiltirde yapilan 3 farkli 16semi hiicresinde (HL-60
[insan akut myeloid l6semi (AML)], L1210 (fare lenfositik 16semi hicresi),
bazofilik hiicreler) gosterilmistir [4, 11, 12]. KML iizerine GB’nin etkileri tam
olarak bilinmemektedir. MLT’nin AML ve CLL olmak (zere l6semi de
antiproliferatif ve apoptotik etki gosterdigi saptanmistir [20, 22, 23]. Ancak
yapilan ¢aligsmalar, MLT nin KML kanser tipinde etkilerinin kisith veya etkisiz

olabilecegi de gosterilmistir[28-30]. Bu ¢alismadaki amaclarimiz,



1) Bitkisel gida takviyesi GB’nin KML kanser tipinde etkisini ve etki sinyal
yolaklarini aragtirmak,

2) Kimyasal yapili ajan MLT ’nin ML kanser tipinde etkisini ve etki sinyal
yolaklarini arastirmak,

3) Kronolojik ritim ve endokrin islevlerde sorun yasayan bireyler ile ayni
anda kanser rahatsizligi tehlikesi olan ve/veya kansere yakalanmis
ve/veya kanser tedavisi sonlanmis olan bireyler i¢in yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip kimyasal yapili ajan MLT ile bitkisel ajan GB’nin
birlikte kullanilmasinin KML’de etkilerini ve etki sinyal yolaklarini

arastirmaktir.

1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Melatonin
1.2.1.1. Melatonin ve yapisi

Kimyasal formulu N-asetil-5-metoksitriptamin olarak ifade edilen MLT, kig¢uk
ve lipofilik bir molekiildiir. Pineal bezin (epifiz) en onemli {irlintidiir ve salgisi
sirkadyen bir ritim gostermektedir. Ortamda bulunan 1s18a duyarli olan MLT
hormonu, geceleri glndize gore 7-10 kat daha fazla salgilanir. Giiniin
aydinlanmasi ile retinadaki reseptorler uyarilir, optik sinir araciligiyla bu
uyarilar suprakiazmatik ¢ekirdekteki (SCN) hiicrelere nakledilir, bu hlicrelerden
cikan baskilayicilar (inhibitorler) ise {ist servikal gangliyon (SCG) hiicrelerinin
uyar1 lretmesini engel olur. Dolayisiyla SCG’den pineal beze giden adrenerjik
yolaklar aydinlik ortamda uyar1 olusturmaz. Ancak gece ortamin kararmasiyla
SCG iizerindeki inhibitoriin baskisi kalkar ve pineal bezi hem o hem de
adrenerjik yolaklar ile uyarir. Gelen uyaranlar pineal bezin asil hiicreleri olan
pinealositlerde, G proteinleri araciligiyla N-asetil transferaz (NAT) enziminin
aktiflestirir. Pinealositlerce giin boyu aktif transportla kandan alinip islenerek
serotonine doniistiiriilen triptofan aminoasidi, gece karanliginda aktiflesen bu
NAT enzimi ile tetiklenen zincirleme reaksiyonlar MLT ’ye doniisiir. Meydana
gelen bu MLT yiiksek lipofilik 6zelligi sayesinde serbest diflizyonla hiicre
zarini rahatlikla gecer ve kanda % 60-70 oraninda albiimine baglanarak tasinir.

Yarilanma omrii yaklasik 20-40 dakika surer [31].



MLT’nin hormonal, yas, c¢evresel vb. faktdrlere baglh olarak dagilimi
degisebilir. Bircok dokuda yer alabilir. Ozellikle santral sinir sisteminde MLT
reseptorleri ¢ok fazla bulunur. MLT, reseptor cesitliligi yoniliyle birgok
molekiilden farkli bir 6zellige sahiptir. MLT nin hiicre zari, sitoplazmasi ve
cekirdeginde bulunan ii¢ farkli reseptor tipi tanimlanmistir ve bunlarin da alt
tipleri vardir. Hiicre zarinda G protein ile etki gosteren yiiksek afiniteli MLT
reseptorii 1 (MT1) ve diistik afiniteli MLT reseptorii 2 (MT2), sitoplazmada Ca-
kalmodulin reseptorleri, ¢ekirdeginde ise retinoid Z ve O reseptorleri olarak
ayrilmistir. Bu reseptdr c¢esitliliginden dolayr MLT farkli dokularda farkli
islevler gosterebilen ¢ok yonlii bir molekiil olarak dikkat ¢ekmistir. Islev ve
etkileri arasindan glinlimiize kadar bulunmus olanlardan 6n plana ¢ikanlar1 uyku
diizenleyici, kronobiyolojik diizenleyici, kan basinci diizenleyici, immiin sistem
diizenleyici, lireme fonksiyonlar1 diizenleyici olmasi, antioksidan olmasi ile

kanser onleyici olmasi seklindedir [32].

MLT viicutta dogal olarak bulunur. MLT karanlikta salgilanir. MLT hormonu,
pineal bezde triptofan amino asidinin serotonine, onun da MLT’ye
doniismesiyle meydana gelir. Pineal bezden iki grup endojen madde salgilanir:
Indolaminler ve peptidler. Indolaminlerin en 6nemlisi 232 molekiil agirlikli

MLT olarak bilinen N-asetil-5-metoksitriptamindir [33].

MLT’nin sirkadyen ritimler, ruhsal durum, uyku, mevsimsel tUreme fizyolojisi
ve ireme davraniglarinda ve retinal fizyolojide giiclii bir biyolojik diizenleyici
oldugu goriilmiistiir. MLT nin yaslanma ve yaslanmaya bagli rahatsizliklarda

gucla bir antioksidan oldugu saptanmistir [33].
1.2.1.2. Melatoninin metabolizmasi

MLT (N-Asetil-5-Metoksitriptamin) pineal bezde sentezlenip salgilanan ve

cesitli biyolojik dnemli fonksiyona sahip bir nérohormondur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: MLT nin yapisal formiilii (C13H16N20>) [40].



MLT hormonu, pineal bez tarafindan karanlikta ozellikle gece {iretilen bir
hormondur. MLT pinealositlerde Sekil 1.2°de gosterildigi gibi triptofandan
sentezlenir. Pineal bezin endokrin aktivitesi fotoperiyodik ¢evrenin kontrolinde
meydana gelir. Cevresel bircok nedenden dolayr canlilarda duygusal ve
metabolik olarak bir¢cok degisiklik olusturabilir. Mevsimsel giin 15181 etkisi,
bircok memeli tdrtinun endojen endokrin ritimlerini etkilemektedir. Sempatik
eferent lifler, 151k uyarilarin1 beze tasidigi zaman, karanlikta norepinefrin
pinealosit membraninda adrenerjik reseptére baglanir ve reaksiyon meydana
gelir. Membranda adenil siklaz (AC) aktivitesi ve dolayisiyla cAMP yapimi
uyarilir. Bunun neticesinde MLT ve diger indolaminleri sentezleyen enzimlerin

aktivasyonu meydana gelir [40].

Triptofan « Triptofan 5-hidroksilaz

) _5-_ * Aromatik L-aminoasit dopa
hidroksitriptofan dekarboksilaz

« Arilalkilamin N-

5-hidroksitriptamin
asetiltransferaz (AANAT)

(5-HT, serotonin)

N-asetilserotonin « Hidroksiindol-O-metiltransferaz
(NAS) (HIOMT)

 5-Metoksi-N-asetiltriptamin

MELATONIN

Sekil 1.2: MLT’nin sentezi [40].



1.2.1.3. Melatoninin yararlari

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bulgulara gére MLT’nin baslica

yararlarini asagidaki gibi siralanabilir:

1) Akciger, bobrek, meme, mide karaciger, pankreas ve kolon tumorleri
gibi hastaliklarla miicadelede etkili oldugu saptanmistir.

2) Bas agrisin azaltir ve onler.

3) Otizm ve zihinsel geriligi olan ¢ocuklarda uyku diizenini saglar.

4) Uykusuzluk problemine iyi gelir.

5) Jet lag (es zamanlama bozuklugu) durumundaki insanlar igin
uyaniklik hali saglar.

6) Tarfid diskinezi (TD) denilen bir hareket bozuklugunun belirtilerini
hafiletir.

7) Ameliyat 6ncesi anksiyeteyi azaltir.
1.2.1.4. Melatoninin molekiiler etki mekanizmasi

Indolaminler, etkilerini reseptdrler vasitasiyla baslatirlar. MLT etkisini baslica
cGMP ve prostoglandinler aracilig1 ile gosterir. Ayrica merkezi sinir sistemi
(MSS), karaciger ve bagirsaklarda MLT reseptorleri, ¢cekirdekte bulunur. MLT,
disi genital sisteminde membran reseptorlerindeki adenilat siklazi aktif hale

getirirken, testiste cAMP yapimini artirir [31,33].

Giiniimiize kadar 3 tip memeli reseptorii klonlanmis veya saflastirilmistir.
Bunlardan ikisi G proteini ile birlesen reseptorlerdir ve MTI1/MT2 olarak
adlandirilirlar ancak son yillarda saflastirilmis olan MT3 protein kinon rediktaz
sinifinda yer alirlar. MT1 reseptorlerinin yiiksek affinitede baglanma yerleri
olup a, b, c alt tipleri belirtilmistir. MT2 reseptorii ise diisiik affinitedeki
baglanma yerleri ile belirtilmistir. MT3 ise MT2’ye benzer baglanma sekli
gosterir [32,33].

MTI1 reseptorlerinin aktivasyonu, G proteini lizerinden adenilat siklazi inhibe
etme suretiyle hedef hiicrelerde cAMP diizeyini diisiiriir. Bu reseptorler, retinal
fonksiyonlarin, sirkadyen ritimlerin ve iiremenin regiilasyonunda gorev alir.
MT?2 reseptorlerinin aktivasyonu, fosfoinozitid hidrolizini uyarir. MLT hiicre
i¢ine kolaylikla ge¢ip buradaki yapisal proteinlerle de etkilesebilir ya da direkt

olarak sitozolik kalmodiiline baglanarak, kalsiyum sinyali olusturarak etkisini



gosterir. Ayrica, MLT’ nin niikleer retinoid Z reseptorlerinin de bir ligandi
oldugu saptanmistir. Bu baglanma, diisiik nanomolar konsantrasyonlarda

gerceklesir [34].
1.2.1.5. Melatoninin savunma sistemi tzerine etkileri

MLT’nin savunma sistemi, 0zellikle de hiicresel savunma sistemini hem
dogrudan hem yan yollardan  etkileyebilecegi goriilmiistiir. Laboratuvar
calismalarinda hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda MLT uygulamasi
sonrasinda immiin fonksiyonlarinda artis gézlenmistir. MLT nin bundan dolay1
Ozellikle hicresel immdanitenin aktivasyonuna etkili olduguna diisiiniilmektedir
[31,35].

Bagisiklik yetmezligi olusturulan durumlarda MLT uygulandiginda, anlamh
sekilde MLT’ ’nin savunma sistemi aktivasyonunu artirdigi saptanmigtir. Akut
strese ve savunma sistemi baskilayict farmakolojik ajanlara bagli olusan
savunma sistemi yetmezlik tablolarinin MLT ile kontrol edilebilir oldugu

calismalarda gosterilmistir [31,35].

Dogal savunma disardan MLT takviye edilmesi ile diizenlenebilir oldugu
goriilmiistiir. NK hiicre aktivitesinin farelerde pineal bezin ¢ikartilmasina bagh
olarak azaldigr saptanmistir. MLT’nin, kemik iliginde de bulunmasi NK
hiicrelerinin ve monositlerin gelismesi iizerine diizenleyici etkisi oldugunu
gostermektedir. Geng erkek farelere eksojen MLT verildikten 7-14 giin sonra
hem NK hicrelerinde, hem de monosit sayilarinda artis oldugu goriilmiistiir. Ek
olarak, MLT makrofaj {iretimi ve fonksiyonuna diizenleyici rol oynamaktadir

[36].

Agizdan verilen ¢inko tedavisinin de benzer sekilde savunma sistemi yanitini
artirict etkisinden bahsedilmektedir. Pinel bez, beyinde ¢inko bakimindan en
zengin yerdir. Organizmada ¢inko doniisiimii cesitli hormonlar ve sitokinler
aracilifiyla diizenlenmektedir. MLT c¢inko diizeylerine de etki ederek, timik
fonksiyonlar1 diizenlemektedir [31]. Aymi zamanda MLT sentezi i¢in ¢oK
onemli bir madde olan serotoninin yapisinda ¢inkonun bulunmasi MLT ile ¢inko

arasindaki iligkinin tek yonlii olmadiginin bir ispatidir [33].



1.2.1.6. Melatoninin beslenme davranisi iizerine etKileri

MLT’nin gida alimi {izerine etkisi, farkli c¢alismalarla gdsterilmistir. Bazi
arastirmacilar MLT nin si¢anlarda, tavuklarda, hamsterlarda (cirlak sigan) ve
baliklarda gida alimini azalttigini sdylerken, bazi arastirmacilar da MLT nin
sicanlarda gida alimi {izerine etkisinin olmadigin1 sdylemistir. Fakat
kemirgenlerde yapilan calismalarda gida aliminin, eksojen MLT veya

agonistlerinin verilmesi ile artis gésterdigi saptanmistir [37].

Damar i¢i glikoz uygulamasindan sonra yilikselen kan glikoz diizeyinin, uyku
doneminde tekrar azaldigi saptanmistir. MLT nin kan glikoz diizeyindeki bu

azalmada aktif olarak rol aldig1 gosterilmistir [34].

Pineal bezin ¢ikartilip disardan MLT verilmesinin leptin hormonu {izerine olan
etkisinin arastirildigi ¢alismalarda, pineal bezin ¢ikartilmasinin leptin salinimini
artirdig1 ancal pineal bezin ¢ikartilmasi sonrasi eksojen MLT ilavesinin ise bu
etkiyi tersine ¢evirdigi goriilmiistiir. Sonug olarak MLT ile leptin ekspresyonlari

arasinda birbirine zit bir iliski oldugu goriilmistiir [39].
1.2.1.7. Melatoninin uyku Uzerine etkisi

Uyku, insan gelisiminde o6nemli bir yere sahiptir. Uyku diizeninde asil
mekanizma, aydinlik- karanlik dongiisiidiir. Isik uyarimi, retinadan baslayarak
beyindeki hipotalamik alana kadar sinir sistemi iletilir. Hipotalamik alanda
bulunan SCN, beynin diger bdlgelerine giden hormonlar ile viicut 1sisini, uyku
veya uyaniklilik hissini kontrol eden sinyalleri uyarir. Tiim viicudu etkileyen
aktivitelerin diizenlenmesinden sorumlu bir “biyolojik saat” gibi c¢alisir [40,41].
Karanlik oldugunda SCN tarafindan olusturulan MLT salinimini engelleyen
baskilayici sinyaller ortadan kalktig1 i¢in pineal bez aktiflenir ve MLT iiretimi
baslar. MLT diizeyleri artik¢a daha az uyarinin algilanmaya baslandig1 ve uyku
hissinin artigi saptanmistir [40,41]. MLT’nin, toplam uyku siiresinden ¢ok
uykunun baglangici, gizil (latent) evresi ve kalitesiyle iliskisi oldugu
gorilmiistir. MLT nin uyku iizerindeki bu etkilerinin, 1s1 diizenleyici olmasi

(1s1y1 disiiriicii) ile iligkili olabilecegi goriilmiistiir [40,41].
1.2.1.8. Melatonin agr1 kontrolii iizerine etkileri

Agr1 ve kaygi, bircok zararli veya zehirli uyarana karsi en sik gosterilen

norolojik tepkilerdir ve klinik olarak o6zellikle algoloji (Agr1 bilimi) ve



psikiyatri birimlerinde bile kontrol edilmeleri olduk¢a =zordur. Siklikla
kullanilan morfin igerikli ilaglarin, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin
(NSAID) ve asetaminofenin c¢ogu, agr1 tedavisinde etkili olurken, bu ilaglar
istenmeyen ¢esitli yan etkilere de yol acgabilir. Kronik agri sendromlar1 siklikla
sirkadiyen ve biyolojik ritimlerin senkronizasyonu ile iliskilidir ve uyku-
uyaniklik dongiistindeki bozulmalar buna neden olabilir. MLT aracili agr1 kesici
(analjezik) etkiler, B-endorfinleri, gama-aminobutirik asit (GABA) ve opioid
reseptorlerini, nitrik oksit (NO)-arjinin yolagini i¢ermektedir. MLT nin, agr1
kesici olmasi ile bunalti gideren, hipnotik ve uyku verici (anksiyolitik ) etkileri
cesitli hayvan modellerinde gosterilmistir. Bunun sonucunda, MLT klinikte
cesitli patolojik kosullarda ve ameliyat geg¢iren hastalarda kullanilmaya
baslamistir. MLT nin, bu vakalarin ¢ogunda, bunalt1 giderici ve agr1 kesici bir

madde olarak etkili oldugu da hayvan ¢aligmalarinda oldugu gibi saptanmistir
[40].

MLT, pitiiiter bezden B-endorfinin salinimini arttirir ve B-endorfinin opioid
reseptorlerine baglanmasini  engelleyen naloksonun (opioid reseotori
antagonisti olan ilag), MLT kaynakli agr1 iletici (nosiseptif) etkileri
engelleyebilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. MLT ayni1 zamanda
MSS’de ve ayrica omuriligin dorsal boynuzunda bulunan opioiderjik,
benzodiazepinerjik, muskarinik, nikotinik, serotonerjik ve al ve a2-adrenerjik
reseptorlerle etkileserek agr1 kesici etkinlige aracilik eder [42,43]. Buna ek
olarak, MLT’ ’nin neden oldugu uzun siireli agr1 kesici etkinin nalokson
engellenebilecegi gosterildigi icin opioid reseptorleri MLT aktivitesinin
gergeklesmesi icin gereklidir. Fibromiyalji, iltihabik (inflamatuar) bagirsak
sendromu ve migren gibi ¢esitli kronik agr1 goriilen kosullarinda, MLT nin

agriy1 azaltmada etkili oldugu bulunmustur.

MLT’nin operrasyon Oncesi (perioperatif) donemde agr1 kesici etki gosterdigi
ve anksiyeteyi engelledigi goriilse de etkinligi tartigsmalidir. Birka¢ deneysel
hayvan agris1i modelinde, MLT ’nin bu yonde etkili oldugu gosterilmistir.
Elektrikle indiiklenen agri modellerinde, MLT’nin intraperitoneal (i.p.)
enjeksiyonu, 210 dakikaya kadar agrili uyarani1 azaltma veya durdurma (anti-
nosiseptif etki) basardi. Farelerde agr1 uyariminin sicak plaka ile gerceklestigi

bir modelde, MLT’nin aksamlar1 farelere verildiginde maksimum etkileri



oldugu ve MLT’nin bu etkilerinin nalokson veya sinirlilik/huzursuzluk
(anksiyete) ve onunla iligkili bozukluklarda 1960 yilindan beri kullanilan
benzodiazepinler grubundan flurmazenil tarafindan bloke edildigi goriilmustiir.
Bu da bir 6nceki deneylerde oldugu gibi opioid reseptorleri iizerinden MLT
aktivitesinin bir kanitidir. Bir bagka noropatik agri modeli olan pence ¢ekme
testinde, MLT nin uygulamasina bagli olarak bir saatlik bir siirede agrinin
kesildigi goriilmiistiir. Insanlarda da kimyasal olarak indiiklenen akut agrinin,
MLT ile azaltildig1 saptanmistir. MLT nin, indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) ve
NO-Cgmp sinyal yolaklar1 iizerinden NO {iretimini bloke ederek iltihabi ve
agriy1 azalttig1 da daha onceki ¢caligsmalarda gosterildi [40, 42].

Uyku ve bas agris1 arasinda gii¢lii bir iliski bulunmaktadir. MLT nin uyku
bozukluklarin1 diizenleyebilmesi de bas agrisim1 iyilestirmede yararh
olabilmektedir. MLT uygulamasinin sirkadiyen ritim uykusu rahatsizlig1 ve bas
agrisina sahip hastalarda agr1 azalmasinda etkili oldugu, ancak sirkadyen ritim
uykusuna ve bas agrisina sahip hastanin kii¢iik bir kisminda hafif bas agrisinin
gorildiigii saptanmistir. Birincil basagrist olan ¢ocuklara giinde iki kez 3 mg'lik
bir dozda verilen MLT’nin, bas agrist ataklarinin sayisini, yogunlugunu ve

siiresini azaltmay1 basardig1 goriilmiistiir.

MLT’nin, migrenli ¢ocuklarda etkili bir onleyici (profilaktik) ila¢ olarak da
kullanilabilecegi goriilmiistiir [40, 42]. Siddetli bas agrisi, norolojik islev
bozuklugu, uyku bozukluklar1 ve agrisiz araliklarla tanimlanan migren, en fazla
10-40 yas arasi kadinlarda goriilmektedir. Migren gegiren 34 hastayla yapilan
calismada, yatmadan 30 dakika once verilen 3 mg'lik MLT’nin, bas agrisi
yogunlugunun yaninda sikligin1 ve siiresini de azalttig1 saptandi. Yakin zamanda
yayinlanan baska bir c¢alismada, MLT agonisti olan agomelatinin, migren
hastalarinin migren atak siklig1 ve siiresinin azaltilmasinda da etkili oldugu

bulunmustur [40, 42].
1.2.1.9. Melatoninin antioksidan mekanizma Uzerine etkileri

MLT’nin en belirgin 6zelliklerinden birtanesi de antioksidan olmasidir. Cesitli
kimyasal etkenle veya baska faktorlerle tetiklenen oksidatif stres reaksiyonlari

kanserlesme yolundaki DNA hasarlarina yol agabilir. Kuvvetli antioksidan
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aktiviteye sahip olan MLT’nin bu DNA hasarlarin1 onleyerek olusabilecek

kanseri engelleyebilecegi saptanmistir [41,42].

MLT’nin antioksidan etkisini iki ana bashk altinda toplayabiliriz: Ilki
reseptorden bagimsiz olarak oksidan maddeye elektron saglamasi yolu
tizerinden gergeklesen dogrudan siipiiriicii etki, ikincisi ise endojen antioksidan
mekanizmalar1 reseptdr bagimli olarak harekete gegirmek yoluyla gosterdigi
dolayli etkidir. Dogrudan siipiiriicti etkisiyle siiperoksit radikali (Oz), hidrojen
peroksit radikali (H20,), hidroksil radikali (OH), peroksinitritler (ONOO) gibi
cesitli radikal ve reaktif metabolik tirlinleri zararsiz hale getirdigi gosterilmistir.
Dolayli etkisini ise siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarini  artirarak ve peroksinitritlerin artisina neden olabilen
indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) enzimini de engelleyerek
gerceklestirdigi gosterilmistir. MLT bir¢cok yoniiyle klasik antioksidanlardan
farklidir. Klasik antioksidanlar etkilerini goOsterdikten sonra prooksidan
maddelere doOniisiirler. Buna zit olarak MLT’nin, bircok kanser tipinde
antiproliferatif, apoptotik antianjiojenik, sentisizan, immunomodulator,
hematopoietik etkilerinin yaninda prooksidan etki gosterdigi de saptanmistir

[16-26, 42].
1.2.1.10. Melatonin kanser Uzerine etkileri

Bircok besinsel, hormonal ve c¢evresel faktdor kemirgenlerde olusturulan
tumorlerin  buytmesini ve karsinogenezi etkiler. Serbest radikal stpurici
(scavenger) etkisine ek olarak MLT’nin kanser biliyiimesinin dogrudan
inhibitérii oldugu bilinmektedir. Giinlik 10-50 mg arasinda MLT takviyesinin
karaciger kanseri, metastatik renal karsinoma, meme kanseri ve beyin

timorlerine kars1t engelleyici etkisi oldugu yapilan g¢aligmalarda goértilmiistiir

[36].

Pineal bezin ¢ikartilmas1 veya sabit 1s18a maruz birakma ile pineal fonksiyonun
engellenmesinin  karsinogenezi  uyardig, ancak 151k kisitlamasinin

karsinogenezi engelledigi goriilmiistiir [37].

Deney hayvanlarinda pineal bezin cerrahi olarak ¢ikarilmasinin tiimor metastazi

yaninda birincil tliimor biiyiimesini uyardigi, pineal 6ziit ilavesinin ise timorun
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Oliimciil hale gelmesini engelledigi yapilan c¢alismalarda saptanmistir. Hayvan
deneyleri MLT’nin, meme kanserini ve melanoma bilylmesini in vivo ve in
vitro olarak engelledigini gosterir. Son zamanlardaki calismalar, noktiirnal
MLT seviyelerinin meme, prostat ve endometriyum kanserlerinin baslangicinda

azaldig1 gostermistir [36,37].

Aragtirma sonuglart MLT nin, interlokin-2, interferon-gamma gibi sitokinlerin
salgisini artirarak savunma sistemin en énemli iiyelerinden biri olan T yardimci
lenfositlerin aktivasyonuna neden oldugu gdsterilmistir. Ozellikle kansere kars1
savunmada 6nemli bir bagisiklik sistem hiicresi olan dogal dldiiriicli hiicrelerin
de artisina sebep oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte graniilosit-monosit
koloni uyarici faktoriin salgisini artirdigi, IL-1, tiumor nekroze edici faktor
(TNF)-alfa, transforme edici blyime faktori (TGF)-beta, kdk hiicre faktoru gibi
sitokinlerin gen ekspresyonlarini kontrol ettigi ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin
Olimiinii (apoptozis) giiclii bir sekilde engelledigi yapilan ¢aligmalarda

gosterilmistir [38].
1.2.1.11. Melatoninin apoptoz tzerine etkileri

MLT’ nin normal (saglikl) hiicrelerde antiapoptotik etkilere sahip oldugu, ancak
bazi tiim6r hiicrelerinde apoptotik yolaklar1 aktive edebildigi yapilan
calismalarda gdsterilmistir [4]. Insan AML hiicreleri olan HL-60'da, MLT’nin
apoptoz iizerindeki etkisini degerlendiren ¢alismalarda 1 mM uygulanan
MLT’nin kaspaz-3,9 aktivitelerinde anlamli bir artisa neden oldugu saptandi.
MLT nin kaspazlarin aktivasyonu iizerine etkisinin zamana bagli oldugu ve 12
saatlik uyarimdan sonra etkisinin maksimuma ulasti§1 ve daha sonra 72 saat
sonunda en diisiik seviyeye ulastigi saptandi. Bu calismada, MLT’nin
mitokondriyal membran depolarizasyonu ve por gecirgenligini artirdigr ve 72
saatten sonra apoptozu arttirdig1 gosterildi. Ayrica MLT uygulamas1 apoptotik
proteinler olan Bax ve Bid'in seviyelerinde de artislara neden olmustur. Bu
calisma sonucunda MLT nin, HL-60'da proapoptotik ve/veya onkostatik etkilere

sahip oldugu sonucuna varilmistir [40,42].

MLT’ nin apoptozdan normal hiicreleri korudugu, bunun tersine ¢esitli kanser
hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [4].

MLT’nin, insan AML hicreleri olan HL-60’da, B-lenfoma hicreleri HT-29
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insan kolorektal kanseri hiicrelerinde ve fare hipofiz prolaktin salgilayan timor
hiicreleri de dahil olmak iizere g¢esitli kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre
Olimiint arttirdig@1 gosterilmistir [42]. Bu ¢alismalarin aksine in vitro ve in vivo
yapilan bazi ¢alismalar, MLT nin tiimor hiicrelerinin apoptozunu 6nledigini de
gostermistir [40]. MLT nin mitokondri ilizerinden etki gosterdigi caligmalarda
gosterilmistir. Ozellikle MLT’nin lipofilik bir molekiil olmasi en &nemli
avantajlarindan biri olup siki korunan mitokondri dahil olmak {izere diger zarh
hiicre i¢i organellere kolayca ulasmasinin anti-kanser etkisi dahil tim etkilerini

gosterme de 6nemli bir rol oynadigi ¢alismalarda saptanmistir [40,42].

1.2.2. Goji berry

GB (Latince ismi: Lycium Barbarium) uzakdoguda yetisen bir meyve tiiri olup
Solanaceae (patlicangiller) familyas1 iiyelerinden biridir. Geleneksel Cin
tibbinda 2000 yildan beri kullanilmaktadir. Kuvvetli bir antioksidan kapasiteye
sahiptir.  Lycium barbarum L. ve Lycium chinense L. ismiyle iki turl
bilinmektedir. Goji berry’nin genellikle meyvesi kullanilmakla birlikte kok ve
yaprak kisimi da kullanilmaktadir. GB’nin kanserle miicadele, uyku bozuklugu,
cinsel giicii artirma, , yiiksek kolesterol gibi hastaliklar1 6nleme ve tedavi edici
yonii saptanmistir [43]. GB meyvesi hem taze hem de kurutulmus olarak
tuketilmekle birlikte marmelat ve meyve suyu olarakta degerlendirilip

kullanilmaktadir [44].
1.2.2.1. Goji berry’nin kimyasal icerigi ve besin degeri

GB proteoglikanlar1 (GB polisakkaridleri), fitoaleksini (Skopoletin), vitamin C
analogunu (2-0-b-D-Glukopiranosil-L-askorbik asid (AA-2bG), vitaminleri
(B1, B2, B3, B6, C, E), amino asitleri (tim 8 esansiyel amino asit dahil olmak
tizere 18 ¢esit amino asit), protein yapisina girmeyen amino asitleri (Taurin, c-
aminobiitirik asit, betain), iz elementleri (¢inko, demir, bakir, kalsiyum,
germanyum, selenyum ve fosfor gibi 21 iz mineral), esansiyel yaglar1 ve
esansiyel yag asitleri (Hekzadekanoik asit, linoleik asit, b-elemen, miristik asit,
etilhekzadekanoat), karotenoidleri (Zeaksantin dipalmitat, b-kriptoksantin
palmitat, zeaksantin monopalmitat, zeaksantin, b-karoten, b-kriptoksantin),
flavonoidleri (Mirisetin, kuersetin, kampferol) ve digerleri (b-

sitosterol, daukositerol, p-koumarik asit, lisiumid A, L-monomentil suksinat)
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icermektedir [3,6]. 100 gram kuru meyvede 7 mg beta karoten, 2,4 mg
zeaksantin, 1,3 mg B2 vitamini, 29-148 mg aras1 degisen miktarlarda C
vitamini, 112 mg kalsiyum, 1132 mg potasyum, 9 mg demir, 2 mg ¢inko, 50 ug
selenyum bulunmaktadir. Meyve eti agirliginin % 31°i kadar polisakkarid igerir
[45,46].

1.2.2.2. Etki ve kullanisi

Cortex lycii radicis, GBinin kurutulmus kok kabugudur, ¢oklu rahatsizliklarda
kullanilan geleneksel bir Cin tibb1 otudur. GBM hiicreleri iizerinde biiyiime
inhibisyonu etkisine sahiptir. Bir spermin alkaloidi olan ve Cortex lycii
radicis'in ham o6zitinde bulunan Kukoamin A (KuA) antioksidan ve
antiinflamatuar (iltthap Onleyici) islevlere sahiptir. KuA'nin insan GBM
hicreleri Gzerindeki blylime ve gbé¢ (migrasyon) engelleyici etkisi ve bunun
aktivitesinin olast mekanizmas1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. KuA
tedavisinden sonra, GBM hiicrelerinin ¢ogalmasi ve koloni olusturma yetenegi
onemli Olc¢liide azalmistir, apoptotik hiicreler artmis, hiicre dongiisii GO/G1
fazinda durdurulmustur. Ayrica gé¢ ve yayilma azalmis, GBM hiicrelerinden

baslatilan tiimorlerin biiylimesi de 6nemli dlgiide engellenmistir.

5-Lipoksijenaz (5-LOX) ekspresyonlar1 azalmis, apoptotik proteinler olan Bax
ve kaspaz-3 seviyeleri artmis ve antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyesi ise
onemli Ol¢iide azalmistir. KuA ile tedavi edilen GBM hicreleri ve timor
dokularinda E-kaderin ekspresyonu anlamli olarak artarken,
CCAAT / arttiric1 baglayict protein B (C / EBPP), N-caderin, vimentin, snail+
slug ifadelerinin bunun tersine 6nemli Ol¢lide azaldigr gorilmiistiir. KuA, 5-
LOX ve C/EBP ekspresyonlarin1 azaltarak apoptoz tetiklemesi gerceklestirmis
ve epitelial mezenkimal gecisi engeleyerek insan GBM hiicre biiyiimesini ve

goclini kiiltliir ve hayvan modellerinde engellemistir [5].

GB’den izole edile polisakkaridler de antioksidan 0Ozellik gosterir. Kavernoz
sinir hasarini takiben bu polisakkaritlerin oksidatif stres kaynakli noronal hasari
engelledigi hipotezi {izerine yapilan sican modelleri kullanilarak yapilan
calismada, kavernoz sinir yaralanmasinin 1. 7. ve 14. giinlerinde 2 hafta sureyle
GB polisakkaritleri uygulanmistir. Serum SOD ve GP-X aktivitelerinin

yaralanmadan 1 ve 2 hafta sonra belirgin sekilde arttig1 gozlenmistir. Serum
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malondialdehit (MDA) seviyelerinin ise 2. ve 4. haftada azaldig1 goriilmiistiir.
12. haftada, intrakavern6z basing, miyelinli akson sayis1 ve nikotinamid adenine
dindkleotit fosfat (NADP)-diaforaz pozitif sinir lifleri, fosfoendotelyal NOS
proteini ve 3-nitrotirozin seviyeleri yaralanmadan sonraki 1 giine kiyasla daha
yliksek olarak saptandi. Bu bulgular, kaverndz sinir ezilme hasarini takiben GB
polisakkaritlerin uygulanmasinin sinir rejenerasyonunu ve erektil fonksiyonel

tyilesmeyi etkili bir sekilde destekledigini gostermektedir [5].
1.2.2.3. Goji berry ve kanser iliskisi

GB, bir iz minerali olan kanser 6nleyici gorevleri bulunan Germanyum iceren
tek meyvedir. Germanyumun inorganik formunun ¢ok zararli olmasina ragmen
organik formlarinin sayisiz faydasi oldugu gosterilmistir. Germanyum ¢ok gii¢lii
bir antioksidandir. Savunma sistemini giiglendirir ve vicuttan toksin maddelerin
atillmint saglar. Yaslanmay1 geciktirici etkileri de vardir. GB kandaki pH,
potasyum, kalsiyum, trigliserid, bilirubin ve Urik asit seviyelerinin normal
seviyelere gelmesinde, tiroid bezinin dilizgiin calismasin1 saglamada ve
damarlarin tikanmasin1 Onlemede etkili bir rol oynar [47]. Diizenli olarak
kullanilan GB, kani toksinlerden arindirir akyuvarlari saglikli hale getirir.
Icerigindeki &zel polisakkaritler ve antioksidan maddeler sayesinde kansere

sebep olan genetik DNA bozulmalarini 6nler [47].

GB, Beta-karoten bakiminda ¢ok zengindir. Beta-karoten hiicrelerin saglikli
gelismesinde, kemik olusumunda, derinin korunmasi ve yenilenmesinde gorev
alir. Viicudu serbest radikallerden dolay1 olusabilecek zararlardan korur. Kalp
hastaliklar1 ve kansere karsi korunmakta 6nemi biiyiiktiir. Deriyi giines 1s181na
kars1 koruyarak cilt kanseri olma riskini diigliriir [47]. Bu vitamin i¢in giinliik
onerilen doz, 2-4 miligram olmakla birlikte GB igeriginde bulunan miktar ¢ok
daha ylksek olup 7.4 — 12.6 mg civarindadir. GB i¢indeki karotenoidler cildi

geng tutmakla birlikte ayn1 zamanda cilt kanserine kars1 da korur.
Genel olarak gojiberryinin faydalari,

1) Bu meyvenin sap kismindan, yapragindan, meyve kismindan ve
posasindan beslenme icin faydalanilabilir. Meyve %13 oraninda
protein igerir. Iyi bir protein kaynagidir. Saglikli ve uzun yasam

kaynagi olarak uzak dogu iilkelerinde kullanilmaktadar.
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2) Iyi bir antioksidan kaynagidir. En yiiksek seviyede antioksidan
igerige sahip bitkilerden biridir, buna baglh olarak yaslanma karsiti,
antikanser ve bircok metabolik etki gosterir. Yilksek seviyede C
vitamini i¢erir. GB %8 oraninda E vitamini ve B vitamini bulundurur.

3) Beta-sitosterol icerdiginden dolay1 kolesterol diisiiriicii etkisi vardir.

4) Solavetivon igerigi ile antimikrobiyal etki gosterir.

5) Fizalin ile Ozellikle 16semi tiirlerinde diger bir anti-kanser etki
gosterir DNA’y1 koruyucu etkisi vardir. Bu da anti-kanser, yaslanma
karsit1 etkileri i¢in oldukg¢a dnemlidir.

6) Zeaksantin ile goz sagligi (goz retinasimi korur) igin oldukga

faydalidir.

7) Cinsel saghgin siirdiiriilmesinde etkilidir (Yumurta ve sperm
olusumu).

8) GB savunma sistemi giiclenmesi i¢in gerekli igerige sahip

oldugundan, viicudun bagisiklik sistemini giliclendirir [47].

1.2.3. Lésemi (Kan Kanseri)

Losemi, kan ve kemik iligindeki Idkositlerin gelisimi ve kontrolsiiz
cogalmasiyla olusan Oliimciil bir hastaliktir. Lésemili bir hastanin kemik
iliginde akyuvar olusumu saglikli bir bireye gore asir1 denebilecek kadar
fazladir. Normal sartlarda akyuvarlar hastaliklar1 6nler ve savunma sistemi
diren¢ mekanizmasin1 gelistirir, ancak 16semi durumunda akyuvarlarin ¢ok fazla
olmas1 patolojik bir durum olusturur. Bundan 6tiirii olusan akyuvarlar gorevini
yerine getiremezler [48]. Kan hicreleri pluripotent hematopoetik kok
hiicrelerden kdken alip hematopoiez (kan yapimi) olarak bilinen siire¢ i¢erisinde
cogalarak olgun lenfosit, graniilosit, monosit, megakaryosit, trombosit ve
eritrosit gibi periferal kan hiicrelerine doniismektedir. Buna gore l6semi
olusumunda kok hiicrelerde meydana gelen mutasyon biiyilk 0Onem

kazanmaktadir [49].
1.2.3.1. Lésemi turleri

Losemiler etkilenen akyuvar hiicrelerin tipine (lenfoid, myeloid) ve hastaligin
olusumuna (akut, kronik) gore siniflandirilir. Sekil 1.3’te l6semi olusum

mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1.3: Losemi olusum mekanizmasi [67]

Akut 16semi ‘‘blast’” adi verilen erken evredeki hiicrelerden meydana gelirken,
kronik ldsemiler olgun hiicrelerden meydana gelirler. Akut I6semi hucreleri
hizl1 gelisim gosterip hizli boliinlirken kronik l6semi hiicreleri yavas gelisim
gosterip bolinmeyip birikirler. Miyeloid I6semiler (ML) miyeloid hiicre
serisinden olugsmaktadir. ML’ler kronik myeloid 16semi (KML) ve akut myeloid
losemi (AML) olmak iizere ikiye ayrilir. Lenfositik l6semiler ise kemik
iligindeki lenfoblastlar veya lenfositlerden gelisip kronik lenfositik l6semi
(KLL) ve akut lenfosittik 16semi (ALL) olmak {izere iki farkli sinifa ayrilirlar
[50-51].

1.2.3.2. Losemi belirtileri

Enfeksiyonla miicadele eden lokositlerde islev ve sayr kaybi yasanacagindan
atesli enfeksiyon siklikla goriilmektedir. Kemik iliginde oksijen tasiyan
alyuvarlarda da bozukluk meydana geldiginden dolay1 16semili kisilerde nefes
alip verme gii¢liigii ve ten renklerinde solukluk goriilebilmektedir. Trombosit
kan hiicrelerinin yapisint da negatif etkilendigi i¢in en ufak ¢arpmalarda bile
vlcutta morarmalar ve sirekli, durdurulamayan kanamalar meydana gelebilir
[52]. Asagidaki belirtilerden bir veya birkact 16semi vakalarinda siklikla
goralar:
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. Yiiksek ates veya titreme

. Asirt yorgunluk, giigsiizliik

. Siklikla hastaliklara yakalanma
. Kilo kayb1

. Lenf diigiimlerinde sisme, dalakta veya karacigerde biiyiime
. Viicutta kolay kanama ve morarma ciltte ufak kirmizi lekeler
. Geceleri asir1 terleme

. Kemiklerde agr1 veya hassasiyet

1.2.3.3. KML’nin olusum mekanizmasi

9934 bolgesinde yer alan ABL geninin ekspresyonu sonucunda molekiil agirligi
145 kDa olan, 11 ekzona sahip ABL proteini olusur. ABL proteini bir tirozin
kinaz olup sinyal iletimi ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Proteinin ilk ekzonunda farkli degisik birlesmeler (flizyon,
translokasyon vs) gerceklesir. ABL proteininin yapisinda bulunan 3 farkli SRC
homoloji alan1 (SH1-SH3), proteinin NH2 ucunda bulunur. SH1 alani, tirozin
kinaz fonksiyonuna sahip iken SH2 ve SH3 alanlar1 ABL proteinlerinin diger
proteinlerle etkilesimine yardimci olur. Mutasyona ugramamis normal ABL
proteini hiicre dongiisiinli, programli hiicre Oliimiini, hiicre biiylime ve

cogalmasini ve hiicrelerin strese yanitini kontrol eder [52].

22. kromozom iizerinde bulunan BCR geni, 160 kDa agirliginda BCR adli bir
protein Uretir. BCR proteininin NH; ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesinin
bir Gyesi olan Bap-1 proteinini ve BCR proteinini hedefleyen serin treonin
kinaz1 kodlamaktadir. BCR proteininin merkezinde Rho-Guanidin baglanma
bolgesi yer alir. Rho-Guanidin faktorleri, NF-xB gibi transkripsiyon faktorlerini
aktive eder. BCR proteininin C- ucu GTPaz islevine sahiptir. BCR proteini, 177.
tirozin amino asidi basta olmak {izere bir¢cok tirozin kalintisindan
fosforlanabilir. Bu durum BCR’nin RAS sinyal yolagi’nin aktivitesini etkileyen

GRB-2 proteinine baglanmasini saglar [52].

Yapilan molekiiler genetik incelemeler sonucunda 9. kromozomun 9q34
bolgesinde bulunan ABL geninin, 22. kromozoma translokasyon yolu ile
gectigi gorilmistiir. 22. kromozomdaki kirilma noktalarinin DNA’nin 5-6

kb’lik bir bolimiinde meydana geldigi bulunmus ve bu noktaya kirilma
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noktasinin kiimelesmis bdlgesi breakpoint cluster region (BCR) denilmistir.
Dogal c-ABL proteini c¢ekirdek icinde bulunur ve kinaz aktivitesi hiicrenin
gereksinimlerine gore dizenlenir. BCR-ABL fuzyonu ise hiperaktif bir
sitoplazmik tirozin kinaz aktivitesi ile sonuglanir. Bu tirozin kinaz farklilagsmay1
engeleyemez ancak myeloid serisi hiicrelerin yasam kabiliyetini ve ¢ogalmasini
arttirir. Ph translokasyonu sirasinda ABL geni iizerindeki kirik her zaman ABL
ekzon 2’nin 5’ucunda 300 kb’lik bir alanda gergeklesirken, BCR geni
iizerindeki kirik cesitli bolgelerde olusabilir ve farkli biiyiikliikte anormal
flizyon tirozin kinaz genlerinin olusumu ile sonuglanabilir. BCR/ABL fiizyon
proteininin etkisi 4 temel mekanizma ile Sekil 1.’da gosterildigi gibi

gerceklesmektedir [52].
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Sekil 2.4: BCR/ABL fiizyon proteini etki mekanizmasi [67]

KML oOncul (progenitor) hiicrelerinin, kemik iligi stroma hiicreleri ve
ekstraseliiler matrikse adezyonu azalir. Son arastirmalar stroma ile Onciil
hiicreler arasindaki etkilesimde dis ortamdan hiicre igine sinyal iletimini
baslatma yetenegine sahip  adezyon  (tutunma)  proteinlerinden  B-
integrinlerin, O6nemli rolii oldugunu  gostermistir. KML hiicrelerinin, fB1-
integrinin normal 6ncil hicrelerde bulunmayan bir varyantini eksprese ettikleri

gosterilmistir [52,53].
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BCR-ABL onkoproteini RAS, JAK/STAT, PI3K/Akt ve NF-«B gibi bir¢ok
mitojenik sinyal yolaginin aktivasyonuna sebep olur ve hiicre ¢ogalmasini,
apoptozun baskilanmasini ve ekstraseliiler matriks ile stroma arasindaki anormal
etkilesimi uyarir. Etkilesimlerin bir¢cogu adaptér proteinlerin BCR-ABL’ye

baglanmasi ve tirozin fosforillenmesi araciligiyla saglanir [52,53].

Wnt sinyalinin anormal aktivasyonu da diger mekanizmalar gibi 16semik kok
hiicrelerin olusumu ve devamliligi ile iliskilendirilmistir. KML’nin kronik
fazindan blastik kriz fazina gegisine graniilosit-makrofaj progenitér (GMP)
hicreleri, glikojen sentaz kinaz (GSK)-3 mutasyonlar1 ve katenin
stabilizasyonu onciiliikk eder. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, KML kok
hiicrelerinde Wnt sinyal yolagi iizerine tirozin kinaz inhibitoriiniin (TKI)
baskilayici etkisi olmasina ragmen bu hastalarda Wnt yolaginin yeniden aktive
olmasiyla birlikte hastalarda niikslerin meydana geldigi gosterilmistir. TKI ile
tedavi CD70 promotor metilasyonuyla iliskili olarak miR29’un ifadesini
azaltmistir. CD70’in yiiksek diizeyde ifade olmasi, Wnt sinyal yolaginin bir

aktivatorii olarak bilinen CD27’nin transkripsiyonunu artirdigi bilinmektedir.

Wang ve arkadaslari, AML l6semik kok hiicrelerinde katenin ifadesi ile birlikte
Wnt sinyalinin anormal diizeylerde oldugunu gostermislerdir [52]. B-hucreli
akut lenfoblastik I6semi (B-ALL) hiicrelerinin tedavisinde kullanilan kiigiik
molekiiller, katenin ve koaktivatori olan CBP’nin arasindaki iliskiyi
engellemistir. Bunun sonucunda, hiicreler farklilagmaya gitmis ve “kendini
yenileme (self renewal)” yeteneklerinde kayip goriilmiistiir. ICRT14, katenin-
TCF iligkisini bozan bir inhibitér olup Wnt hedef genlerinin ifadelerinde
azalmaya yol a¢gmaktadir. ICRT14, kemoterapi ile birlikte uygulandigi zaman
ALL hiicrelerinin canlilik ylizdesini diisiirdiigii ve tedaviye direngli hastalar

ilaca duyarli hale getirdigi yapilan ¢aligmalarda gdsterilmistir [52].

Arastirmacilar, kanser kok hiicrelerine (KKH) odaklanarak, bu hiicreleri
tanimlayabilecekleri molekiil ve yolaklar iizerine c¢alismalar yapmiglardir.
Saglikli kok hiicre (SKH) ve KKH genellikle benzer hiicre ylzey belirteclerini
eksprese eder. Yapilan calismalarda meme kanserinde spesifik belirtecler
eksprese eden KKH benzeri hiicreler karakterize edilmistir. Bu hiicreler CD44
ylzey belirtecini yiiksek, CD24 yiizey belirtecini diisiik olarak eksprese
etmektedir. Hem CD44 hem de CD24 hiicre yizey belirtegleri, Wnt’nin hedef
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genleridir. CD44, LRP6 aktivitesi lizerinden Wnt sinyal yolaginin pozitif
diizenleyicisi olarak gdrev yapar. Ayrica hiicre yiizeyinde katenin ile baglantili
halde bulunan E-kaderinin diisiik diizeyde ekspresyonunun olmasi kateninin
cekirdek translokasyonunu ve buna bagli olarak Wnt sinyal yolu aktivasyonunu
uyarir. Bunlara ek olarak ¢ok sayida Wnt/-katenin hedef geni yayilma, ve gog

ile iligkilendirilmistir [52].

Wnt sinyalinin anormal aktivasyonu, epigenetik mekanizma ile de
gergeklesebilmektedir. Caligmalarda c¢esitli Wnt sinyal yolagi inhibitorlerinin
ALL ve AML’de metil gruplarinin artig1 (hipermetilasyon oldugu) bulunmustur
[52].

Insan hiicre hatlarinda BCR/ABL ekspresyonunun, yiiksek tirozin kinaz
aktivitesi ve RAS onkogeninin aktiflesmesi ile biiyiime faktorii eksikliginden
kaynaklanan apoptozun olusumunu engelledigi ve diren¢ gelisimde etkili
gosterilmistir [52,53]. BCR/ABL, hiicre i¢i dengeyi hiicrenin biiylimesi ve
¢ogalmasi yoniine ¢evirirken apoptozu da engeller. BCR/ABL flizyon proteini,
mitokondriden sitokrom-c¢ salinimini Onleyerek kaspazlarin aktivasyonunu
engeller, Bcl-2 geninin ekspresyonunu da RAS veya PI3K yolu ile kontrol eder.
BCR/ABL geni ile transfekte edilen hicrelerde BCR/ABL proteininin Fas
reseptorii/Fas ligand sistemi ile apoptozu engelledigi gosterilmistir. BCR-
ABL’nin tirozin kinaz aktivitesi Crk-L gibi cesitli hiicresel substratlarin
fosforillenmesine de katkida bulunur ve bu yolla hiicre ¢ogalmasi ve yasamini

kontrol eden sinyal yolaklarinin aktiflesmesi saglanir [52,53].
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2. MATERYAL ve METOD

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup GB [Lycium
barbarum (L. Barbarum); kurt {iziimii] meyvesi oziitleri Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda, GB meyve 0ziitii
antioksidan tayini (Fenolik bilesikler, Flavonoidler) icerik tayini Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda hiicre ve doku
kiiltiirii deneyleri ile akim sitometrik hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii analizleri
Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstit(s
(ASDETAE) Immunoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Enzim baglantili
immiinosorbent test (ELIZA) deneyleri ise Istanbul Aydin Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

2.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

1) Kullanmilan Gida Takviyesi

a) Melatonin (Gonadosan AG, Almanya)
2) Kullanilan Hiicre Soyu

a) K562 insan kronik myeloid 16semi (ATCC ® CCL-243™)
3) Kullanilan Cihazlar

a) Laminar akim hiicre kiiltiir kabini (CESNA)

b) CO2’li Inkiibatér (THERMO)

¢) Santrifiij Cihaz1 (VWR)

d) Akim Sitometri Cihazi (Becton Dickinson)

e) Mikroplaka ve Kiivet Spektrofotometresi (Thermo Scientific

Multiskan GO UV/Vis)

f) Calkalayici1 (Orbital Shaker-Stuart, SSL1)

g) -80°C Derin dondurucu (Thermo)

h) Vorteks (ika)

i) Rotavapor (Buchi R-210)

J) Buzdolab1 (Argelik)
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k) 20°C Derin dondurucu (Bosch)
I) Distile su cihaz1 (Labconco)
m) pH metre (Radiometer PHM 92)
n) Hassas terazi (AND HM 200)
0) Isik mikroskobu (Nikon)
4) Kullanilan Kimyasallar
a) Fotal Sigir Serumu (Sigma-Aldrich 12106C, St. Louis, MO,

USA)

b) LookOut® Mycoplasma Erase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

¢) Antimikotik-antibiyotik (Sigma-Aldrich A5955, St. Louis, MO,
USA)

d) Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich 4333, St. Louis, MO,
USA)

e) Sodyum piruvat solisyon (Sigma-Aldrich S8636, St. Louis, MO,
USA)

f) Dondurma medyumu (Sigma-Aldrich C616, St. Louis, MO,
USA)

g) RPMI-1640 (Gibco 11875085)

h) Petrol eteri (Merck Chemicals 1.01775.5000, Damstadt,
Germany)

1) Kloroform (Sigma-Aldrich 34854, St. Louis, MO, USA)

J) Metanol ( Sigma-Aldrich 34885, St. Louis, MO, USA)

k) Sodyum karbonat (Na2CO3; Merck 106398)

I) Sodyum wolframat (Na2WO4.2H20; Merck 106672)

m) Sodyum molibdat (Na2Mo04.2H20; Merck 386521)

n) %85’lik fosforik asid (H3PO4;Merck 100564)

0) Derisik hidroklorik asid (HCI; Merck 100314)

p) Lityum sulfat (Li2SO4; Merck 105694)

q) Brom (Br2; Merck 101945)

r) Gallik asid (3,4,5-hidroksibenzoik asid; Sigma G7384)

s) Sodyum nitrit (NaNO2; Merck 106544)

t) Aluminyum klorir (AICI3.6H20; Merck 101083)

u) Sodyum hidroksit (NaOH; Merck 106462)
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v) Katesin (Fluka 22110)

w) Etanol (100983-Merck)

Xx) CHAPS liziz solusyonu (ZC10003-Invitrogen)

y) Dimetil sulfoksit (DMSO)-Hybri-Max™ (D2650; Sigma-
Aldrich)

5) Kullanilan Sarf Malzemeler

a) Insert (ThinCertTM-Greiner Bioone 657640; ThinCertTM-
Greiner Bioone 662640)

b) Rackli pipet uglar1 (20-200 ul; 100-1000 ul; 0.1-10 ul; 20-200 ul;
Eppendorf)

c) DNA saklama kab1 (5 ml; Cryotechnics 5400948)

d) Enjektoér (5 cc, 10 cc ve 50 ml’lik; Set Inject)

e) 0.2 mikronluk Enjektor filtre (TPP 99722)

f) Kriyo tup 2 ml (TPP 89020)

g) 75 cm?2’lik hiicre kiltiir flaski (TPP 90075)

h) 25 ecm2’lik hiicre kiiltiir flaski (TPP 90025)

1) 6 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir kabi (TPP 92006)

J) 24 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir kab1 (TPP 92024)

k) 10 ml’lik tek kullanimlik steril pipet (TPP 94010)

I) 5 mI’lik tek kullanimlik steril pipet (TPP 94005)

m) 3.0 ml’lik tek kullanimlik pasteur pipeti (LP Italiana 135138)

n) 15 ml’lik santrifuj tipt (TPP 91015)

0) 50 mI’lik Santrifij tlpu dibi konik TPP 91050

6) Kullanilan Kitler

a) Hiicre sayisi saptama kiti (A starter kit, M1293-0020)

b) Apoptoz Saptama Kiti-(FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit I, BD Pharmingen-556570)

c) Hucre dongust saptama kiti (Cell Cycle Kit, BD Pharmingen
558662)

d) Kaspaz-3 ELIZA kiti (Sigma-Aldrich CASP-3C)

e) Kaspaz-8 ELIZA kiti (USCN SEA853Hu)

f) Kaspaz-9 ELIZA kiti (USCN SEA627Hu)

g) Bcl-2 ELIZA kiti (USCN SEA778Hu)

h) Bax ELIZA kiti (USCN SEB343Hu)
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2.2. Bitki Materyali

Calismamizda kullanilan GB bitkisinin meyveleri ticari bir web sitesinden
alinmis olup Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik

Anabilim Dal1 tarafindan teshis edildikten sonra bitki 6ziitii hazirlandi.

2.2.1. Gojiberry oziitiiniin hazirlanmasi

GB meyveleri aktif bilesenlerin 1s1 ile bozulmasini dnlemek i¢in laboratuvarda
steril ortamda, golgede 30 giin kurutuldu ve ufak parcalara ayrildi. 30 g
kurutulmus GB meyveleri, makasla kii¢lik pargalara ayrildi. Meyve parcalari
metanol (100 ml), petrol eteri (30 ml) ve kloroform (50 ml) ile yaklasik olarak
24 saat Soxhlet aparatinda refliiks edildi. Elde edilen karisim rotaevaporatore
konularak metanol, petrol eteri ve kloroform ekstreden uzaklastirildi. Ekstre
edilebilen bilesik miktar1 (EC) tayin edildi. Elde edilen ekstre daha sonra
kullanilmak iizere ufak cam kaplara konularak -20°C’de sakland1 [55,56].

2.3. Antioksidan Aktivite Deneyleri

2.3.1. Total fenolik bilesik miktar tayini

Metanollii ekstrelerinin total fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteu ayiraci ile

kolorimetrik olarak tayin edildi [55,56].

2.3.2. Kullamilan ¢ozeltiler

%2’lik Na,COs: 2 g Nap,COj3 distile su ile ¢oziilip 100 mL’ye tamamlandi.
Folin-Ciocalteu Ayiraci: 1500 mL’lik balona 100 g Na,WOQ0,.2H,0, 25 ¢
Na;Mo00,4.2H,0, 700 mL distile su, 50 mL %85 H3PO, ve 100 mL derisik HCI
konularak geri sogutucu altinda 10 saat kaynatildi. Karisima 150 g Li;SOy4, 50
mL distile su ve birka¢ damla Br; ilave edildi. Ceker ocak altinda 15 dakika
kaynatilarak sogutulduktan sonra hacmi distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Ayirag kullanilmadan 6nce 1/3 oraninda distile su ile seyreltildi.

2.3.3. Deneyin Yapilisi

Ekstreler 40 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve ultrasonik

banyoda 20 saniye tutularak ¢o6zildi. Uygun coziculerle uygun oranlarda
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seyreltilerek (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) elde edilen c¢ozeltilere deney
uygulandi.

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden kuyucuklara 8 puLL konularak
tizerine 260 pL distile su ilave edildi. 8 uL Folin-Ciocalteu ayiraci ve 24 pL
%2’lik Na,CO; ¢ozeltisinden ilave edildi. Mikroplaka 2 saat karanlikta
bekletildikten sonra meydana gelen mavi rengin absorbansi, distile su iceren

kore karsi, 760 nm’de ELISA mikro-plaka okuyucuda élculdu.

Sonuglar gallik asid standart egri denklemi kullanilarak “mg gallik asid
ekivalanlari/g meyve” olarak ifade edildi. Sonuglar, ayrica “mg gallik asid
ekivalanlari/g kuru meyve agirligi (DW)” olarak da hesaplandi. Deneyler 3 kez

tekrarland1 ve elde edilen sonuglarin aritmetik ortalamalar1 hesaplandi.

2.3.4. Gallik asid standart egri denkleminin elde edilmesi

Gallik asid standart egri denkleminin elde edilmesi i¢in once gallik asidin 5
mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin distile su ile seyreltilmesiyle
konsantrasyonlar1 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL 0.0625 mg/mL ve
0.03125 mg/mL olan ¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere modifiye edilmis Folin-
Ciocalteau deneyi uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslari 760
nm’de ELISA mikro-plaka okuyucuda o6l¢iildii. Deney 6 kez tekrarlandi ve

bulunan degerler ile gallik asid standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi
elde edildi.

2.3.5. Total flavonoid miktar tayini

Meyvelerinin metanollii ekstrelerinin total flavonoid miktarlar1 tarafindan
tanimlanan standart kalorimetrik Ol¢limde bazi degisiklikler yapilarak tayin

edildi [55,56].

2.3.6. Kullanilan cozeltiler

% 5’lik NaNO,: 5 g NaNO, distile su ile c¢ozilerek hacim 100 mL’ye

tamamlanda.

% 10’luk AICI3: 10 g AICI; distile su ile cozilerek hacim 100 mL’ye

tamamlanda.

1 M NaOH: 4 g NaOH distile su ile ¢oziilerek hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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2.3.7. Deneyin yapilisi

Ekstreler 40 mg/mL olacak sekilde eppendorf tiiplerine konuldu ve ultrasonik
banyoda 20 saniye tutularak ¢6zildi. Uygun c¢ozlcilerle seyreltilen ¢ozeltilerle

(20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) deney yapildi.

25 pL ekstre veya standart olarak kullanilan katesin ¢ozeltileri {izerine 125 pL
distile su eklendi. 7.5 pL %5’1lik NaNO; ilave edildikten 5 dakika sonra 15 pL
%10’luk AICI; ilave edildi ve karisim 5 dakika bekletildikten sonra 50 uL. 1 M
NaOH ilave edildi. Karisim {izerine 27.5 pL distile su ilave edilerek karistirildi.
Olusan rengin absorbanst 510 nm’de ayira¢ koriine (distile su) karst 6l¢tildii.
Sonuglar katesin standart egri denklemi kullanilarak mg katesin ekivalanlari/g
meyve olarak ifade edildi. Deneyler 3 kez tekrarlandi ve aritmetik ortalamalari

hesaplandi.

2.3.8. Katesin standart egri denkleminin elde edilmesi

Katesinin 2,5 mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢o6zeltinin distile su ile
seyreltilmesiyle konsantrasyonlart 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.0625 mg/mL,
0.03125 mg/mL ve 0.015625 mg/mL olan c¢ozeltiler elde edildi. Cozeltilere
deney uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslart 510 nm’de ELISA
mikro-plaka okuyucuda Olguldi. Deney 6 kez tekrarlandi ve bulunan degerler ile

katesin standart egrisi ¢izildi ve regresyon denklemi elde edildi.

2.4. Gida Takviyesi: Melatonin

Deneyde kullanilan Melatonin gida takviyesi (Now, IL, Amerika Bilesik
Devletleri) bugday, soya, gliiten, siit, yumurta, balik, kabuklu deniz hayvani,
agacfistig1 ve jelatin igermemekle birlikte 1 kapsiil 5 mg olup 5 mg melatonin,
seliloz, bitki polisakkaridi (kapsul) ve magnezyum stearat (bitki takviyesi)

icermektedir.

2.5. iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirii ile Gerceklestirilen Deneyler

2.5.1. Iki boyutlu hiicre Kiiltiri

Calismada kullanilan K562 KML hiicre soyu (ATCC® CCL-243™) Amerikan
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu hiicre bankasindan (Manassas, VA, A.B.D) alindi
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(Sekil 2.1). KML hiicre soyu igin besi ortam1 olarak %1 antibiyotik-antimikotik
soliisyon, 1.0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/L sodyum bikarbonat, inaktive edilmis
%10 fotal sigir serumu (FBS) eklenmis RPMI-1640 (Gibco; Thermo Fisher
Scientific, Inc.) kullanildi. Hiicreler bu besi ortamini iceren 25cm? ve 75cm?’lik
flasklarda, sicakligi 37 °C ve i¢ ortami %5 CO,, %95 nem olan rutubetli

inkiibator ortamina uyum saglayip ¢cogalmasi saglandi [57].

F

Sekil 2.1: KML I6semi hiicrelerinin hiicre kaplarinda ¢ogalma asamalar1 (Orijinal
blyitme x30)

2.5.2. Deney modeli

Deneylerde tek hiicre sispansiyonundan 3x105 KML hicresi bitin zaman
araliklar1 (24 ve 72 saatler) i¢in 3’er ml RPMI-1640 besiyeri iceren 3’er
kuyucuga ekildi ve inkiibatér ortaminda tutuldu. Bu asamadan sonra, Gojiberry
(GB) ve Melatonin (MLT) tek tek ve birlikte hiicrelere uygulandi. Deney
gruplar1 su sekilde belirlendi:

1. Kontrol grubu (Hig¢bir uygulama yapilmamis grup)
2. GB grubu
3. MLT grubu
4

Kombinasyon grubu

Uygulamalarin etkileri hiicre ¢ogalmasi (toplam hiicre sayisi), hiicre
canliligi/programli hiicre 6liimii/6li hiicre orani ve hiicre dongiisii faz oranlari
[Akan hicre olger ile Anneksin-V-Fluoresan isotiyosiyanat/propidyum iodid
(Anneksin-V-FITC/PI) yontemi] ile apoptotik (kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9,
bax) ve anti-apoptotik/direng proteinlerin seviyeleri (bcl-2) (ELIZA yontemi) ile
degerlendirildi. Kuyucuklu kiiltiir kaplarinda insertler araciligi ile hiicrelere

uygulanmis GB ve MLT Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2: GB ve MLT uygulanmis KML kiiltiirleri
2.5.3. Hiicre ¢ogalma indeksi

Deneylerde 5x105 K562 hiicresi biitiin zaman araliklar1 (24. ve 72. saatler) i¢in
5’er ml RPMI-1640 medyumu igeren 3’er kuyucuga ekildi ve inkiibator
ortaminda tutuldu. Hiicre sayis1 degisiklikleri propidyum iodid (PI) boyamasini
baz alan ve icinde liziz tamponu, stabilizasyon tamponu ve nikleokasetler
bulunan ticari bir kit (A starter kit; ChemoMetec A/S, Allerod, Denmark)
kullanilarak otomatik hiicre sayici ile belirlendi. 24. ve 72. saatler sonunda
K562 hiicresi santrifiij teknigiyle toplandi. Hiicreler liziz tamponu ve
stabilizasyon tamponu ile 5-8 dakika muamele edilerek tek tek hale getirilip
parcalandi. Pargalanan hiicreler PI kapli niikleokasetlere yiiklendi ve
cekirdeklerinin PI boyanmasi saglandi. Hiicre sayma aracinda 30-35 saniye
icinde PI floresansi baz alinarak sayildi, kite 6zel bir yazilim ile analiz edildi ve

raporlandi [58].

2.5.4. Canl, apoptotik ve 6lii hiicre oranlar

Canli, apoptotik ve oOlii hiicre oranlarinin akan hiicre Olger ile tespiti igin
Anneksin-V-FITC ve PI ikili boyamasma dayali kitin uygulama talimatlari
kiiciik degisiklikler yapilarak uygulandi. Deneylerde 3x105 K562 hiicresi biitiin
zaman araliklar1 (24. ve 72. saatler) igin 3’er ml RPMI-1640 medyumu iceren
3’er kuyucuga ekildi ve inkiibatér ortaminda tutuldu. 24. ve 72. saat sonunda
hiicreler toplandi, sayma kamaras: ile sayildi, PBS ile iki defa yikandi ve
apoptoz kitinde bulunan baglama tamponu (0.01 M HEPES, 0.14 mM NaCl, 2.5
mM CacCl,) eklenerek siispansiyon haline getirildi. Baglama soliisyonu i¢indeki

hiicre siispansiyonuna (100 pl baglama soliisyonu i¢inde 1x105 hiicre) 5 pl
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FITC-etiketli Anneksin V-FITC ve vital boya olan Pl eklenerek oda isisinda
karanlikta 15 dakika bekletildi. Sonra Anneksin-V-FITC) ve PI ile verdigi
floresans akan hiicre Olger ile Olgiildi. Sonucglar CellQuest ve WinMDI adli
analiz programlar1 ile degerlendirildi ve kontrol grubuna gore ilaglarin 6lii, canh

ve apoptotik hiicre oranlar1 iizerine etkileri saptandi [58].

2.5.5. Hicre déngust

Deneylerde 3x105 K562 hiicresi biitiin zaman araliklar1 (24. ve 72. saatler) i¢in
3’er ml RPMI-1640 medyumu igeren 3’er kuyucuga ekildi ve inkiibator
ortaminda tutuldu. Deneyler, tekrar 72 saat icin gerceklestirildi. Bu saatler
sonunda hiicreler toplandi ve toplanan hiicreler kit i¢inde yer alan sodyum sitrat,
siikroz ve dimetilsiilfoksid iceren 1 ml tampon soliisyonu ile oda 1sisinda 5
dakika bekletildi 400xg’de 5 dakika santrifilj edildikten sonra Ustteki sivi atildi.
tamponu i¢inde yer alan tripsin ile 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Hiicre
parcalanmasini durdurmak ve RNA’y1 par¢alamak icin iizerine 200 pl spermin
tetrahidroklorid iceren sitrat stabilize edici tampon icinde tripsin inhibitéri ve
riboniikleaz A ile oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Daha sonra 200 pl spermin
tetrahidroklorid igeren sitrat stabilize edici tampon icinde Pl ile 4°C’de
karanlikta 20 dakika bekletildi. En son asamada 500 pl tampon soliisyonu
eklendi ve DNA’larin PI ile verdigi floresans akan hiicre Olger cihazi ile
Olciildi. Sonuglar, CellQuest adli analiz programi ile degerlendirildi ve

raporlandi [58].

2.6. Apoptotik ve Anti-Apoptotik (Direng) Protein Seviyeleri Uzerine Etkileri
Protein Miktarinin Bicinkromik Asit (BCA) Protein Tayin Yontemi ile

Saptanmasi

Orneklerin protein miktarlarinin tayini i¢in Biginkromik Asit (BCA) Protein
Miktar Tayin Yontemi tercih edildi [3]. Bu yontemde Ornek g¢alisma ayiraci
oran1 1:8 ve protein miktar calisma araligi 20-2000 pg/ml olarak belirlendi.
Mikroplaka yonteminde 96 kuyucuklu mikroplaka kullanildi. Standartlar
hazirlamak icin s1gir serum albumin (BSA) kullanildi [63].
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Bu calismada protein miktar ¢aligma araligi 125-2000 pg/ml olarak belirlendi.
Bu noktada mikroplaka kuyucuklarina her bir 6rnek ve standarttan 25 pL kondu.
Calisma soliisyonu, 50 kistm 0.1 M sodyum hidroksit i¢ginde sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, bi¢inkromik asit, sodyum tartarattan olusan c¢alisma
cOzeltisi A ve 1 kisim % 4 bakir siilfattan olusan ¢alisma ¢ozeltisi B 6rnek ve
standart sayisina gore karistirilarak hazirlandi. Bu asamadan sonra ¢ok kanall
mikropipet kullanilarak her bir kuyucuga 200 pl ¢alisma soliisyonu eklendi ve
tizeri kapatildi. Mikroplaka sallayicida 40 saniye karistirildi ve 37 °C’de 30
dakika tepkime olusmasi i¢in bekletildi. Daha sonra mikroplaka oda 1sisina
ulagmasi1 (20-22 °C) igin 10-15 dakika laboratuvar ortaminda bekletildi.
Orneklerin absorbans degerleri (A) 540 nm dalga boyunda okundu ve
kaydedildi. Orneklerin protein miktarlarinin BSA standartlarina gore

hesaplanmas1 amaciyla standart egri grafigi olusturuldu [68].

2.6.1. Kaspaz-3 seviyeleri

Bu protein seviyelerinin tespiti i¢in kitin uygulama talimatlar1 degisiklikler
yaparak izlendi [5]. Kaspaz -3 seviyeleri, kaspaz-3 enzimi tarafindan peptid
substrat1 asetil-Asp-Glu-Val-Asp nitroanilidinin (Ac-DEVD-pNA) hidroliz
edilmesi sonucunda agiga ¢ikan p-nitroanilinin (pNA) kolorimetrik olarak
saptanmasi1 esasina dayanir. 5 pl BCA ile protein konsantrasyonlar1 belirlenmis
gruplara ait ornekler 96’lik mikroplakalara kondu. Sonra iginde 85 pl Ix
konsantrasyonda 200 mM HEPES (pH:7.4), %1 CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM
EDTA bulunan deney tamponu kondu. Daha sonra 10 pl 2mM kaspaz-3
substrat1 (Ac-DEVD-pNA) kondu, 37 °C’de 120 dakika her 30 dakikada bir 1
dakika orbital sallayicida 500 rpmde ¢alkalanarak bekletildi. p-nitroanilinden
200 uM stok soliisyon kullanilarak 200 pM da dahil olmak Uzere deney
tamponu ile seyreltilerek 10 uM, 20 uM, 50 uM 100 uM konsantrasyonlarda
standartlar hazirlandi. Herbir 6rnegin kondugu mikroplakaya ayrica 100 pl bu p-
nitroanilin standartlarindan kondu. Mikroplakalarda orneklerin absorbans
degerleri 5 dakika icinde 405 nmde mikroplaka okuyucuda okundu ve
kaydedildi bundan sonra Excel 2016°da cizilen
p-nitroanilinden  gelen  kalibrasyon egrileri  denklemleri  kullanilarak

absorbanslar konsantrasyona (umol) ¢evrildi [59].

32



2.6.2. Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax ve Bcl-2 seviyeleri

Bu protein seviyelerinin tespiti icin kitlerin uygulama talimatlar1 kiigiik
degisiklikler yapilarak uygulandi [5]. Buna gore protein standartlar1 ve BCA ile
protein konsantrasyonlari belirlenmis 6rnekler Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2,
RIPK ve
nf-kappaB kaplanmis olan 96’lik mikro plakalara 100 pl’de eklendi ve 90
dakika

37 °C’de 30 dakikada bir 1 dakika orbital sallayicida 500 rpmde calkalanarak
bekletildi. Standartlar Kaspaz-8 0-40 ng/ml (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0
ng/ml), Kaspaz-9 0-20 ng/ml (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0 ng/ml), Bcl-2
0-100 ng/ ml (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0 ng/ml) ve Bax 0-25ng/ml
(25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0 ng/ml) olarak belirlendi [68].

Daha sonra drnekler uzaklastirildiktan sonra yikama yapilmadan proteine 6zgii
primer antikorun bulundugu deteksiyon soliisyonu A 100 pl eklendi ve 60
dakika 37 °C’de 30 dakikada bir 1 dakika orbital sallayicida 500 rpmde
calkalanarak bekletildi. Bu asamadan sonra mikroplakalar 4 defa 300 ul yikama
soliisyonu kullanilarak yikandi. Sonra mikroplakalara primer antikora 6zgii
sekonder antikor ve buna bagli streptavidin bagli yaban turpu peroksidazi (HRP)
bulunan 100 pl deteksiyon solisyonu B eklendi ve 40 dakika 37 °C’de 20
dakikada bir 1 dakika orbital sallayicida 500 rpmde ¢alkalanarak bekletildi [59].

Yikama asamasi 5 defa tekrar edildi ve karanlikta 90 pul 3,3'.5,5;-
tetrametillbenzidin (TMB) kromojen ilave edildi, 37 °C’de bekletildi ve 10-20
dakika i¢inde bazi kuyucuklarda reaksiyon pozitifligini gosteren mavi renk
olusumu go6zlendi. Bu kromojen {lizerine reaksiyonu durdurmak i¢in 50 pnl
durdurucu soliisyon eklendi ve rengin saritya donmesi gozlendi (Sekil 3).
Mikroplakalarda orneklerin absorbans degerleri 3-5 dakika icinde 450 nmde
mikroplaka okuyucuda okundu ve kaydedildi. Bundan sonra Excel 2016’da
cizilen standart egrilerden gelen denklemler kullanilarak absorbanslar
konsantrasyona (ng/ml, pg/ml, pmol) ¢evrildi [63]. Calismada kullanilan Bcl-2
ELIZA kiti, 96 kuyucuklu protein kaplanmis mikro plakalarda kromojen
konduktan sonra olusan konsantrasyona gore degisimi ve kullanilan mikro plaka

okuyucu cihaz Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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(a) (b) (c)
Sekil 2.3: ELIZA

(@) Bcl-2 ELIZA kiti, (b) Protein kaplanmis mikro plakalarda kromojen
konduktan sonra konsantrasyona gore degisen mavi renk, (c) Mikro plaka

okuyucu

2.6.3. istatistiksel analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Caligsma
verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro
Wilks testi ile degerlendirilmistir. Tiim deneyler(n:6) 3 kez tekrarlandi ve elde
edilen veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak gosterildi. Test edilen
maddelerin arasindaki farkin degerlendirilmesinde Anova testinden yararlanildi.

Istatistik degerlendirme agisindan anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Gojiberry Meyve Oziitii Antioksidan Tayini (Fenolik Bilesikler ve
Flavonoidler Icerik Tayini)

Fenolik bilesiklerin (Meyve agirliginin her grami igin gallik asit ekivalani
(GAE) olarak) ve flavonoid (Meyve agirliginin her grami i¢in katesin ekivalani
(CAE) olarak) miktarlar1 sirasiyla 3.35+0.23 mg GAE/g ekstre ve 1.7+0.18 mg
CAE/g ekstre) olarak belirlenmistir.

3.2. Hiicre Cogalma Indeksi

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan ortalama

hiicre sayilarinin degerlendirilmesi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

2500000

2000000
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$ 1500000 GB
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500000 I - W GB+MLT
0 i
24 72
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Sekil 3.1: Hiicre sayilari

Sonuclar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

Sekil 3.1’de gosterilen K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; MLT, Melatonin;
GB+MLT, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki sonuglar ortalamat SD olarak

gosterilmistir.
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Farkli deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan

ortalama hiicre sayilarinin gruplar arasi analizi sonucunda

Deney grubu hiicre sayilari, kontrol grubu hiicre sayilar1 ile
kiyaslandiginda 24. saat hiicre sayisi ortalamalari istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.00001, Pm.7<0.00000001,
Pee+mL7<0.000001).

Deney grubu hiicre sayilari, kontrol grubu hiicre sayilar1 ile
kiyaslandiginda 72. saat hiicre sayisi ortalamalari istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.00001, Py.1<0.000001,
Pce+mL7<0.000000001).

24. saatte

GB grubunda saptanan hiicre sayisi1 ortalamasi, MLT ve GB+MLT
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek
bulundu (PmL7<0.0000001, Pgg+miL7<0.00001).

MLT grubunda saptanan hiicre sayisi ortalamasi, bu saatteki en diisiik
ortalama olup, GB ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pece< 0.0000001,
Pee+mL7<0.01).

GB+MLT grubunda saptanan hiicre sayis1 ortalamasi bu saatteki diigiik 2.
ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diisiik, MLT grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlaml

duzeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.0000001, Pyt <0.01).

72. saatte

GB grubunda saptanan hiicre sayis1 ortalamasi, MLT ve GB+MLT
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek
bulundu  (PmL7<0.0001, Pgg+miL7<0.0000001).

MLT grubunda saptanan hiicre sayis1 ortalamasi bu saatteki diisiik 2.
ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik, MLT grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli
dizeyde yiksek bulundu (Pgg< 0.0001, Pgg+mit <0.000000001).
GB+MLT grubunda saptanan hiicre sayis1 ortalamasi bu saatteki en

disiik ortalama olup, GB ve MLT gruplarinin ortalamalarindan
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istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.0000001,
PmLt <0.000000001).

3.3. Canli, Apoptotik ve Olii Hiicre Oranlar

Akan hiicre dlger ile analiz sonucu farkli deneysel gruplarda saptanan 24 ve 72.
saatlere iligskin canli, toplam apoptoz ve Oli 16semi hiicre oranlarinin

degerlendirilmesi Sekil 3.2°de gdsterilmistir.

A. 24. saat 72. saat B.
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2 72
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Sekil 3.2: Canli, Apoptotik ve Olii Hiicre Oranlari

Sekil 3.2°de gosterilen: A. Akan hiicre 6lger analizi sonucu farkli deneysel
gruplarda saptanan 24 ve 72. saatlere iliskin ortalama canli, toplam apoptotik ve
Olii 16semi hiicre oranlarinin kullanilan ticari kit esas alinarak paneller ile
gosterimi: sol alt taraftaki boliimdeki yogunluk noktalar1 canli hiicreleri
(annexin V-; PI-), sag alt taraftaki boliimdeki yogunluk noktalari erken
apoptotik hucreleri (annexin V+; Pl-), sag iist taraftaki bolimdeki yogunluk
noktalar1 ge¢ apoptotik hiicreleri (annexin V+; PI+) ve sol iist taraftaki
boliimdeki yogunluk noktalari ise Oli hiicreleri gdstermektedir; B. Farkhi
deneysel gruplarda saptanan 24 ve 72. saatlere iliskin canli 16semi hiicre
oranlar1 grafigi; C. Farkli deneysel gruplarda saptanan 24 ve 72. saatlere iliskin

toplam apoptotik 16semi hiicre oranlar1 (erken apoptoz ve ge¢ apoptoz
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oranlarinin toplami) grafigi; D. Farkli deneysel gruplarda saptanan 24 ve 72.

saatlere iliskin Olii 16semi hiicre oranlarn grafigi. K, Kontrol grubu; GB,
Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki

sonuglar ortalama+SD olarak gosterilmistir.

3.3.1. Canl hiicre oranlar

Deney grubu canli hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlari ile
kiyaslandiginda 24. saat ortalamalar: istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiik bulundu (Pgg< 0.00001, Pm7<0.000000001, Pgg+mi7<0.0000001).

Deney grubu canli hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlar ile
kiyaslandiginda 72. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiik bulundu (Pgg< 0.00001, Py 7<0.00001, Pgg+mL7<0.00000001).

24. saat

GB grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, MLT ve GB+MLT
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (PmL1<0.000000001, Pgg+miT<0.00000001).

MLT grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, bu saatteki en
diisiik ortalama olup, GB ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg<0.00000001,
Pee+mLt <0.001).

GB+MLT grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, bu saatteki
disiik 2. ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiik, MLT grubu ortalamasindan istatistiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg<0.000000001, Py 7<0.001).

72. saat

GB grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, MLT ve GB+MLT
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek
bulundu (PmL1<0.05, Pgg+mLT<0.0000001).

MLT grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, bu saatteki diislik
2. ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik, MLT grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiksek bulundu (Pgg<0.05, Pgg+mLt <0.0000001).

38



GB+MLT grubunda saptanan canli hiicre orani ortalamasi, bu saatteki en
disiik ortalama olup, GB ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.0000001,
PmLT<0.0000001).

3.3.2. Toplam apoptotik hiicre oranlari

Deney grubu toplam apoptotik hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre
oranlart ile kiyaslandiginda 24. saat ortalamalar1 istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg<0.00001, Py 1<0.00001,
Pee+mL7<0.00000001).

Deney grubu canli hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlari ile
kiyaslandiginda 72. saat ortalamalar1 istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yuksek bulundu (Pgg<0.00001, Py 7<0.00001, Pgg+mL7<0.0000001).

24. saat

GB grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi en diisiik
ortalama olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pwm7<0.01,
Pee+mL7<0.0000001).

MLT grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi, bu
saatteki diisiik 2. ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg<0.01, Pg+mLT
<0.00001).

GB+MLT grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi,
bu saatteki en yliksek ortalama olup, GB ve MLT gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli duzeyde yilksek bulundu
(Pcs<0.0000001, Py 7<0.00001).

72. saat

GB grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi en diisiik
ortalama olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (PmLT<0.05,
Pee+mLT<0.00001).
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MLT grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi, bu
saatteki diisiik 2. ortalama olup GB grubu ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg<0.05, Pgg+mLT
<0.000001).

GB+MLT grubunda saptanan toplam apoptotik hiicre orani ortalamasi,
bu saatteki en yiiksek ortalama olup, GB ve MLT gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulundu

(Pge< 0.00001, Py 7<0.05).

3.3.3. Olii hiicre oranlari

Deney grubu 6lii hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlar ile
kiyaslandiginda 24. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yuksek bulundu (Pgg<0.05, Pn1<0.00000000001, Pgg+mL7<0.0001).

Deney grubu 610 hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlari ile
kiyaslandiginda 72. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yUksek bulundu (PGB< 0.05, PyL1<0.01, PGB+MLT<O-000001)-

24. saat

GB grubunda saptanan 6lii hiicre orani ortalamasi en diisiik ortalama olup
MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (P 7<0.000000001, Pgg+mL7<0.05).
MLT grubunda saptanan o6li hiicre orani ortalamasi, bu saatteki en
yiksek ortalama olup GB ve GB+MLT gruplarnt ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Psg<0.000000001,
Pee+mL7<0.0000001).

GB+MLT grubunda saptanan Olii hiicre orani ortalamasi, GB+MLT
grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik, GB
grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu

(Pge< 0.05, PumLt <0.0000001).

72. saat
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GB grubunda saptanan 6lii hiicre orani ortalamasi, bu saatteki en diisiik
ortalama olup, GB ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel
olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (PmL7<0.001,
Pee+mL7<0.0000001).

MLT grubunda saptanan 6lii hiicre orani ortalamasi, bu saatteki 2. diisiik
ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pg<0.001, Pgg+mi7<0.000001).
GB+MLT grubunda saptanan 6lii hiicre orani ortalamasi, bu saatteki en
yiliksek ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamalarindan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.001, Pyt <0.000001).

3.4. Hlcre DOngusu

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan hiicre

dongiisii fazlarinin degerlendirilmesi Sekil 3.3’ de gosterilmistir.

Hiicre fazlari orani (%)
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Sekil 3.3: Hiicre dongiisii oranlar1

Sonuglar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

G0+G1 fazi oram

Kontrol grubuna gore incelendiginde, 24. saatte tiim gruplarin GO+G1 fazi

oranint istatiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi saptandi (Pgg< 0.00001,
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PmL7<0.000001, Pge+mi7<0.0000001). 72. saatte tiim gruplarin GO+G1 fazi
oranint istatiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi saptandi (Pgg<0.00001,

PmL7<0.00001, PGB+MLT<0.0000001).
S fazi oram

Kontrol grubuna gore incelendiginde, 24. saatte MLT ve GB+MLT grubunun S
faz1 oranimi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi, GB grubunun
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi saptandi (Pgg< 0.0000001,
PmLT<0.05, Pgg+mLT<0.00001). 72. saatte, GB ve MLT gruplarinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artirdigi, ancak kombinasyon grubunun istatistiksel
olarak anlamli diizeyde S fazi oranini azalttig1 saptandi (Pgg<0.05, Pp71<0.05,
Pee+mLT<0.001).

G2+M orani

Kontrol grubuna gore incelendiginde, 24. saatte tiim gruplarin G2+M fazi
oranini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi saptandi (Pgg< 0.00001,
PmLT<0.00001, Pgp+mLT<0.000001). 72. saatte yine tiim gruplarin G2+M fazi
oranini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 saptandi (Pgg<0.000001,
PmL7<0.000001, Pgg+miT<0.0000001).

Farkh deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan hiicre

dongiisii fazlar1 gruplararasi analizi sonucunda
G0+G1 fazi oram

24. saatte en yiikksek GO+Gl fazi oram1 kombinasyon grubunda (Pgg<
0.00000001, PpmL7T<0.000001), en diisiik oran ise GB grubunda saptandi
(Pee+mLT< 0.00000001, Py 7<0.0001). 72. saatte yine en yiksek oran ve en
diistik oran sirasiyla kombinasyon grubu (Pgg< 0.00000001, Py 1<0.00000001)
ve GB grubunda (Pgg+mL7< 0.00001, Py 1<0.05) saptandi.

S fazi oram

24. saatte en yiiksek S fazi oran1t GB grubunda (Pgg+mit< 0.00000001, Py 7<0.
0000001), en diisiik oran ise kombinasyon grubunda (Pgg< 0.00000001,
PmL7<0.00001) saptandi. 72. saatte ise en yliksek S fazi orant MLT grubunda
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(Pee+mLT< 0.0000001, Pgg<0. 05), En diisiik oran ise kombinasyon grubunda
(Pce< 0.000001, Py 7<0.0000001) saptandi.

G2+M orani

24. saatte en ylksek G2+M fazi oram1 GB grubunda (Pgg+mir< 0.001,
PmL7<0.05), en diisiik oran ise kombinasyon grubunda saptandi (Pgg< 0.001,
PmLr<0.01).  72. saatte ise yine ayni sonuglar tespit edildi. En yiiksek G2+M
fazi oran1 GB grubunda (Pgg+mLT< 0.00001, Pp 7<0.01), en diisiik oran ise

kombinasyon grubunda saptandi (Pgg< 0.00001, Py 1<0.05).

3.5. Apoptotik, Nekroapoptotik ve Antiapoptotik (Direng) Protein Seviyeleri

3.5.1. Kaspaz-3 seviyeleri

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Kaspaz-3

diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4: Kaspaz-3 seviyeleri

Sonuclar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

e Deney grubu kaspaz-3 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-3 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 24. saat kaspaz-3 seviyeleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.00001, Py 7<0.000001,
Pce+mL7<0.000000001).

e Deney grubu kaspaz-3 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-3 seviyeleri ile

kiyaslandiginda 72 saat kaspaz-3 seviyeleri ortalamalar1 istatistiksel
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olarak  anlamli  diizeyde yiikksek bulundu (Pgg< 0.000001,
PmLT<0.000001,
Pee+mLt <0.000000001).

Farkli deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan

Kaspaz-3 diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

24. saat

GB grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Ppm 71<0.001, Pgg+mi7<0.0000001).
MLT grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
disiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli dilizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik bulundu (Ps<0.001,
Pee+m1L7<0.000001).

GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yiiksek ortalama olup GB ve MLT gruplart ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiliksek bulundu (Pgg< 0.0000001,
PmLt <0.000001).

72. saat

GB grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pm 7<0.05, Pgg+mL7<0.00001).

MLT grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
disiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik bulundu (Pee< 0.05,
Pee+mL7<0.00001).

GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-3 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yilksek ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.00001,
PmLt <0.00001).
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3.5.2. Kaspaz-9 seviyeleri

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iligskin olarak saptanan Kaspaz-9

diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.5’de goésterildi.

Kaspaz-9 seviyeleri (ng/ml)

72
Zaman (Saat)

Sekil 3.5: Kaspaz-9 seviyeleri

Sonuclar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

e Deney grubu kaspaz-9 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-9 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 24. saat kaspaz-9 seviyeleri ortalamalar:1 istatistiksel
olarak anlamli  diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.000001,
PmL7<0.000001, Pgp+mL7<0.0000000001).

e Deney grubu kaspaz-9 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-9 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 72. saat kaspaz-9 seviyeleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Peg< 0.000001,
PmLT<0.000001, Pgg+m7<0.00000000001).

Farkli deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan

Kaspaz-8 diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

24. saat

e GB grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde dustik bulundu (P 1<0.05, Pgg+mi7<0.0000001).
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e MLT grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
disiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli dilizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pe<0.05,
Pee+mL7<0.000001).

e GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yilksek ortalama olup GB ve MLT gruplarnt ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.0000001,
PmLT<0.000001).

72. saat

e GB grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pm7<0.01, Pgg+mL7<0.00001).

e MLT grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
disiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli dilizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisik bulundu (Pgp<0.01,
Pce+mL7<0.00001).

e GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-9 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yiiksek ortalama olup GB ve MLT gruplarnt ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.00001, Pyt
<0.00001).

3.5.3. Kaspaz-8 seviyeleri

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iligkin olarak saptanan Kaspaz-8

diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Kaspaz-8 seviyeleri (ng/ml)

1,2

1

mK
T
08 T
GB

0,6
0,4 B MLT
0,2 B GB+MLT

0

24 72
Zaman (Saat)

Sekil 3.6: Kaspaz-8 seviyeleri

Sonuclar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

Deney grubu kaspaz-8 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-8 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 24. saat kaspaz-8 seviyeleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli  diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.0000001,
PmLT<0.0000001, Pgg+mi7<0.0000001).

Deney grubu kaspaz-8 seviyeleri, kontrol grubu kaspaz-8 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 72. saat kaspaz-8 seviyeleri ortalamalari istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg<0.0001, P 7<0.00001,
Pee+mL7<0.000001).

Farkli deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan

Kaspaz-8 diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

24. saat

GB grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (P 7<0.05, Pgg+mL7<0.01).

MLT grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
diisiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli dilizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pe<0.05,
Pee+mL7<0.05).
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GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yiksek ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.01, Pm.t
<0.05).

72. saat

GB grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi en diisiik ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde disiik bulundu (Py7<0.0001, Pgg+mL7<0.00001).

MLT grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
diisiik ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli dilizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg<0.0001,
Pee+mL7<0.05).

GB+MLT grubunda saptanan kaspaz-8 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki
en yiksek ortalama olup GB ve MLT gruplarnt ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli dizeyde ylksek bulundu (Pgg< 0.00001,
PuLt <0.05).

3.5.4. Bax seviyeleri

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Bax

diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.7°de gdsterilmistir.

Bax seviyeleri (ng/ml)

16,00
14,00
mK
12,00
10,00 _ GB
8,00
6,00 - m MLT
4,00
2,00 B GB+MLT
0,00
24 72
Zaman (Saat)

Sekil 3.7: Bax seviyeleri
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Sonuglar ortalama (n:18) + standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;
GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

Farkh deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Bax

diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

Deney grubu bax seviyeleri, kontrol grubu bax seviyeleri ile
kiyaslandiginda 24. saat Bax seviyeleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlamli1 diizeyde yiliksek bulundu (Pgg< 0.0001, Py 1<0.0000001,
Pee+mL7<0.0000000001).

Deney grubu bax seviyeleri, kontrol grubu Bax seviyeleri ile
kiyaslandiginda 72. saat Bax seviyeleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg<0.00001, Py.1<0.000001,
Pee+mL7<0.0000001).

24. saat

GB grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi1 en diisiik ortalama olup
MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (P 7<0.001, Pgg+m7<0.000000001).
MLT grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2. diisiik
ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg<0.001, Pgg+mL7<0.00001).
GB+MLT grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi, bu saatteki en
yiiksek ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg< 0.000000001, Pmrt
<0.00001).

72. saat

GB grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi1 en diisiik ortalama olup
MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu (Py 7<0.0001, Pgg+mi7<0.000001).

MLT grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2. diisiik
ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan istatistiksel
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olarak anlamli diizeyde disiik bulundu (PeB< 0.0001,
Pee+mL7<0.000001).

GB+MLT grubunda saptanan Bax seviyeleri ortalamasi, bu saatteki en
yliksek ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiliksek bulundu (Pgg< 0.000001, Pgp+mLT
<0.000001).

3.5.5. Bcl-2 seviyeleri

Farkli deneysel gruplarda 24 ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Bcl-2

diizeylerinin degerlendirilmesi Sekil 3.8’de gdsterilmistir.

Bcl-2 (ng/ml)

9,0

8,0

7.0

6,0

5,0 m K

4,0 GB
mMLT
3,0

B GB+MLT

2,0

1,0

0,0
24 72

Zaman (Saat)

Sekil 3.8: Bcl-2 seviyeleri

Sonuclar ortalama (n:18) * standart sapma (SD) olarak gosterildi. K,Kontrol;

GB, Gojiberry; MLT, Melatonin; GB+MLT, Kombinasyon grubu

Deney grubu Bcl-2 seviyeleri, kontrol grubu Bcl-2 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 24. saat Bcl-2 seviyeleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisik bulundu (Pgg<0.00001, Py 71<0.000001,
Pee+mL7<0.0000001).

Deney grubu Bcl-2 seviyeleri, kontrol grubu Bcl-2 seviyeleri ile
kiyaslandiginda 72. saat Bcl-2 seviyeleri ortalamalari istatistiksel olarak
anlamli  diizeyde diisik bulundu (Pge<0.0001, Py 7<0.00001,
Pee+mL7<0.00000001).
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Farkli deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Bcl-2

diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

24. saat

GB grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi en yiiksek ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (P 7<0.01, Pgg+m7<0.00001).

MLT grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
yiksek ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisik bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pg<0.01,
Pce+mL7<0.00001).

GB+MLT grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki en
disiik ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.00001, Pyt <0.00001).

72. saat

GB grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi en yiiksek ortalama
olup MLT ve GB+MLT gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde yiiksek bulundu (P 7<0.05, Pgg+m7<0.000001).

MLT grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki 2.
ylksek ortalama olup, GB grubu ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulundu, GB+MLT grubu ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Pgg<0.05,
Pee+mL7<0.00000001).

GB+MLT grubunda saptanan Bcl-2 seviyeleri ortalamasi, bu saatteki en
disiik ortalama olup GB ve MLT gruplar1 ortalamasindan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Pgg< 0.05, PpmLt <0.00000001).
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda GB’nin ve MLT’nin tek basina ve birlikte kullanim1 ile KML
hiicreleri iizerine etkisini arastirildi. KML hiicrelerinin ¢ogalmasi {izerine
ozellikle de kullanilan K562 hiicresi iizerine kisitli etki ve/veya etkisiz oldugu
gosterilen MLT’nin yine diger l6semi tiplerinde inhibisyon etkisi oldugu daha
onceki ¢alismalarda gosterilmistir [30,29]. Rubio ve ark. MLT nin insan AML
hicreleri olan HL-60 hiicrelerinin biiyiimesini, G1 hiicre fazindan S fazina
gecisi engelleyerek ve birincil olarak Bax/Bcl-2 ekspresyonunu dizenleyerek
yani Bax seviyelerini artirip Bcl-2 seviyelerini azaltarak i¢ (mitokondrial)
apoptotik yolu tetikleyerek durdurdugunu goéstermistir [20]. Rana ve ark.
tarafindan yapilan calismada ise 24 CLL hastasinda MLT seviyelerine bakilmis
ve saglikli bireylerle kiyaslandiginda bu hastalarda MLT seviyelerinin belirgin
olarak azaldigi saptanmistir [23]. MLT, GB’ye gore K562 hiicre sayisini ve

hiicre canliligin1 daha fazla azaltmistir.

Buna goére herhangi bir yayin veya ¢alisma olmayan GB’nin KML hiicrelerine
etkisi inhibisyon etki olarak degerlendirildi. Gan ve arkadaslar1 GBP) c¢esitli
konsantrasyonlarda (20, 100, 500, 1000 mg/L) AML hicreleri olan HL-60
hiicrelerinde denemis ve hiicre biiylimesini doza dayali olarak ve zar
akiskanligini azaltarak durudurdugunu saptanmislardir [4]. Huang ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada total GB flavonoidlerinin (tGBF) fare lenfositik
l6semi hiicreleri olan L1210 hiicrelerinde 1s1 ¢ikisina etkileri arastirilmis ve
TF’nin 151 ¢ikisin1 engelledigi saptanmigtir [11]. Zhu ve ark. tarafindan insan
servikal karsinoma hiicrelerinde (HeLa) GBP etkisini arastiran calismada
GB’nin i¢ apoptoz yolagi lizerinden etkisini gosterdigi saptanmistir [10]. Bu
calismaya ek olarak, Luo ve arkadaslarinin yine GBP’yi PC-3 ve DU-145
prostat kanser hiicrelerine denedigi bir caligmada sirasiyla % 42 ve % 35 olmak
tizere yiiksek apoptotik oranlar saptanmistir ve bunu Bcl-2/Bax oranlarinin
diizenlenmesi iizerinden i¢ apoptotik yolagi aktifleyerek olusturdugu

goriilmiistiir [64]. Ceccarini ve ark. GB fenolik bilesenlerinin oksidatif stres,
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cogalma, apoptoz ve kanser gen ekspresyonlarini diizenledigini HepG2

hiicrelerinde diizenledigini gostermistir [6].

Calismamizda hiicre sayisinda ve hiicre canliliginda en diisiik azalma ile bu
verilere uyumlu olarak apoptotik ve 6lii hiicre oranlar1 ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve
bax seviyelerinde en diisiik artis GB grubunda saptandi. Ozellikle akan hiicre
Olgerden elde edilen apoptotik hiicre sonuglari ile kaspaz-9 seviyeleri tzerinden
kaspaz-3 aktivasyonu olmasi GB’nin etkisinin i¢ (mitokondriyal) apoptotik
yolak tizerinden gerceklestigini bize gostermistir. Apoptoz inhibisyonu yapan
diren¢ protein Bcl-2 seviyelerinde en diisiik azalma GB grubunda saptandi.
Calismamizda en diisik GO/G1 tutulumu ile diger fazlarda azalma da yine GB
grubunda goriildii. Bu veriler, 6nceki yapilan c¢alismalar ile uyumlu olarak
GB’nin  KML {izerindeki antiproliferatif etkisinin i¢ apoptoz yolaginin
aktivasyonu ve hiicre dongiisii tutulumu ile gergeklestigini gostermektedir. GB
KML hiicrelerinde bir ¢ogalmaya neden olmamis, inhibisyon yapmis ancak bu

inhibisyonda diger ajanlar kadar da etkili olmamistir.

Chen ve ark. yaptig1 calismada GBP’lerin IF-a2b ile birlikte miirin Renka
bobrek karsinoma hiicre soyuna in vitro ve in vivo uygulanmasi sonucunda
sinergistik immunoterapotik etki goriildii [65]. Bu hiicre sayisinda belirgin
azalma, hiicre bliylimesini durdurma ve apoptozu indiikleme saglayan bu etkinin
sinergistik olarak siklin D1, c-Myc ve bcl-2 seviyelerini azaltma ve bax
seviyelerini artirma yolu ile gergeklestigi de ayn1 ¢alismada gosterildi [65]. Xin
ve ark. GB’nin kalbi doksorobisin (DXR) toksisitesinden DXR-kaynakli
oksidatif stresden engelleyerek ger¢eklestirdigini gosterdi ve GB’nin DXR ile
birlikte kullanilabilecegi sonucuna vardi [66]. Sitokinler ya da antineoplastik
ajanlar ile basarili kombinasyon etkilerinin yanisira, Lu ve ark. yaptigi
calismada GBP’lerin Lewis akciger kanseri transplante edilen C57 BL fare
modelinde radyosensitizan etki gosterdigi ancak tek bagina GBP’nin tiimdrde bir
gerileme yapmadigi goriildi [8]. Gao ve ark. tarafindan yapilan baska bir
calismada GBP’lerin PC12 hiicrelerinde 6-hidroksidopaminin olustugu apoptozu
engelledigi ve koruyucu etki yaptig1 saptandi [63].

Losemi hiicrelerinde yapilan c¢alismalarda MLT’nin yaygin kullanilan
antineoplastik ajanlar ile birlikte kullaniminda da genelde sinerjistik etki

saptanmistir [22-28]. KOH tarafindan yapilan ¢alismada da MLT’ nin
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puromisinin  kaspaz-3 ve AMPK aktivasyonu ile HL-60 hucrelerinde
olusturdugu apoptoza karsi sensitizasyonu artirdigr gosterildi [14]. Yamanishi
ve ark. MLT ile yaptig1 ¢alismada klofarabine diren¢li NALM6/P (Insan B
hicresi lenfoblastik 16semisinin ana hiicre dizisi) ve SKW3/P (Insan T hiicresi
lenfoblastik 16semisinin ana hiicre dizisi) hiicrelerine MLT uygulanmais,
MLT’nin klofarabine direncli hticrelerde klofarabin sitotoksisitesini artan
asetilasyon mekanizmasi iizerinden artirdigi goriilmiistiir [26]. Zhelev ve ark.
kanser ilaglar1 olan everolimus ve barasertibi MLT ile birlikte kullanmis 16semi
lenfositlerini 6ldiirmede apoptotik yolu artirnp ROT’u azaltarak saglikli
lenfositlere zarar vermeden sinerjistik etki yakalamayr basarmistir. Ayni
calismada, doksorubisin ile de MLT kullanilmis apoptoz baskilanmasi, diisiik
ROT ve protein-karbonil seviyeleri ile birlikte aditif etki goriilmiistiir [27].
Todisco MLT’i siklofosfamid, somatostatin, bromokriptin, retinoidler ve ACTH
ile birlikte 4 tane daha once tedavi edilmemis progestif seviye I Rai CCL
hastalarina uygulamis, bunun sonucunda 2 ay sonunda toksisite goriilmeden
kismi bir gerileme saptanmis ancak kanser tekrar olusumu goriilmeden
sagkalima ulagilamamiglardir (125, 121, 73 ve 21 ay) [68]. Kemoterapik
tedaviler disinda da sinerjistik etki gosterimi Quintana ve ark. tarafindan
gosterilmistir. Yaptiklar1 ¢alismaya gore MLT nin hipertermi kaynakli apoptotik
yanit1 hiicre tipine baglh olarak diizenledigini saptamislaridir. MLT’ nin HL-60
AML hiicrelerinde ¢esitli kaspazlarda (kaspaz-2,3,8,9) aktivasyonuna ve
mitokondriden sitokrom C salinimina neden olmus, K562 KML ve MOLT-3

hicrelerinde ise bu etkiyi yaratmamistir [28].

Calismamizda kombinasyon grubundan sonra hiicre sayisinda ve hiicre
canliliginda en yiiksek 2. azalma ile bu verilere uyumlu olarak apoptotik ve 6li
hiicre oranlar ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve bax seviyelerinde en yiiksek 2. artig
MLT grubunda saptandi. Ozellikle akan hiicre 6lgerden elde edilen apoptotik
hiicre sonuglar1 ile ELIZA testi ile saptanan kaspaz-9 seviyeleri Uzerinden
kaspaz-3 aktivasyonu olmasi MLT’nin etkisinin i¢ (mitokondriyal) apoptotik
yolak iizerinden gerceklestigini bize goOstermistir. Calismamizda Bcl-2
seviyelerinde 2. en yiiksek azalma MLT grubunda saptanmistir. Calismamizda
2. en yiiksek GO/G1 tutulumu ve diger fazlarda azalma da yine MLT grubunda

gorildii. Bu veriler, 6nceki yapilan ¢alismalar ile uyumlu olarak MLT nin KML
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uzerindeki antiproliferatif etkisinin i¢ apoptoz yolaginin aktivasyonu ve hiicre
dongiisii tutulumu ile gergeklestigini gostermektedir. Calismamizda, MLT KML
hiicre sayis1 azalmasinda tek uygulanan gruplar arasinda en etkili grup olmasina

ragmen bu etkisi kombinasyon grubundan yiiksek bulunmamaistir.

Bir¢ok calisma, MLT nin reseptdre bagli ve reseptorden bagimsiz mekanizmalar
ile onkostatik etkilere neden oldugunu gosterdi [17]. MTNRIA tarafindan
kodlanan MT1 reseptori ve MTNRI1B tarafindan kodlanan MT2 reseptori G-
proteine bagli reseptér (GPCR) grubu igerisinde yer aldigi ve MLT’nin alt
sinyal yolagin1 diizenledigi ge¢mis ¢alismalarda gosterildi [69, 25]. Bu
reseptorlerin AC’nin ve siklik adenozin monofosfatin (cAMP) inhibisyonunda
etkisi oldugu bunun da linoleik asidin hiicreye aliminda azalmaya neden oldugu
saptandi. MLT’nin antiproliferatif etkisiniin linoleik asidin hiicre igerisine
alinmasinin engellenmesi ile gergeklesdigi goriildi [18-19].  GB’nin linoleik
asit asit iceriginin yiiksek olmasi ve MLT’nin ise linoleik asit inhibisyonu
tizerinden etkisini gergeklestiriyor olmasi birlikte kullaniminin antagonist etki
gosterebilecegi diisiincesi ilizerine yogunlagsmamizi sagladi. Ancak ¢alismamizda
K562 KML hiicrelerinde yaptigimiz kombinasyon sonucunda i¢ apoptotik yolak

uzerinden sinerjistik etki gosterdigini saptadik.

MLT’nin fitoterapik bir ajanla sinerjistik etki gosterdigi ilk defa yaptigimiz bu
calismada gosterilmistir. Calismamizda en yiiksek hiicre sayisinda ve hiicre
canliliginda azalma ile bu verilere uyumlu olarak apoptotik ve 0li hicre
oranlart ile kaspaz-3, kaspaz-9 ve bax seviyelerinde en yiiksek artis
kombinasyon grubunda yer aldi. Ozellikle akan hiicre 6lgerden elde edilen
apoptotik hiicre sonuglar1 ile ELIZA iizerinden kaspaz-9 seviyeleri zerinden
kaspaz-3 aktivasyonu olmasi bu sinerjistik etkinin i¢ apoptotik yolak {izerinden
gerceklestigini bize gdstermistir. Bcl-2 proteinindeki en yiksek azalma yine
kombinasyon grubunda saptandi. Caligmamizda en yiiksek GO/G1 tutulumu ve
diger fazlarda azalma da yine kombinasyon grubu goOrildu. Bu veriler,
kombinasyon grubunun KML Uzerindeki antiproliferatif etkisinin i¢ apoptoz
yolaginin aktivasyonu ve hiicre dongilisii tutulumu ile gergeklestigini

kanitlamaktadir.

Sonu¢ olarak, GB’nin tek basina ve MLT ile birlikte KML o6zellikle de K562

hiicre soyu lizerine inhibisyon etkisi oldugu ve etkilerin i¢ (mitokondriyal)
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apoptotik  yolak {izerinden gergeklestigine dair mekanizma ilk defa
calismamizda gosterildi. Calismamizda ¢oklu olarak kisirlik, kanser 6zellikle de
KML kanser tipi ya da uyku bozuklugu gibi hastaliklara sahip bir kisinin, bu
ajanlarin birarada kullanmasinin bir risk olusturmayacagir aksine tedavi
basarisini artirabilecegini gostermistir. Ornegin, kanser olan bir kiside gériilen
kisirlik, depresyon veya uyku bozuklugu hem tedavi sirasinda hem de tedavi
sonrasi bu ajanlar birlikte kullanilarak giivenle tedavi edilebilir. Calismamiz in
vitro olarak yapildigi i¢in in vivo ve klinik calismalar ile sonuglarin ayrica

dogrulanmasi1 gerekmektedir.
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