T.C.
iISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GOJIBERRY’NIiN KADIN KISIRLIGINDA KULLANILAN GIDA
TAKVIYELERI iLE ETKIiLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Afsoon SAEIDI

(Y1413.210011)

Gida Giivenligi Anabilim Dah

Gida Giivenligi Programm

Tez Danismani: Dog. Dr. Mine ERGUVEN

Ekim, 2017






T.C.
ISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLER ENSTITUSU MUDURLUGU

Yiiksek Lisans Tez Onay Belgesi

Enstitimiiz Gida Giivenligi Ana Bilim Dali Gida Giivenligi Tezli Yiiksek Lisans
Programi Y1413.210011 numarali 6grencisi Afsoon SAEIDI'in “GOJIBERRY’NIN KADIN
KISIRLIGINDA KULLANILAN GIDA TAKVIYELERI ILE ETKILERININ
INCELENMESI” adli tez calismasi Enstitiimiiz Yonetim Kurulunun 12.09.2017 tarih ve
2017/20 sayili karariyla olusturulan jiiri tarafindan ............ ile Tezli Yiiksek Lisans tezi olarak
............ edilmistir. o>V T

Opretim Uvesi Adi Soyadi Imzasi

Tez Savunma Tarihi : 13/10/2017
e
1)Tez Danismani: Dog. Dr. Mine ERGUVEN /,’,*.;' ......... '

o O—
2) Jiiri Uyesi :  Dog. Dr. Esin AKTAS

3) Jiiri Uyesi :  Prof. Dr. Ayhan BILIR AL V>

Not: Ogrencinin Tez savunmasinda Bagarili olmasi halinde bu form imzalanacaktir. Aksi halde
gecersizdir.







YEMIN METNIi

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “GOJIBERRY’NIN KADIN KISIRLIGINDA
KULLANILAN GIDA TAKVIYELERI ILE ETKILERININ INCELENMESI ’adli
caligmanin, tezin proje sathasindan sonuclanmasina kadarki biitlin stireclerde
bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurulmaksizin
yazildigini ve yararlandigim eserlerin Bibliyografya ’da gosterilenlerden olustugunu,
bunlara atif yapilarak yararlanilmis oldugunu belirtir ve onurumla beyan ederim.
(13/10/2017)

Afsoon SAEIDI






Bu tez

calismas bilgisine, ¢coziim bulma yetenegine ve sabrina hayran oldugum ve
empatisini takdir ettigim Sayin Do¢. Dr. Mine ERGUVEN’e ve hayatim boyunca

yanimda olan, destegini benden hi¢ esirgemeyen canim anneme ithaf olunmusgtur.

vii






ONSOZ

Bu ¢alismada basta bilgisine, pratik ¢6ziim bulma yetenegine, hizli karar verme
yetisine ve sabrina hayran oldugum ve takdir ettigim tez danisamanim Sayin
Dog. Dr. Mine ERGUVEN’e, B6liim Baskanim ve Enstitii Miidiiriim Sayin Prof.
Dr. Haydar OZPINAR’a, Flow sitometride yardimlarin1 bizden esirgemeyen
Istanbul Universitesi Aziz Sancar DETAE Immiinoloji Anabilim Dali dgretim
tiyesi Sayin Prof. Dr. Esin Aktas’a, hayatimda attigim her adimda yanimda olan
ve maddi-manevi olarak hep yanimda olan anneme tesekkiirii bir borg bilir
saygilarimi ve sevgilerimi sunarim.

Ekim, 2017 Afsoon SAEIDI







ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ oo iX
ICINDEKILER .........ooooioeoeeeeeeeeeeee ettt Xi
KISALTMALAR .ottt bbb xiii
SEKIL LISTEST ..ottt XV
OZET o XVii
ABSTRACT e bttt et XiX
1 GIRIS VE AMAC .......ooiiiieeeteeeeeeee sttt nenanens 1
2 GENEL BILGILER.........cocoviiiiiiiiiii s 3
2.1 |0 11<) 1 o L TSP UPR PRSPPI 3
P22 00 R o TS5 00§ T to) L =) o AP 3
2.1.1.1  Kronik myeloid [0S€mi........cociveiieiiiiiiiiciiieseeesee e 4
2.2 Fitoterapotik YONtemMIET ........cvviviiiiiie i 6
2.2. 1 GOJIDBITY i 7
2211 GOJi DOITY 1GOTIGT vvvuviveneeiiiieieeisie sttt 7
2.2.1.2  Goji Berry’nin Faydalart ..........c.cccooviieniiiiiiiieeeec e 9
2.3 MUTEIVITAMINTEN ... 10
2.3.1  Fertilovit® F 35 PIUS.....cccveiiiiiiiiei e 12
3 MATERYAL VE METOD ...t 15
3.1 Kullanilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal Ve Sarf Malzemeler................. 15
3.2 GOJi BEITY ..ttt 17
3.3 Gojiberry Ekstraktinin Hazirlanmast ..., 18
3.4 Antioksidan Kapasite Tayini Deneyleri........c.cocovcvvviiieeieiic e, 18
3.4.1 Total Fenolik Bilegik Miktart Tayini .........ccocerveririeniieninisiese e 18
3.4.2 Total Flavonoid MiKtar TayiNi........ccccccvvieriiiieiieie e 19
3.5 IMUTEIVITAMIN .. 19
3.6 Tek Tabakali Hiicre KUGIHIT ...o.veiveeiiiiiecece e 20
3.7 Tek Tabakali Hiicre Kiiltiirii ile Yapilan Deneyler ...........ccccccvvvvinnnnne. 20
3.8 Hiicre Proliferasyon INdeksi............ccoccvueveviuiiniireiiicreiee e 21
3.9 Canlilik ve ApOptoz TaYINT.....cccveiivieiiiiiieiie e 22
3.10 Apoptotik, Nekroapoptotik ve Anti-Apoptotik Protein Miktar Tayini ... 22
3.10.1  Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmast ...........ccceeeererveneereninennes 22
3.10.1.1  Kaspaz-3 DUZEYIETT......cccccueiiiiiiiiiiiiiiiic e 22
3.10.1.2 Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, MK, RIPK-1 ve NF-kB
DUZEYIETT ..t 23
3.11 IStatiStIKSE] ANALIZ ..vcvveveverevereeeeeeeeeie ettt ettt 24
4 SONUCGLAR ...ttt e e b be e e 25
4.1 Goji berry’de Antioksidan Kapasite Tayini (Fenolik ve Flavonoid) ...... 25
4.2 Hiicre Proliferasyon INdeksi............ccoovueveriueisiicieiiicreiiee s 25
4.3 Hiicre Canlilig1 ve Apopotik Indeks Bulgular ..........cccevvevevevevevererenenne, 27
4.3.1. Canli KML HUcCre Oranlart .........coccoicuieiiiiiieiic e 28
4.3.2.  Apoptotik KML Hiicre Oranlari.........ccccocvviviiieiieeiiiiesniie e 29

Xi



4.3.3. Olt KIML HUCTE OTANLATT 1..vvvveeveeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseessesesssessaeassesseseesns 30

4.4 ELIZA BUl@UIATT ..c.ooiiiiiiiciee e 31
4,41 KaSPAZ-3 DUZEYICTT ..ccvviiiiiiiiiii it 31
4.4.2  KasSPaZ-8 DUZEYICTI ......ccvrviiiiiiiiiiiieie e 33
4.4.3  KaSPAZ-9 DUZEYITT ..ccvviiiiiiiiiii ittt 36
4.4.4  Bax DUZEYICTI....ccccoiiiiiiiiiiieiice s 38
445 BCl-2 DUZEYICTT ...coviviieiiiiiiieiee e 39
4.4.6  NF-KB DUZEYIETI .....ooiviiiiiiiiiciiicee e 41
447  MidKin DUZEYIET ....ocviiviiiiiiiicicec s 42
448 RIPK-1 DUZEYICTI....ccuiiiiiiiiiiiiiieiee e 44

5 TARTISMA VE SONUQ .....coooiiiiiiiiicice e 47
KAYNAKLAR ..ottt bbbt 53
[0 Y7€) 00317 | 15O 57

Xii



KISALTMALAR

ABL1
Ac-DEVD-Pna
Akt
ALK
ALL
AML
Anneksin-V-FITC
ATCC
Bap-1
BCA
BCR
BSA
CAE
DS
DW
DXR
EC
ELIZA
EMT
FBS
FV
GAE
GB
GBP
GRB2
GTPaz
HRP
JAK
KLL
KML
LRP
MDS
MK
MV
MVM
NF-xB
NRV
PARP
PHS 11
Pl
PI3K
pNA
PTP -

: Abelson onkogeni 1

. Asetil-Asp-Glu-Val-Asp nitroanilidin

: protein kinaz B

- Anaplastik lenfoma kinaz

: Akut lenfoblastik 16semi

: Akut myeloid 16semi

: Anneksin-V-Fluoresan isotiyosiyanat

: Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu

: BRCAL1 iliskili protein-1

. Biginkromik Asit

: Breakpoint cluster region

: Serum alblimin

: Meyve agirliginin her grami i¢in katesin ekivalani
: Down sendromu

:mg gallik asid ekivalanlari/g kuru meyve agirligi
: Doksorobisin

: Ekstre edilebilen bilesik miktar1

: Enzim baglantili immiinosorbent test

: Epitelyal mezenkimal gecis

: Fotal s1g1ir serumu

: Fertilovit® F35 Plus

: Meyve agirhiginin her grami i¢in gallik asit ekivalani
: Gojiberry
: Gojiberry polisakkaridleri

: bliylime faktorii reseptoriine bagli protein 2

: Guanozin trifosfataz

: Yaban turpu peroksidazi

: Janus kinaz

: Kronik lenfositik 10semi

: Kronik myeloid 16semi

: Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein

: Myelodisplastik sendromu
: Midkin

: Multivitamin

: Multivitamin minerallerin
: Niikleer Faktor kappa B

: Beslenme referans degeri

: Poly (ADP-riboz) polimeraz

: Hekimlerin Saglik Calismasi Il

. Propidyum iodid

: Fosfatidilinositol 3-kinaz
> p-nitroanilinin

: Protein tirozin fosfataz

Xiii



ROT : Reaktif oksijen tiirleri

SD : Standart sapma

SOD : Stiperoksit dismutaz

STAT : Sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktive edicileri
tGBF . Total GB flavonoidleri

TGF-p : Timor bliylime faktorii-f3

TMB : 3,3',5,5;-tetrametillbenzidin

Vit C : Vitamin C

Vit E : Vitamin E

Xiv



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1:
Sekil 2.2:
Sekil 3.1:
Sekil 3.2:
Sekil 3.3:
Sekil 4.1:
Sekil 4.2:
Sekil 4.3:
Sekil 4.4:
Sekil 4.5:
Sekil 4.6:
Sekil 4.7:
Sekil 4.8:
Sekil 4.9:

Sayfa
KML olusum mekanizZmast ........ccocceereieiieiiieiie e 6
Oksidan-Antioksidan SIStEM ..........ccocviviiiiiiiiii i 8
K562 16semi hiicreleri (Orijinal bliylitme X30) .....ccoovevirivinieiiiiciieen 20
Tek tabakalt hiicre KGIUIT. .....oeeveeiiiieeeee e 21
ELIZA s 24
HUCTE SAYIIATT ..o 25
Flow sitometri ile hiicre canlilig1 ve apoptoz analizi ...........cccccevvervenenne. 27
KaSPAZ-3 AUZEYIETT ..c..veeviiiiiieiie et 32
KaSPAZ-8 AUZEYICIT .....vvevieeiiiiieiiieiiiee st 34
KaSPAZ-9 AUZEYIETT ......ecveiiiiiiiieiieeiee e s 36
Bax dUZEYIETT.......eeiviiiiiieie s 38
BCI-2 AUZEYIETT ...vovveiviie it 39
NF-KB dUZEYIETT ...ccuviiieiiiiiiiie e 41
MidKin dlZeYIEri ........ccoviiiiiiiiiii i 43

XV






GOJIiBERRY’NIiN KADIN KISIRLIGINDA KULLANILAN GIDA
TAKVIYELERI iLE ETKILERININ iINCELENMESI

OZET

Amagc: Fertilovit® F35 Plus (FV; Gonodasan AG, Almanya) B,C,D,E
vitaminleri, koenzim Q10 ile Fe, I ve Zn mikroeclementlerini i¢eren, kadinda
hamilelik Oncesi Onerilen, antioksidan etkili gida takviyesidir. FV ile benzer
igerige sahip, geleneksel Cin tibbi bitkisi ve gida takviyesi olan Gojiberry (GB,
Lycium barbarum) antioksidan etkili olup kanser dahil bir¢cok ¢esitli hastalikta
tedavi edici/tedaviye yardimci olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, GB’nin
kronik myeloid 16semi lizerine tek bagina ve FV ile birlikte etkisini saptamak ve
bu etki mekanizmalarinin yollarini arastirmak amaglanmistir.

Gere¢ ve yontem: Antioksidan kapasiteleri belirlenen GB meyve 6ziitleri, hiicre
kiiltiirinde tek basina ve FV ile birlikte K562 16semi hiicrelerine 72 saat
boyunca uygulandi. Etkileri hiicre sayis1 ve canliligi, apoptotik indeks (akan
hiicre o6lger), apoptotik (Kaspazlar-3,8,9; bax) /nekroapoptotik (RIPK-1) ve
direng proteinleri [Midkin (MK), bcl-2, nf-kappaf] seviyeleri (ELIZA) ile
arastirildi.  Sonuglarin degerlendirilmesinde Anova testi kullanildi ve p<0.05
istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular: Hiicre sayisint ve canliligini, 72 saat sonunda en etkili azaltan grup
FV olarak saptandi (Pgy<0.05). En yiiksek apoptotik indeks ile kaspaz-3,
kaspaz-8 ve nf-kappaP seviyeleri, FV grubunda belirlendi (Pry<0.05). En
yiksek bax ve bcl-2 seviyeleri, GB grubunda saptandi (P g<0.05). En yiiksek
MK seviyeleri, GB grubunda belirlendi (P g>0.05).

Sonu¢: Bu calismada ilk defa FV’nin anti-kanser etkisi oldugu,GB ile FV
kullanimin antagonist etki gosterdigi, ekstrinsik apoptoz yolunu kullandig1 ve
direng proteini MK’y1 inhibe ettigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Lycium barbacum (Gojiberry), Kronik Myeloid Lésemi, Kadin
kisirligi, Apoptoz, Midkin
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THE EVALUATION OF GOJIBERRYS’ EFFECT WITH DIETARY
SUPPLEMENTS USED IN FEMALE INFERTILITY

ABSTRACT

Objective: Fertilovit® F35 Plus (FV; Gonodasan AG, Germany) containing
B,C,D,E vitamins, coenzyme Q10 with Fe, | and Zn microelements, advised for
female preconceptional is a dietary supplement with antioxidant effect. A traditional
Chinese medical herb and dietary supplement Gojiberry (GB, Lycium barbarum)
having similar content as FV and an antioxidant effect is used as a therapeutic
agent/an adjuvant at various illnesses. In this current study, we aimed to determine
the effect of GB in single agent and in combination with FV on chronic myeloid
leukemia and the pathway of this mechanism action.

Materials and methods: Antioxidant capacity determined GB fruits’ extracts in
single and in combination with FV were applied to K562 leukemia cells for 72 h.
Their effects were evaluated by cell viability, apoptotic index (flow cytometry), the
levels of apoptotic (Caspases-3,8,9; bax)/ necroapoptotic (RIPK-1) and resistance
[Midkine (MK), bcl-2, nf-kappaf] proteins (ELISA). Anova test was used and
p<0.05 was considered statistically significant.

Results: Potent inhibition of cell number and viability was determined at the FV
group (Pey<0.05). Highest apoptotic index and caspase-8, nf-kappaP and caspase-3
levels were detected at the FV group (Pry<0.05). Highest bax and bcl-2 levels were
determined at the GB group (p<0.05). Highest MK levels were detected at the GB
group (Pcs>0.05).

Conclusion: In this study, it’s shown for the first time that FV has anti-cancer effect,
the usage of GB with FV shows antagonist effect, actions via extrinsic apoptosis
pathway and inhibit a resistance protein MK.

Keywords: Lycium barbacum (Gojiberry), Chronic Myeloid Leukemia, Female
Infertility, Apoptosis, Midkine
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1 GIRIS VE AMAC

Tim diinyada yaklasik 1.5 milyon kisinin yakalandigi kronik myeloid 16semi
(KML) hastaligi, Abelson onkogeni (ABL1) ve breakpoint cluster region (BCR)
geni arasinda meydana gelen genetik translokasyon t(9;22)(q34;911.2) sonucu
olusan tedaviye ragmen ¢ogu zaman Sliimle sonuglanan bir kan hastaligidir [1].
Yaygin olarak kullanilan kemoterapi, cerrahi, radyoterapi, hormon terapisi ve
immunoterapi gibi eski ve yeni tiim kanser tedavi modellerinin mide toksisitesi,
iltihap, kalp hastaligi, sa¢ kaybi, kas atrofisi, kisirlik ve libido kayb1 gibi baska
hastaliklar1 beraberinde getiren ve hayat kalitesini diisiiren yan etkileri
bulunmaktadir [2]. Bunun sonucunda yan etkileri azaltmak i¢in bitki dziitleri ve
tirevleri kanser tedavileri i¢in tercih edilmekte ve klinik olarak test edilmis

giivenilir bir¢ok antineoplastik ajan bitkilerden ve sebzelerden iiretilmektedir [2,

3].

Gojiberry (GB, Lycium barbacum), proteoglikanlari, fitoaleksini (Skopoletin),
vitamin C analogunu, C ve E vitaminlerinin yanisira B vitaminlerini (B1, B2,
B3, B6), 18 adet amino asidi, protein yapisinda bulunmayan amino asitleri
(Taurin, c-aminobiitirik asit, betain), 21 adet iz minerali, esansiyel yaglar1 ve
yag asitlerini (Hekzadekanoik asit, linoleik asit, miristik asit v.b.),
karotenoidleri (Zeaksantin ve ¢esitli tlirevleri, b-karoten v.b.), cesitli
flavonoidleri (Mirisetin v.b.) ve p-koumarik asit gibi diger ¢esitli
maddeleri iceren geleneksel Cin tibbi bitkisi ve buna ek olarak gida takviyesidir
[4,5]. GB yaslanmay1 Onler ve yavaslatir, savunma sistemini diizenler, sinirleri
korur, hiicreyi korur, metabolizmay:r hizlandirir, karbonhidrat ve yag
seviyelerini diizenleyerek bunlarla iliskili semptom ve/veya hastaliklar1 onler,
kontrol altina alir ve tedavi eder [4-7]. GB’nin l6semi de dahil olmak {izere
bircok kanser tipi i¢in tedavi edici, tedavi yan etkilerini azaltici ve birgok
kanser terapisinin tedavi edici etkilerini artirma (sinerjistik veya aditif etki) gibi
gorevleri de bulunmaktadir [3,5-8]. Kanseri onleyici ve tedavi edici etkilerini

anti-oksidan  mekanizma,  apoptoz, hiicre = dongiisi  tutulumu ve



immiinomodiilasyon yolu ile gosterir [3,5-8]. GB’nin ayrica kadin {ireme
sagliginda [hiperandrogenizm, polikistik yumurtalik sendromu] ve erkek iireme
sagliginda [testisleri korumada (hipertermiden ve reaktif oksijen tiirlerinden

(ROT) spermatogenezi korumada] terapotik etkileri bulunmaktadir [9-11].

Ureme saglig1 vitamini Fertilovit® F35 Plus (FV; Gonodasan AG, Almanya), B
vitaminleri (B1, B2, B3, B6, B7, B9, B12), C vitamini, D vitamini E vitamini,
¢inko, magnezyum, demir,iyot ve koenzim Q10 iceren hamile kalmak isteyen
kadinlar igin Onerilen besin takviyesidir [12]. Bu multivitamin etkisini anti-
oksidan mekanizmayi, steroid hormon metabolizmasini ile homosistein
metabolizmasini ve tiroid metabolizmasini, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasini,
kan yapimini ve oksijen tasinmasini, sinir gelisimini ve mitokondri sagligi

lizerinden enerji iiretimini aktifleyerek gosterir [12].

GB’nin hiicre sayisini azaltict kanseri tedavi edici etkisi in vitro’da 3 farkli
losemi hiicresi (HL-60 [insan akut myeloid losemi (AML)], L1210 (fare
lenfositik 16semi hiicresi), bazofilik hiicreler) ile yapilan deneyler ile
gosterilmistir [3,13,14]. GB’nin KML tedavisi alaninda etkileri iizerine
yaptigimiz literatiir arastirmalar sonucunda bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ayri
ayr1 bilesenlerinin (C vitamini, E vitamini..), kanser ve antikanser etkileri
gosterilse de [15,16] bir biitiin olarak MV olan FV’nin kanser ve/veya
antikanser etkisi hi¢bir ¢alismada gosterilmemistir. Buna ek olarak icerikleri ve
etki mekanizmalar1 (anti-oksidan) benzer GB ile ve FV’nin birarada kullanildigi
kanser dahil olmak iizere hicbir ¢alisma da bulunmamaktadir. Yaptigimiz bu
caligmadaki hedeflerimiz 1) Fitoterapotik ajan olan GB’nin KML’de etkisini ve
etki mekanizmasini arastirmak, 2) Kimyasal multivitamin gida takviyesi
FV’nin KML’de etkilerini ve etki mekanizmasini arastirmak, 3) Kisirlik/iireme
sagliginda rahatsizlig1 olan ile birlikte es zamanda kansere yakalanma riski olan
(aile oykiisii, calisma sartlar1 v.b.) ve/veya kansere yakalanmis ve/veya kanser
tedavisi bitmis bireyler i¢in fitoterapotik ajan olan GB gibi yiiksek anti-oksidan
kapasiteye ve onunla benzer igerige sahip bir kimyasal ajan FV’nin yine GB
birlikte KML’de uygulanmasinin sonuglarint ve sonuglarinin nedenlerini

arastirmaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Losemi

Kan kanseri olarak da bilinen 16semi, kan ve kemik iligindeki l6kositlerin
mutasyon ve/veya epigenetik degisiklikler sonucunda hasarli olarak meydana
gelmesi ve control edilemeyen hizla ¢ogalmasi ile olusan tedaviye ragmen ¢ogu
zaman Oliimle sonuglanan yaygin goriilen bir kanser tipidir (Sekil 1.1). Ldsemi
vakalarinda kemik iliginde akyuvar olusum hiz1 saghkli bir kisi ile
kiyaslandiginda asir1 denebilecek kadar fazladir. Saglikli kisilerde, akyuvarlar
immiin sistemi direngli hale getirerek hastaliklar1 Onler, fakat ldsemi
vakalarinda gorevini yapamayan hasarli akyuvarlarin sayisinin ¢ok fazla olmasi
hastalik meydana getirir [1]. Kan hiicreleri hematopoiezde pluripotent
hematopoetik kok hiicrelerden kdken alir ve olgun periferal kan hiicrelerine
doniigtr [1,17,18]. Mutasyon ve epigenetik degisiklerin meydana geldigi kok

hiicreler de 16semi vakalarinin olugsmasinda etkilidir (Sekil 1.1) [17,18].

2.1.1 Losemi cesitleri

Losemiler akyuvar hiicrelerin tipine gore lenfoid ve myeloid, hastaligin
olusum siiresine gore de akut ve kronik olarak kategorize edilir. Loseminin akut
tipi, erken evredeki hiicrelerden (blast) olusurken, 16seminin kronik tipi (KML)
olgun hiicrelerden meydana gelir [17]. Akut 16semi hiicreleri hizl1 gelisir ve
cogalir, buna karsin kronik 16semi hiicreleri yavas gelisim gosterir ve
boliinmeyip birikirler [17]. Miyeloid 16semiler (ML) miyeloid hiicre hattindan
meydana gelir. ML’ler kronik myeloid 16semi (KML) ve AML olmak iizere iki
grupta siniflandirilir [17]. Lenfositik 16semi tipinde ise kemik iliginde bulunan
lenfoblastlar veya lenfositlerde sorun olup, bu 16semi tipi de kronik lenfositik
l6semi (KLL) ve akut lenfosittik 16semi (ALL) olmak {izere iki grup olarak
degerlendirilir [17].



2.1.1.1 Kronik myeloid l6semi

Kromozomun 9q34 bolgesinde bulunan ABL geninin ekspresyonu sonucunda
145 kDa agirliginda ABL proteini olusur. Tirozin kinaz aktivitesine sahip ABL
proteini hiicre c¢ogalmasi gibi bir¢ok biyolojik aktivitenin diizenlenmesinde
onemli bir role sahiptir (Sekil 1.1). 11 ekzona sahip genin ilk ekzonunda
translokasyon, flizyon gibi farkli degisik mutasyonlar gerceklesir. ABL
proteininin yapisinda bulunan 3 farklt SRC homoloji alan1 (SH1-SH3), proteinin
N-terminal ucunda bulunur. SH1 alani, tirozin kinaz aktivitesine sahip olup SH2
ve SH3 alanlar1i ABL proteinlerinin diger proteinlerle temasinda gorev alir.
Mutasyon goriilmeyen normal ABL proteini hiicre dongiisiinii, apoptozu, hiicre

bliylime ve ¢ogalmasi ile hiicrelerin strese karsi verdigi cevabi diizenler

[1,18,19].

22. kromozomda yer alan BCR geni, 160 kDa agirliginda BCR proteinin
sentezini yapar. BCR proteininin N-terminal ucunda yer alan ilk ekzon, BRCA1
iliskili protein (Bap)-1 diger adi ile ubiquitin karboksi-terminal hidrolaz
proteininin ve BCR proteinini fosfatlayan serin treonin kinazin sentezinde gorev
alir. BCR proteininin merkez bolgesinde Rho-Guanidin faktorlerinin baglanma
bolgesi bulunmaktadir ve bu faktorler, Niikleer Faktor kappa B (NF-kB) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda goérev alir. BCR proteininin C-
terminal ucunda guanozin trifosfataz (GTPaz) aktivitesi gorilir. BCR proteini,
en fazla 177. tirozin amino asidi kalintis1 olmak iizere diger birg¢ok tirozin
kalintisindan kinazlar araciligiyla fosfatlanabilir. Bu fosfatlanma sonucunda,
BCR’nin ¢ogalma ve direngte etkili olan RAS sinyal yolunun aktivasyonunu
saglayan biliylime faktorii reseptoriine bagli protein (GRB)-2 proteinine

baglanmasini saglar [1,18,19].

Calismalar 9. kromozomun 9q34 bdélgesinde bulunan ABL geninin, 22.
kromozoma translokasyon mutasyon ¢esidi ile aktarildigini saptamistir. 22.
kromozomdaki DNA’nin 5-6 kb’lik bir boliimiinde kirilma noktalar1 meydana
gelmektedir ve bu noktaya kirilma noktasinin kiimelesmis bdlgesi BCR adi
verilmistir. Bu translokasyon ve flizyon sonucunda Philedelphia (Ph)
kromozomu olusur. Bu kromozom olusurken ABL genindeki kirik genellikle
ABL’nin 2 ekzonunun 5’ ucunda 300 kb’lik bir bolgede ger¢eklesirken, BCR
geninde yer alan kirik cesitli bolgelerde olusabilir ve degisik biyiikliikteki



flizyon tirozin kinaz genlerinin meydana gelisi goriilebilir. Mutasyona
ugramamis  normal C-ABL proteini c¢ekirdekte yer alir ve kinaz aktivitesi
hiicrenin ihtiyacina gore diizenlenir. BCR-ABL fiizyonu sonucunda asiri
sitoplazmik tirozin kinaz aktivitesi goriiliir. Bu tirozin kinaz aktivitesinin
farklilagma iizerine etkisi olmamasina ragmen myeloid hiicrelerin yasam

direncini ve ¢ogalmasini arttirir. [1,18,19].

KML’de progenitér hiicrelerin, kemik iligi stroma hiicreleri ve ekstraseliiler
matrikse tutunmasi zayiflar. Yapilan son c¢alismalar, stroma ile progenitor
hiicreler arasindaki etkilesimde hiicre disindan hiicre i¢ine sinyal gonderimini
baglatan proteinlerin B-integrinler oldugunu saptamistir. KML hiicrelerinin,
saglikli progenitdor hiicrelerde bulunmayan fl-integrin varyantini tasidigi
goriilmiistiir [1,18]. Hiicre dis1 alandan tiimor biiyiime faktorii (TGF)-P ile gelen
sinyal SMAD proteinleri ile DNA’ya aktarilir ve biliyime engellenmesinde
anormallikler goriliir (Sekil 1.1) [1,18].

BCR-ABL onkoproteini, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda etkili yolaklari
[RAS, Janus kinaz/sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktive edicileri
(JAK/STAT), fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt), NF-kB)
aktive ederek ekstraseliiler matriks ile stroma arasinda patolojik bir etkilesime
neden olur ve bunun sonucunda apoptoz engellenir, hiicre direnci ve asir1 hiicre

bliylime ve ¢ogalmasi goriliir (Sekil 2.1) [1,18,19].
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Sekil 2.1: KML olusum mekanizmasi [19]

2.2 Fitoterapotik Yontemler

Fitoterapi, “tibbi bitkilerle tedavi” anlamina gelmektedir. Hastaliklarin, tedavi
edici degere sahip taze veya kurutulmus bitki kisimlar1 (drog) ya da bunlardan
elde edilen ekstraksiyon fiiriinleri kullanilarak iiretilen ¢cay, damla, draje, kapsiil,
surup, tablet ile tedavi edilmesi “fitoterapi” olarak degerlendirilmektedir.
Fitoterapi, giinlimiizde alternatif tip konular1 arasinda degerlendirilmekte olup
tarih siireci igerisinde birikimi, gelisimi ve uygulanist ile birgok tip bilimine
onciiliik etmistir. Kronolojik olarak fitoterapi, klasik tip yontemleri ve tip
kurallarina kars1 bir alternatif degil, aksine diger tedavi yontemleri fitoterapiye

bir alternatif olarak gelismislerdir [2, 20].

Almanya, Fransa, Isvigre gibi iilkelerde bitkisel ilad¢lar1 modern tipla

birlestirmek i¢in gii¢lii bir egilim vardir. Herbalistler (bitkisel tedavi uzmanlar1)
bitki tedavisinde, sadece etken maddenin izole edilip verilmesini amaglayan

konvansiyonel tedavinin aksine, maksimum etkinin bir biitiinsellik i¢cinde ortaya



ciktigini, bitkinin tiim bilesenlerinin olumlu etki iizerinde bir payr oldugunu
savunmaktadirlar. Onlara gore saflastirilmamis bitkinin kullanimi, bitkiyi
olusturan maddelerin birbirini ndétralize etmesi sebebiyle yan etki olasiligini

azaltmaktadir [20].

Unutulmamalidir ki, dogal olan her zaman giivenli demek degildir. Pek ¢ok
bitkinin yiiksek derecede toksik oldugu, diger tedavi yoOntemleri iginde
fitoterapinin (bitkilerle tedavi) yan etki ve toksisite yoniinden ¢ok daha fazla
risk tasiyabilecegi de bildirilmistir [21]. Tibbi amagla kullanilan bitkilerin bir
kisminin hepatotoksik oldugu yoniinde literatiir bilgisi vardir [21]. Ayrica
bilingsiz fitoterapi uygulamasi sonucu zaman zaman 6liimle sonuglanan olgular
bildirilmistir Fitoterapi uygulamasinin direkt toksik etkilerinden baska hastanin
kullandig1 diger konvansiyonel ilaclarla toksikolojik etkilesmelerin olabilecegi

de gosterilmistir [21].

2.2.1 Goji berry
2.2.1.1 Goji berry i¢erigi

Diinyada Goji berry ya da wolf berry diye bilinen ancak iilkemizde pek
bilinmeyen kurt iziimii “siiper meyve” olarak giiniimiizde telafuz edilmektedir.
Asya kaynakl1 cogunlukla Tibet ve Mogolistan’da diinyanin en yiiksek daglari
olan Himalayalar’da yetisen Goji Berry, diinyadaki besin degeri en yiiksek olan
meyvelerden biri olup Solanaceae bitkisi Lycium barbarum’dan elde
edilmektedir. Goji, su icerigi yiiksek ve tatlidir, tadi yaban mersini ve kirazin
arasindadir. Goji izlimi, her tiirlii toprakta yetistirilebilmektedir. Genel olarak
yar1 golge giinesten hoslanir. Goji bitkisinin boyu yaklasik 2.5-3 metre
civarinda olup, odunsu ¢ali1 goriiniimii vardir. Goji Berry yani kurt iiziimi, 2
yasindan sonra meyve vermeye baglar. Bes yasina gelince de olgunlasir, giizel
meyveler vermeye baslar. Cok kuvvetli bir antioksidan olan bu meyve, Cin’de
tip alaninda 2000 yildir kullanilmaktadir. Meyvelerde bulunan proteoglukanlar
GB polisakkaritleri (GBP) olarak bilinmekte ve oldukca genis spektrumlu
farmakolojik aktiviteler gostermektedir. Yapraklarindan c¢ay yapilarak
kullanildigr gibi kurutulan GB meyveleri de ayni Onemde ayrica besin

kaynagidir [4,5].



GB bir protein deposudur. 19 ayr1 aminoasit, %13 protein, yiiksek miktarda
beta-karoten, 21 iz minerali, ¢inko, demir, fosfor, % 8 E vitamini (tokoferol),
Zeaksantin, Germanyum, Karotenoidler, Beta Sitosterol, Siperon, Solavetivon,
Fizalin, Betain, Lutein, Likopen, Polisakkaritler (i¢ 6ziiniin %30’ u), yiiksek
oranda C vitamini, yag asitleri ve peptidoglikanlar1 igerir [4,5]. Meyvenin 500
mg lipolisakkarit ekstraktinin antioksidan aktivitesi, 500 mg C vitamininden
bile daha fazladir [4,5]. Yaslilikta kalp, beyin ve karaciger gibi organlarda
azalan antioksidan kapasiteyi bu sayede artiran GB meyvesinin yaslanma karsiti
etkisinden faydalanilmaktadir [22]. Giinde 120 ml GB meyve suyunun bir ay
tiketilmesi ile Sekil 2.2°de gdsterilen viicudun antioksidan kapasitesinde

belirgin bir artis olmaktadir [23].
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Sekil 2.2: Oksidan-Antioksidan Sistem

Antioksidan savunma mekanizmalari. Insan viicudundaki antioksidan sisteme
genel bir bakis. Cesitli antioksidan sistemleri, farkli etkilere yanit olarak
zamanla ortaya c¢ikmistir. Ayni1 amagla farkli formlar gelistirilmistir, drnegin
SOD'lar, peroksidazlar ve GPx antioksidan enzim grubunun énemli iiyeleridir.

Antioksidan aginin temsilcileri olan tokoferoller ve askorbik asit, yalnizca



bitkilerde iiretilir ancak hayvanlar tarafindan ihtiya¢ duyulmaktadir. Askorbik
asit, Onemli bir antioksidandir, ancak insanlar tarafindan sentez edilemez. Bu
nedenle, insanlarda, toksik oksijen ara iiriinlerine karsi antioksidan savunma,
beslenme ile yogun sekilde etkilenen karmasik bir ag1 icermektedir [23]. GR,
glutatyon rediiktaz; GSG, indirgenmis glutatyon; GSH-Px, glutatyon
peroksidaz; GSSG, okside glutatyon; GST, glutatyon-S-transferaz; MSR,
metiyonin siilfoksid rediiktaz; PUFA, c¢oklu doymamis yag asitleri; S-AA,
kiikiirt amino asitler; SH-proteinleri, siilfidril proteinleri; SOD, siiperoksit

dismutaz; Fe Cu, gecis metali katalizli oksidan hasar1 [23].
2.2.1.2 Goji Berry’nin Faydalar

Goji berry’nin faydalar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir:

1. GB’deki ana molekiil olan polisakkaritler hasarli DNA’nin tamiri ve
restorasyonunu gerceklestirir [24].

2. Antioksidan oran1 en yliksek bitkilerden biri olmasi nedeniyle gii¢lii bir
antioksidan kaynak besinidir. Portakalin i¢indeki C vitamininin yiizlerce kat
fazlasini barindirmasi nedeniyle, C vitamini igeren besinlerin en bastakilerden
biridir. % 8 oraninda E ve B vitaminlerini igerir. Cinko, kalsiyum, selenyum,
fosfor vb. mineraller bakimindan olduk¢a zengindir [4-7]. Hastaliklara kars1
direng artiricidir.  Serbest radikallerden olan siiperoksitin hastaliklarin
olusumu ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir [5-7].
Stiperoksit viicutta bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi sayesinde
etkisiz hale getirilir. Ancak bu enzim yas ile birlikte azalmaya bagslar. GB
aliminin SOD enzimi ile birlikte diger antioksidan enzim degerlerini arttirdigi
ispatlanmistir [25].

3. Yiiksek protein icerigi ile oldukca besleyicidir, igerdigi protein kepekli

bugdayda bulunandan bile daha fazladir [4-7].
Giglii bir anti-mikrobialdir [26].
GB ¢ok bilinen bir hepatoprotektandir [27,28].

Menapoz semptomlarini yok edici etkisi bulunmaktadir [2].

N oo g &

GB’nin ayrica kadin {ireme sagliginda [hiperandrogenizm, polikistik
yumurtalik sendromu] ve erkek {iireme sagliginda [testisleri korumada
(hipertermiden ve ROT) spermatogenezi korumada] terapotik etkileri
bulunmaktadir [9-11].



8. Beta karoten kaynagi olarak havuctan daha giigliidiir. G6z retinasinda
bulunan maddelerden biri olan Zeaksantin icermesi nedeniyle, géz sagligi
i¢cin olduke¢a faydalidir [29]. Glokom, iskemi/reperfiizyon, yasa bagli makiila
dejenerasyonu, retinitis pigmentosa ve diyabetik retinopati gibi cesitli retinal
hastaliklarda GBP tedavisi uygunlanmaktadir [29].

9. GB, kolesterol, trigliserid seviyelerini diisiiren beta-sitosterol maddesi igerir.
Ayrica antioksidanlar1 sayesinde kolesteroliin oksidasyonunu ve damar
duvarinda plak olusturmasini engeller. GB igerisindeki flavonoidler ise atar
damarlarinizin agik kalmasinmi ve esnekliginin korunmasini saglar. GB bir
seskuiterpen olan ve kalp ile kan basinci ayarlamalarina yardimci olan
siperon igerir. Antosiyanin maddesi ise kalp damarlarinin dayanikliligini
arttirir. Diizenli kullaniminda kalp ve kan basincina yararlart oldugu
gozlenmistir [30].

10. Uzun yillardir Cin’de tip 2 (eriskin tip) diyabet tedavisinde kullanilan GB’nin
polisakkaritleri sayesinde kan sekerini ve insiilin cevabini diizenledigi
goriilmustir [31].

11. Asya’da yapilan bir anti-obesite (asir1 sismanlik) calismasinda, hastalara
sabah ve 0gleden sonra GB verilmistir. Sonuclar ¢ogu hastanin belirgin kilo
vermesi seklide olmustur. Bir baska c¢alisma ise GB igerisindeki
polisakkaritlerin almman gidalar1 yag seklinde depolanmasi yerine enerjiye
dontstiirdiigiint gostermektedir [5, 32].

12. GB’nin 16semi de dahil olmak tiizere bir¢ok kanser tipi i¢in tedavi edici,
tedavi yan etkilerini azaltic1 ve birgok kanser terapisinin tedavi edici etkilerini
artirma (sinerjistik veya aditif etki) gibi gorevleri de bulunmaktadir [3,5-8].
Kanseri 6nleyici ve tedavi edici etkilerini anti-oksidan mekanizma, apoptoz,

hiicre dongiisii tutulumu ve immiinomodiilasyon yolu ile gosterir [3, 5-8].

2.3  Multivitaminler

Multivitaminler (MV'ler) yeteri kadar beslenme alimini saglamak, yaslanmanin
ve kanserin dnlenmesi gibi riskler i¢in diizenli olarak kullanilmaya tesvik edilen
vitamin ve/veya mineral bilesikleridir. Bununla birlikte, MV’ler ile iligkili

riskler nadiren belirtilmistir. Genellikle giivenli olarak kabul edilmesine
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ragmen, vitamin takviyeleri zararli etkilere de sahip olabilir ve kullanimini

onermek i¢in destekleyici bir neden bulunmasi gerekir [33].

D vitamin destegi kalsiyum ile birlikte kemik erimesi gibi vakalarda siklikla
Onerilir. Yapilan calismalar, D vitamininin melanom niiksii i¢in koruyucu bir
role sahip oldugunu ve daha yiiksek dozda vitamin D'nin daha ince primer
melanomlarla iliskili oldugunu gostermistir. British Skin Foundation tarafindan
yapilan bir arastirmada, gormede etkili olan A vitamininin, melatomada genel
sag kalim agisindan D vitamini koruyucu etkisini azaltabilecegini gostermistir
[16]. Sonu¢ olarak, MV preparatlar1 yerine tek basina D3 vitamini aliminin
tercih edilmesi onerilmistir [16]. Buna ek olarak, D vitamininin daha az agresif
primer melanomlarla iliskili oldugu ve kendisinin de tedavi sonucunun

basarisini artirabilecegini bu ¢alisma sonucunda belirtilmistir [16].

Down sendromlu (DS) ¢ocuklarda bilissel yeteneklerin iyilestirilmesi ile immiin
veya tiroid fonksiyonlarinin iyilestirilmesi i¢in vitamin takviyeleri dnerilmistir
[15]. Bircok yeni arastirma bu popiilasyondaki diisiik ¢cinko diizeylerini saglikli
gruplarla karsilastirarak gostermistir ki DS'li ¢ocuklarin yasamin ilk 5 yili
boyunca akut 16semi gelistirme riski 50 kat fazladir. Bu verilere dayanarak
yapilan bir vaka kontrol calismasinda [15], ¢ocuk vitaminleri ile bitki destegi
kullanim1 arasindaki iliskiyi ve 16semi riskini arastirildi ve DS'li 158 cocuk ve
0-18 yas aras1 akut lenfoblastik l6semi (ALL) veya AML ile ¢alisildi. Bu
calismada cocuklarin ilk MV, ¢inko, vitamin C, demir ve bitkisel takviyeleri
kullanimlari, bunlarin siklig1 ve siireleri hakkinda bilgi alinarak degerlendirme
yapildi. Cocuklarin diizenli MV kullanim1 ile ALL veya AML arasinda bir
iligki bulgusu bulunmadig1 saptanmistir [15]. Yasamin ilk yilinda veya uzun
siire MV kullanimi ile iliskili AML riski artisina dair bazi veriler olmasina
ragmen, Orneklem biiyiikligii kii¢iik oldugu icin beslenme durumu ile ¢ocukluk
l6semi arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in bu Onerinin siipheli oldugu

sonucuna varilmistir [15].

Hardry ve arkadaslari, bireysel vitamin igeren takviyelerin, birka¢ seckin
vitamin kombinasyonunun veya multivitamin minerallerin (MVM) etkilerinin
degerlendirilmesi icin birka¢ randomize, kontrollii calisma igeren Hekimlerin
Saglik Calismast II’ye (PHS II) ait sonuglari gézden gecirdi [34]. PHS II’de
ortalama 11 yillik bir siire i¢in giinliik MVM takviyesi alan saglikli, orta yash
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erkeklerle (ortalama yas 64) randomize bir calisma yapilmistir [34]. Bu calisma
sonucunda MVM alan erkeklerin toplam kanser insidansinda istatistiksel olarak
% 8'lik bir azalma oldugu ve plaseboya gore kiyaslandiginda kanser Oykiisii
olan erkeklerde MVM takviyesi alinmasi ile kanser insidansinin % 27 daha
diisiik oldugu bulunmustur [14]. PHS II'nin pozitif sonug¢larinin, cogunlukla notr
etki gosteren ve bazen de kanser riskinde olumsuz bir etkiye sahip olan tek
basina vitamin kullaniminin veya bunlarin kiiciik kombinasyonlarinin

kullanildig1 randomize ¢alismalarla ters diistiigii goriilmiistiir [34].

2.3.1 Fertilovit® F 35 Plus

Yeni piyasaya siiriilen bir multivitamin olan Fertilovit® F 35 Plus (FV,
Gonadosan, Almanya), hamile kalmay1r planlayan olgun kadinlarin
gereksinimlerini karsilamak icin 6zel olarak tasarlanmis bir diyet takviyesidir.
FV demir sitrat, koenzim Q10, nikotinamid, D-alfa-tokoferil asetat, kalsiyum-D-
pantotenat, c¢inko oksit, piridoksin HCI, tiamin HCI, riboflavin, pteroil
monoglutamik asit, potasyum iyodiir, biyotin, kolkalsiferol, siyanokobalamin,
askorbik asit, folik asit i¢ermektedir. Gebelik planlayan olgun kadinlarin

antioksidan ve mitokondriyal saglik destegini karsilamaktadir [12].

Folik asit, B vitaminlerinden biridir (B9), sebzeler ve meyvelerde bol miktarda
bulunur. Ancak, 1siya ve 1s18a karsi ¢ok hassastir. Hiicre boliinmesi (DNA ve
RNA sentezi) ve biiylimesi i¢in dneminin yani sira kan yapiminda da 6nemli
olmasi1 onu hamilelik planlayan bayanlar i¢in tasarlanan takviyelerde gerekli
kilmistir.  B6 (piridoksin) ve B12 (kobalamin) vitaminleri gibi diger B
vitaminleri de hiicre boliinmesi ve saglikli homosistein metabolizmas1 igin
gereklidir. B5 vitamini (pantotenik asit) seks hormonlarinin da dahil oldugu
steroid hormon metabolizmasi i¢in gereklidir [35]. Demir, iyot ve antioksidanlar
gibi diger yasam bilesenleri hamilelik Oncesi ve erken hamilelikte viicudu
desteklemektedir. Demir kanda oksijen tasinmasi ve iyot saglikli tiroid
fonksiyonu i¢in gerekliyken E ve C vitaminleri DNA’y1, proteinleri ve yaglar
oksidatif stressden korur [35, 36]. En iyi etkiyi saglamak i¢in FV’nin siirekli ve

uzun siireli salinimli C vitamini igermesi formiiliizasyonunda saglanmistir [12].

Oksidatif stres terimi, ROT tarafindan viicut hiicrelerinin bozulmasi olarak

tanimlanir. Viicudun koruyucu antioksidan sistemi tarafindan engellenir.
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Bununla birlikte, ¢ok fazla ROT veya ¢ok az antioksidan ortamda olursa
oksidan-antioksidan sistem arasindaki denge bozulur ve tiim viicut hiicreleri
zarar gorir. Oositler Ozellikle ROT saldirilarina duyarlidir ve yasa bagh
dogurganligin azalmasinda oksidatif stresin de biiylik bir roliiniin oldugu

distinilmektedir [37].

Hamileligi planlayan olgun kadinlar icin Koenzim Q10 gibi mitokondrial
besinler yararlanilmasi sarttir. Bu mikrobesin, oositlerde 6zellikle bol miktarda
bulunan hiicresel organeller olan mitokondrinin enerji liretiminde gorev alir ki
oositler olgunlasirken ve erken hamilelik donemi icin ¢ok fazla enerjiye ihtiyag
vardir [38]. Bu nedenle antioksidanlar yaninda mitokondri sagligi i¢cin Koenzim

Q10’°da igerecek sekilde FV iceriginin olusturuldugu goriilmiistiir.

GB’nin hiicre sayisini1 azaltic1 kanseri tedavi edici etkisi in vitro’da 3 farkh
losemi hiicresi (HL-60 [insan akut myeloid losemi (AML)], L1210 (fare
lenfositik 16semi hiicresi), bazofilik hiicreler) ile yapilan deneyler ile
gosterilmistir [3,13,14]. GB’nin KML kanser tipi lizerine etkisi ve diger kanser
tlirlerinin yan1 sira 16semi tedavisinde FV'nin etkisi {izerine herhangi bir ¢alisma

bulunamada.
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3 MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup Gojiberry
[Lycium barbarum (L. Barbarum); kurt iiziimii] meyvesi ekstraktlarinin eldesi
Istanbul Universitesi (1.U) Eczaciik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim
Dali’nda, GB ekstratinin antioksidan kapasite tayini (Fenolik bilesikler,
Flavonoidler) 1.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda, hiicre
kiiltiirii deneyleri ve flow sitometri ile hiicre 6liimii analizleri Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi (ASDETAE)
Immunoloji Anabilim Dali’'nda yapildi. Istanbul Aydin Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda, Enzim baglantili immiinosorbent

test (ELIZA) deneyleri gerceklestirildi.

3.1 Kullanilan Cihazlar, Aletler, Kimyasal Ve Sarf Malzemeler

Kullanilan Multivitamin
1. Fertilovit ® F35 Plus (Gonadosan AG, Almanya)

Kullanilan Hiicre Hatti

1. K562 KML hiicresi (ATCC ® CCL-243™)
Kullanilan Cihazlar

1. Laminar akim hiicre kiiltiir kabini (CESNA)

2. Inkiibatér (THERMO)

3. Santrifij (VWR)

4. Akim Sitometri Cihazi1 (Becton Dickinson)

5. ELIZA okuyucu (Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis)
6. Orbital sallayic1 (Orbital Shaker-Stuart, SSL1)

7. Derin dondurucu (Thermo, Bosch)

8. Karstirict (Ika)

9. Rotavapor (Buchi R-210)

10. Buzdolabi (Argelik)
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11. Distile su cihaz1 (Labconco)

12. pH metre (Radiometer PHM 92)
13. Hassas terazi (AND HM 200)
14. Isik mikroskobu (Olympos)

Kullanilan Kimyasallar

1.

2.

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Fotal Sigir Serumu (Sigma-Aldrich 12106C, St. Louis, MO, USA)
Anti-mikoplazma soliisyonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

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

. Sodyum piruvat soliisyonu (Sigma-Aldrich S8636, St. Louis, MO,USA)
. Dondurma medyumu (Sigma-Aldrich C616, St. Louis, MO, USA)

. Kiiltiir medyumu (Gibco 11875085)

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

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

Metanol ( Sigma-Aldrich 34885, St. Louis, MO, USA)
Sodyum karbonat (Merck 106398)
Sodyum wolframat (Merck 106672)
Sodyum molibdat (Merck 386521)
%85’lik fosforik asid (Merck 100564)
derisik hidroklorik asid (Merck 100314)
Lityum siilfat (Merck 105694)

Brom (Merck 101945)

Gallik asid (Sigma G7384)

Sodyum nitrit (Merck 106544)
Aluminyum klortir (Merck 101083)
Sodyum hidroksit (Merck 106462)

Katesin (Fluka 22110)
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23. Etanol (Merck 100983)

24. CHAPS hiicre pargalayict soliisyon (Invitrogen ZC10003)

25. Dimetil siilfoksit (DMSO)-Hybri-Max™ (Sigma-Aldrich D2650)

Kullanilan Sarf Malzemeler

1.

Insert (ThinCertTM-Greiner Bioone 657640, Bioone 662640)
Pipet uglar1 (Eppendorf)

2
3. DNA saklama kabi1 (Cryotechnics 5400948)

4. Enjektor (5 cc, 10 cc ve 50 ml’lik; Set Inject)
5.
6
7
8
9

Enjektor filtre (TPP 99722)

. Kriyo tiip 2 ml (TPP 89020)

. 25 cm2’lik ve 75 cm2’lik hiicre kiiltiir flaski (TPP 90075, TPP 90025)

. 6 ve 24 kuyucuklu steril hiicre kiiltiir kab1 (TPP 92006, TPP 92024)

. 5ml’lik ve 10 ml’lik tek kullanimlik steril pipet (TPP 94010, TPP 94005)

10. 3.0 mI’lik tek kullanimlik pasteur pipeti (LP Italiana 135138)
11. 15 mI’lik ve 50 ml’lik santrifiij tiipii (TPP 91015, TPP 91050)

Apoptotik ve anti-apoptotik protein seviyelerin saptanmasinda kullanilan Kitler

1.

© o N o g bk~ DN

Hiicre olimii saptama kiti (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |, BD
Pharmingen-556570)

Kaspaz-3 seviyesi saptama kiti (Sigma-Aldrich CASP-3C)

Kaspaz-8 seviyesi saptama kiti (USCN SEA853Hu)

Kaspaz-9 seviyesi saptama kiti (USCN SEA627Hu)

Bcl-2 seviyesi saptama kiti (USCN SEA778Hu)

Bax seviyesi saptama kiti (USCN SEB343Hu)

Midkin seviyesi saptama kiti (USCN SEA631Hu)

Nf-kappaB seviyesi saptama kiti (USCNSEB824Hu)

RIPK-1 seviyesi saptama kiti (MBS2022046)

3.2 Goji Berry

Bu calismada kullanilan GB’nin meyveleri Cin’de iiretilmis ve ticari bir web

sitesi tlizerinden alindi. Alinan triniin .U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik

Botanik Anabilim Dali’'nda GB oldugu onaylandiktan sonra bitki ekstraktlar

hazirlandi.
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3.3 Gojiberry Ekstraktimn Hazirlanmasi

GB meyveleri aktif bilesenlerin 1s1 ile bozulmamas: i¢in steril ortamda ve
karanlikta 30 giin boyunca kurutularak ufak pargalara ayrildi. 30 g GB meyve
pargalart metanol (100 ml), petrol eteri (30 ml) ve kloroform (50 ml) ile
yaklasik olarak 24 saat Soxhlet cihazinda refliikks yapildi. Bunun sonucunda
alinan karisim rotaevaporatore kondu ve metanol, petrol eteri ve kloroform
ekstreden uzaklastirildi. Ekstre edilebilen bilesik miktar1 (EC) saptandi. Bundan
sonra, ekstre hemen deneylerde kullanilmayacagi i¢in kiigiik flakonlara

konularak -20°C’de saklandi [39].

3.4 Antioksidan Kapasite Tayini Deneyleri

3.4.1 Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Metanol ile elde edilen ekstrelerin total fenolik bilesik miktari, Slinkard ve
Singleton metodunda degistirilerek, Folin-Ciocalteu ayiract kullanilarak
kolorimetrik olarak saptandi [39]. Tiiplere ekstreler 40 mg/mL olacak kondu ve
20 saniye banyoda (ultrasonik) tutularak c¢oziildii. Ekstreler belirli ¢oziiciiler
kullanilarak belirli oran dilimlerinde (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL)
seyreltildi ve deneylerde kullanilda.

8 uL farkli konsantrasyonlardaki ekstreler mikroplakanin kuyucuklarina kondu
ve tlizerine 260 pL distile su eklendi, 8 pL Folin-Ciocalteu ayiract ve 24 uL
% 2’lik sodyum karbonat ¢dzeltisinden eklendi. Mikroplaka karanlikta 2 saat
kadar tutulduktan sonra konsantrasyona bagli olusan mavi rengin absorbansi,
kore (distile su) karsi, 760 nm’de ELIZA mikroplaka okuyucuda o6l¢iildi ve
raporlandi [39].

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 sonuclarin aritmetik ortalamalar1 hesaplandi [39].
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3.4.2 Total Flavonoid Miktar Tayini

Metanollii ekstrelerin total flavonoid miktarlar1 Kim ve arkadaslari (2003)

tarafindan bulunan standart kalorimetrik metod degisiklikler yapilarak saptandi
[39].

Ekstreler 40 mg/mL konsantrasyonda tiiplere kondu ve banyoda (ultrasonik) 20
saniye siiresince tutularak ¢oziildii. Uygun ¢oziiciiler kullanilarak seyreltilmis

¢ozeltilerle (20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL) deneyler gerceklestirildi [39].

25 uL ekstre ve standartlar (katesin ¢ozeltileri) lizerine 125 pL distile su ilave
edildi. 7.5 pL % 5’lik sodyum nitrit (5 dakika tutuldu), 15 pL % 10’luk
aliminyum trikloriir (5 dakika tutuldu) ve en son karistma 50 pL 1 M sodyum
hidroksid eklendi. Son elde edilen karisima, 27.5 pL distile su eklendi ve
karistirildi [42]. Olusan rengin absorbansi 510 nm’de distile su olarak tayin
edilen ayira¢ koriine karst 6lgiildii ve raporlandi. Sonuglar katesin standart egri
denklemi kullanilarak mg katesin ekivalanlari/g meyve olarak ifade edildi.

Deneyler 3 kez tekrarlandi ve aritmetik ortalamalar1 hesaplandi [39].

3.5 Multivitamin

Deneyde kullanilan 35 yas ve sonrasindaki kadinlarin tireme saglig1 i¢in tercih
edilen hamilelik 6ncesi (prekonsepsiyonel) gida takviyesi Fertilovit ® F35 Plus
(Gonadosan AG, Almanya) gliiten, laktoz ve jelatin icermemekle birlikte 1
kapsiil 8.5 g olup 100 mg Vitamin C [Askorbik asit; Beslenme referans degeri
(NRV): % 125], 20 mg Vitamin E (Tokeferol; NRV: % 166), 3 mg Vitamin Bl
(Tiamin; NRV: % 272), 3 mg Vitamin B2 (Riboflavin; NRV: % 214), 12 mg
Vitamin B5 (Pantotenik asit; NRV: % 200), 4 mg Vitamin B6 (NRV: % 285),
7 ng Vitamin B12 (Kobalamin; NRV: % 280), 800 pg Vitamin B9 (Folik asit;
NRV: % 400), 5 pg Vitamin D (Kolekalsiferol; NRV: % 100), 35 mg Vitamin
B3 (Niasin; NRV: % 218), 200 pg Vitamin H (Biotin; NRV: % 400), 5 mg
Cinko (NRV: % 50), 100 mg Magnezyum (NRV: % 26), 150 pg lodin (NRV: %
100), 7.5 mg Demir (NRV: % 54) ve 35 mg Koenzim Q10 icermektedir.
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3.6 Tek Tabakah Hiicre Kiiltiiri

K562 insan KML hiicre hatt1 (ATCC® CCL-243™) Amerikan Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan (Manassas, VA, A.B.D) alindi. KML
hiicre hattin1 iretmek i¢in kullanilan medyum 1% antibiyotik-antimikotik
soliisyonu, 1.0 mM sodyum piruvat, 1.5 g/l sodyum bikarbonat, 1s1 ile inaktive
edilmis % 10 fotal sigir serumu (FBS) eklenmis RPMI-1640’dir (Gibco; Thermo
Fisher Scientific, Inc.). Hiicreler bu medyumu iceren hiicre kaplarinda (25 cm?
ve 75 cm?lik flask) 37 °C sicakliktaki, % 5 CO, iceren nemli inkiibator
icinde ¢ogaltildi (Sekil 3.1) [40].

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

3.7 Tek Tabakalh Hiicre Kiiltiirii ile Yapilan Deneyler

3x10° KML hiicresi 72 saat boyunca test materyalleri uygulanmasi icin 3 ml
RPMI-1640 medyum bulunan 3 kuyucuga  ekildi ve inkiibatorde stres
uzaklagmasi i¢in tutuldu. GB ve FV ayr1 ayr1 ve birarada hiicrelere uygulandi

(Sekil 3.2). Deney gruplar1 asagidaki gibi belirlendi:

1. Kontrol grubu (Distile su uygulanan grup)

2. GB grubu
3. FV grubu
4. Kombinasyon grubu (Tekli uygulamalarin birlikte kullanimi)
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Bu gruplarin etkileri, hiicre proliferasyon indeksi (toplam hiicre sayisi),
canli/6lii/apoptotik hiicre oranlari [Flow sitometri ile Anneksin-V-Fluoresan
isotiyosiyanat/propidyum iodid  (Anneksin-V-FITC/PI) ikili boyamasi],
apoptotik (Kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, bax)/nekroapoptotik (RIPK-1)
proteinlerin seviyeleri ve anti-apoptotik/direng proteinlerin seviyeleri [bcl-2,
NF-kB, midkin (MK)] (ELIZA yo6ntemi) ile arastirildi.

Sekil 3.2: Tek tabakal1 hiicre kiiltiirti.

GB ve FV insertler kullanilarak KML hiicrelerine 72 saat boyunca uygulandi.

3.8 Hiicre Proliferasyon Indeksi

Hiicre proliferasyon indeksi deneyleri i¢in 5x10° K562 hiicresi 72 saat igin 5’er
ml RPMI-1640 medyumu bulunan 3 kuyuya ekildi ve inkiibatorde bekletildi.
Total hiicre sayist PI boyamasi temeline dayanan ve liziz soliisyonu,
stabilizasyon tamponu ve niikleokasetler igeren kit (A starter kit; ChemoMetec
A/S, Allerod, Denmark) yardimi ile otomatik hiicre sayict kullanilarak saptandi.
24. ve 72. saatlerde K562 hiicreleri toplandi. Hiicrelere
liziz sollisyonu ve stabilizasyon tamponu eklendi ve hiicreler 5-8 dakika bu
¢ozeltiler i¢inde tutuldu. Bunun sonucunda hiicreler kiime halinden ¢ikartilarak
tek hale getirilip parcalandi. Parcalanan hiicreler PI kaplanmis olan
niikleokasetlere aktarildi ve hiicre ¢ekirdekleri PI ile boyandi. Hiicre sayicida
30-35 saniye icinde PI floresansina bakilarak hiicreler sayildi, cihaza 6zel bir

yazilim programi kullanilarak analiz edildi ve raporlandi [41].
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3.9 Canlhilik ve Apoptoz Tayini

Canlilik ve apoptoz tayinlerinin flow sitometri ile tespiti i¢in deney prensibinde
Anneksin-V-FITC ve PI ikili boyamasi bulunan ticari kitin uygulama talimatlari
baz1 degisiklikler yapilarak kullanildi [41]. Deneylerde 3x10° K562 hiicresi 24.
ve 72. saatler i¢in 3’er ml RPMI-1640 medyumu bulunan 3’er kuyucuga ekildi
ve inkiibatorde bekletildi. 24. ve 72. saatlerde hiicreler sayildi, yikandi ve
icinde 0.01 M HEPES, 0.14 mM sodyum kloriir, 2.5 mM kalsiyum kloriir igeren
baglama tamponu ile siispanse edildi. Bu slispansiyonuna (IXIO5 hiicre/100 pl
baglama soliisyonu) 5 pl FITC-etiketli Anneksin V-FITC ve Pl konarak oda
1sisinda ve karanlikta 15 dakika bekletildi. Sonra Anneksin-V-FITC ve Pl ile
verdigi floresans flow sitometri ile 6lgiildii, dl¢iimler CellQuest ve WinMDI

programlar1 kullanilarak degerlendirildi.

3.10 Apoptotik, Nekroapoptotik ve Anti-Apoptotik Protein Miktar Tayini

3.10.1 Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmasi

Orneklerin protein konsantrasyonlarinin tayini igin Biginkromik Asit (BCA)
yontemi kullanildi [41,42]. Deney ayiract orani 1:8 ve protein konsantrasyonu
calisma araligr 20-2000 pg/ml olarak saptandi. Standartlar sigir serum albumin
(BSA) ile hazirlandi. Mikroplaka yonteminde 96 kuyucuklu mikroplaka
kullanild.

Kuyulara 25 pL 6rneklerden ve standartlardan yerlestirildi. Caligsma soliisyonu,
50 kistm c¢alisma ¢ozeltisi A (0.1 M sodyum hidroksit i¢cinde sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, bi¢inkromik asit, sodyum tartarat) ve 1 kisim ¢alisma
cozeltisi B % 4 (bakir siilfat) karistirilarak hazirlandi. Her kuyuya 200 pl
calisma soliisyonu ilave edildi ve 37 °C’de 30 dakika reaksiyona girmesi igin
bekletildi. Absorbans degerleri (A) 540 nm dalga boyunda olgiildii ve
kaydedildi. Orneklerin protein konsantrasyonlar1 BSA standart egri grafigi

kullanilarak saptandi.
3.10.1.1 Kaspaz-3 Diizeyleri

Kaspaz-3 seviyelerini arastirmak icin ticari kitin deney kurallar1 degisiklikler

uygulandi1 [41,42]. Kaspaz-3 enziminin kaspaz-3 peptid substrati olan asetil-
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Asp-Glu-Val-Asp nitroanilidini (Ac-DEVD-pNA) hidroliz etmesi sonucunda
ac¢iga cikan p-nitroanilininin (pNA) kolorimetrik olarak ol¢iilmesi ile kaspaz-3
seviyeleri degisiklikleri saptandi. Orneklerden 5 ul 96’lik mikroplakalarin
kuyularina kondu ve sonra 85 pl 1x deney tamponu (200 mM HEPES (pH:7.4),
% 1 CHAPS, 50 mM DTT, 20 mM EDTA) eklendi. Bir sonraki asamada 10 pl
hacimde 2mM Ac-DEVD-pNA kondu. p-NA’den deney tamponu ile 10 uM’den
200 pM’a kadar cesitli konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Herbir
ornegin bulundugu kuyucuklara 100 ul bu p-NA standartlarindan eklendi. Tiim
absorbans Ol¢iimleri, 2-5 dakikada 405 nmde ELIZA okuyucuda yapildi ve
kaydedildi. pNA  kalibrasyon denklemleri kullanilarak  absorbanslar

konsantrasyon (pmol) cinsine doniistiiriildii.
3.10.1.2 Kaspaz-8, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, MK, RIPK-1 ve NF-kB Diizeyleri

Bu proteinlerin seviyelerini aragtirmak ig¢in ticari kitin deney kurallari
degisiklikler uygulandi [42,43]. Protein standartlar1 ve ornekler Kaspaz-8,
Kaspaz-9, Bax, Bcl-2, RIPK-1 ve nf-kappaB kaplanmis olan 96’lik mikroplaka
kuyucuklarina 100 pl hacimde kondu ve 90 dakika 37 °C’de bekletildi. MK
seviye tespiti i¢in MK kapli kuyulara, 100 pl medyum kondu ve 2 saat 37
°C’de bekletildi. Standartlar konsantrasyon araligi Kaspaz-8’de 0-40 ng/ml,
Kaspaz-9’da  0-20 ng/ml, Bcl-2’de 0-100 ng/ml, Bax’da 0-25ng/ml, nf-
kappaB’de 0-10 ng/ml, MK’da 0-10 ng/ml ve RIPK-1’de 0-10 ng/ml olacak
sekilde hazirland1 (Sekil 3.3a).

Kuyulara primer antikoru i¢eren saptama soliisyonu A 100 pl eklendi ve 1 saat
37 °C’de tutuldu. Bundan sonraki asamada, sekonder antikoru ve buna bagh
streptavidin bagli yaban turpu peroksidazi (HRP) iceren 100 pl saptama
soliisyonu B eklendi ve 40 dakika 37 °C’de tutuldu. 90 pl 3,3'.5,5;-
tetrametilbenzidin (TMB) kromojen substrati eklenerek karanlikta 37 °C’de
tutuldu ve 10-20 dakika iginde bazi kuyularda pozitif reaksiyon oldugunu
gosteren konsantrasyona gore degisen mavi renk saptandi. Reaksiyonu
sonlandirmak i¢in 50 pl durdurucu (stop) soliisyon ilave edildi. Bunun
goOstergesi olarak da mavi rengin saritya donmesi kabul edildi (Sekil 3b,c).
Absorbans degerleri 3-5 dakika i¢inde 450 nmde ELIZA okuyucuda o6lg¢iildii ve
kaydedildi. Protein standart egri denklemleri ile absorbanslar konsantrasyona

(ng/ml, pg/ml, umol) doniistiiriildi.
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Kispar3Standard o]

Sekil 3.3: ELIZA a) Kaspaz-3 standart egrisi, b) 96 kuyucuklu protein kaplanmig
mikroplakalarda kromojenden sonra durdurucu soliisyon konduktan sonra

mikroplakada olusan sar1 renk, c) Mikroplaka okuyucusunda absorbans 6l¢iimii.

3.11 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler yapilirken IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye)
programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi Shapiro
Wilks testi kullanilarak degerlendirildi. Uygulamalar arasindaki farkin

degerlendirilmesinde Anova testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

24



4  SONUCLAR

4.1 Goji berry’de Antioksidan Kapasite Tayini (Fenolik ve Flavonoid)

Fenolik bilesik igcerigi (Meyve agirliginin her grami igin gallik asit ekivalani
(GAE) olarak) 3.35+0.23 mg GAE/g ekstre ve flavonoid igerigi (Meyve
agirliginin her grami i¢in katesin ekivalani (CAE) olarak) 1.7+0.18 mg CAE/g

ekstre olarak saptandi.

4.2 Hiicre Proliferasyon indeksi

Uygulamalarin ortalama hiicre sayisi tizerindeki etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2500000
2000000 mK
7
>
S 1500000 7 GB
w
5
f) BFY
2 1000000

500000 i B GB+FV

24 72
ZAMAN (SAAT)

Sekil 4.1: Hiicre sayilari

Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde gosterildi. K, Kontrol grubu;
GB, Gojiberry; FV, Fertilovit; GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki

veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde gosterildi.

. Deney grubu hiicre sayilari, kontrol grubu hiicre sayilar1 ile
karsilastirildiginda 24 saatteki hiicre sayisi ortalamalari istatistiksel olarak anlamli

seviyede diisiik saptandi (Pgg< 0.00001, Pry<0.00001, Pgg+rv<0.00001).
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. Deney grubu hiicre sayilari, kontrol grubu hiicre sayilarn ile
karsilastirildiginda 72 saatteki hiicre sayis1 ortalamalari istatistiksel olarak anlamli
seviyede diisiik saptandi (Pgg< 0.00001, Pr/<0.00001, Pgg+rv<0.0001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama hiicre sayilari iizerine etkisinin gruplar
arasi degerlendirilmesi

24 saat

. GB grubunda belirlenen hiicre sayisi1 ortalamasi, FV ve GB+FV gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pr,<0.00001,
PGB+FV<O-00001)-

. FV grubunda belirlenen hiicre sayisi ortalamasi, GB grubunun ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.00001), GB+FV
grubunun ortalamast agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

(PGB+FV >005)

. GB+FV grubunda belirlenen hiicre sayist ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg<0.00001),
FV grubunun ortalamasi  agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmadi (Pry> 0.05).
72 saat

e (GB grubunda belirlenen hiicre sayis1 ortalamasi, FV  gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.0000001), GB+FV grubunun ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg+rv<0.00001).

e FV grubunda belirlenen hiicre sayist1 ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Pe<0.0000001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 seviyede diisiik saptand1 (Pgg+rv<0.000001).

e GB+FV grubunda belirlenen hiicre sayis1 ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Pce<0.00001), FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pry<0.000001).
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4.3 Hiicre Canliig ve Apopotik Indeks Bulgulari

Uygulamalarin apoptoz ile canli ve 6lii oranlar1 {izerine etkilerinin 24. ve 72.

saatlerde degerlendirilmesi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: Flow sitometri ile hiicre canlilig1 ve apoptoz analizi A. Flow sitometri
histogramlar1: Sol alt taraftaki boliim canli hiicreleri (Anneksin V-; Pl-), sag alt
taraftaki boliim erken apoptotik hiicreleri (Anneksin V+; PI-), sag tist taraftaki
boliim geg apoptotik hiicreleri (Anneksin V+; PI+) ve sol iist taraftaki boliim ise 6l
hiicreleri gostermektedir; B. 24. ve 72. saatlerdeki canli KML hiicre orani grafigi;
C. 24. ve 72. saatlerdeki erken apoptoz ve ge¢ apoptoz oranlarinin toplami olan
apoptotik KML hiicre oran1 grafigi; D. 24. ve 72. saatlerdeki 6lii KML hiicre orani
grafigi. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit; GB+FV, Kombinasyon
grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde gosterildi.
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4.3.1. Canli KML Hiicre Oranlar

e Deney grubu canli hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlari ile
karsilastirildiginda  24. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli seviyede
diistik saptand1 (Pce<0.0000001, Prv<0.000000000001,
Pce+rv<0.000000000001).

e Deney grubu canli hiicre oranlari, kontrol grubu canli hiicre oranlari ile

karsilastirildiginda 72. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli
seviyede diisiik saptandi (Pee< 0.00000001, Pg/<0.000000000001,
Pee+rv<0.001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama canh hiicre oranlar iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi
24 saat

e GB grubunda belirlenen canli hiicre orani ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (Pry<0.00001, Pgg+rv<0.00001).

e FV grubunda belirlenen canli hiicre oranit ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik  saptandi
(Pe<0.00001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (Pg/>0.05).

e GB+FV grubunda belirlenen canli hiicre orani ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Pee<0.00001), FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (Pgy>0.05).

72 saat

e GB grubunda belirlenen canli hiicre orani ortalamasi, FV gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.000000001), GB+FV grubunun ortalamasindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg+rv<0.000001).

e FV grubunda belirlenen canli hiicre oranit ortalamasi, GB grubunun

ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
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4.3.1

(Pce<0.000000001),  GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel
olarak anlamli seviyede diisiik saptandi  (Pgg+ry<0.0000001).

GB+FV grubunda belirlenen canli hiicre orami ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Pee<0.000001), FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pry<0.0000001).

Apoptotik KML Hiicre Oranlar:

Deney grubu toplam apoptoz oranlari, kontrol grubu toplam apoptoz oranlari
ile karsilastirildiginda 24. saat ortalamalari istatistiksel olarak anlamli
seviyede yiiksek saptandi (Pee< 0.000001, Pgy<0.00001,
Pee+rv<0.000001).

GB ve FV deney gruplar toplam apoptoz oranlari, kontrol grubu toplam
apoptoz oranlart ile karsilastirildiginda 72. saat ortalamalari istatistiksel
olarak anlamli seviyede diisik saptandi (Pgg< 0.0000000001,
Prv<0.0000001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (Pgg+ry > 0.05).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama apoptoz oranlari iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi

24 saat

GB grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlar1 ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Prv<0.0001), GB+FV grubunun ortalamasi istatistiksel olarak anlamli
seviyede diisiik saptandi (Pgg+ry<0.001).

FV grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlar1 ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptand1 (Pcg<0.0001, Pgg+rv<0.000001).

GB+FV grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlar1 ortalamasi, GB ve FV
gruplariin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek

saptand1 (Pgg<0.001, Pr,<0.000001).
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72 saat

GB grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlar1 ortalamast GB+FV
grubunun ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptandt  (Pgg+rv<0.000000001), FV grubunun ortalamasi acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (P, > 0.05).

FV grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlari ortalamasi, GB+FV
grubunun ortalamasindan  istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek
saptandt (Pgg+rv<0.00000001), GB grubunun ortalamasi  agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Pr,>0.05).

GB+FV grubunda belirlenen toplam apoptoz oranlar1 ortalamasit GB ve FV
gruplarmin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik

saptand1 (Pcg<0.000000001, Pgy<0.00000001).

4.3.3. Olii KML Hiicre Oranlari

Deney grubu 6lii hiicre oranlari, kontrol grubu 6lii hiicre oranlart ile
karsilastirildiginda 24. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli seviyede

yiiksek saptandi1 (Pgg< 0.001, Pry<0.0000001, Pgg+ry<0.01).

GB+FV ve FV deney gruplar1 6li hiicre oranlari, kontrol grubu 6lii hiicre
oranlar ile karsilagtirildiginda 72. saat ortalamalar istatistiksel olarak anlamli
seviyede yiiksek saptandi (Pgg+rv<0.01, Pr/<0.0000001), GB grubunun
ortalamas1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi

(Pee>0.05).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama 6lii hiicre oranlari iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi

24 saat

GB grubunda belirlenen 6lii hiicre oranlari ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarinin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptand1 (Pry<0.0001, (Pgg+rv<0.05).

FV grubunda belirlenen o6lii hiicre oranlar1 ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplariin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek

saptand1  (Pgg<0.0001, Pgg+rv<0.01).
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e GB+FV grubunda belirlenen 6li hiicre oranlar1 ortalamast FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisilk saptandi
(Prv<0.000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak

anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.05).
72 saat

e GB grubunda belirlenen 6li hiicre oranlart ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplar1 ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Prv<0.0000001, Pgp+ry<0.01).

e FV grubunda belirlenen &lii hiicre oranlar1 ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin  ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptandi (Pcg<0.0000001, Pgg+rv<0.0000000001).

e GB+FV grubunda belirlenen 6lii hiicre oranlar1 ortalamast FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisik saptandi
(Prv<0.0000000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.01).

4.4 ELIZA Bulgulan

441 Kaspaz-3 Diizeyleri

Uygulamalarin Kaspaz-3 diizeyleri iizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Kaspaz-3 diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;
GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde
gosterildi.

e Deney grubu kaspaz-3 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-3 diizeyleri ile
karsilagtirildiginda  24. saat kaspaz-3 diizeyleri ortalamalari istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pee< 0.00000001,
Prv<0.0000000001, Pgg+rv<0.0000001).

e Deney grubu kaspaz-3 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-3 diizeyleri ile
karsilastinlldiginda  72. saat kaspaz-3 diizeyleri ortalamalar istatistiksel
olarak  anlamli  seviyede  yiiksek  saptandi  (Pgg<0.000000001,
Prv<0.00000000001, Pgg+rv<0.05).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama kaspaz-3 diizeyleri iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi
24 saat

e GB grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Prv<0.00001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak

anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry<0.0000001).
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e FV grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (Pgg<0.00001, Pgg+rv<0.000000001).

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi GB ve FV

gruplarinin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik

saptand1 (Pr/<0.000000001, Pgg<0.00000001).
72. saat:

e GB grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Prv<0.00001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak

anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry<0.000001).

e FV grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin  ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (P¢g<0.00001, Pgg+ry<0.000000001).

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-3 diizeyleri ortalamasi GB ve FV

gruplarinin ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik

saptandi (Pry<0.000001, Pgg<0.001).

4.4.2 Kaspaz-8 Diizeyleri

Uygulamalarin Kaspaz-8 diizeyleri lizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.4°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Kaspaz-8 diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;
GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde

gosterildi.

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

diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

Deney grubu kaspaz-8 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-8 diizeyleri ile
karsilagtirildiginda 24. saat kaspaz-8 diizeyleri ortalamalar: istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.01, Pg,<0.00000000001,
Pce+rv<0.000000001).

Deney grubu kaspaz-8 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-8 diizeyleri ile
karsilastinlldiginda  72. saat kaspaz-9 diizeyleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptand1 (Pce<0.00001,
Prv<0.000000000001, Pgg+ry<0.0000001).
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Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama kaspaz-8 diizeyleri iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi
24. saat

e GB grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptand1 (Pr,<0.000000000001, Pgg+ry<0.0000000000001).

e FV grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (Pcg<0.000000000001, Pgp+ry<0.0001).

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi

(Prv<0.0001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.0000000000001).
72 saat

e GB grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptandi (Pr,/<0.0000000001, Pgg+r<0.00000001).

e FV grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan olarak anlamli seviyede diisiik bulunmustur
(Pcs<0.0000000001, Pgg+rv<0.0001).

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-8 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi

(Prv<0.0001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.00000001).
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443

Kaspaz-9 Diizeyleri

Uygulamalarin Kaspaz-9 diizeyleri iizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Sekil 4.5: Kaspaz-9 diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;

GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde

gosterildi.

Farkh deneysel gruplarda 24. ve 72. saatlere iliskin olarak saptanan Kaspaz-9
diizeyi gruplararasi analizi sonucunda

Deney grubu kaspaz-9 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-9 diizeyleri ile
karsilastinlldiginda 24. saat kaspaz-9 diizeyleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli  seviyede yiiksek saptandi (Pge<0.000000000001,
Pr<0.0000000001, Pgg+ry<0.00000001).

Deney grubu kaspaz-9 diizeyleri, kontrol grubu kaspaz-9 diizeyleri ile
karsilagtirildiginda 72. saat kaspaz-9 diizeyleri ortalamalar: istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.00000000000001,
Prv<0.00000001, Pgg+ry<0.0000001).
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Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama kaspaz-9 diizeyleri iizerine etKisinin
gruplar arasi degerlendirilmesi

24 saat

e GB grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (Pr,/<0.0000000001, Pgg+ry<0.0000000001).

e FV grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisilk saptandi
(Pce<0.0000000001), GB+FV grubunun ortalamasindan diisiik olarak
saptandi ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Pee+rv>0.05).

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli olmayan seviyede yiiksek saptandi
(Prv>0.05), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli
seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.0000000001).

72 saat

e GB grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplariin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptandi (Pr,/<0.000000000001, Pgg+rv<0.000000000001).

e FV grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Pee<0.000000000001), GB+FV grubunun ortalamasindan diisiikk olarak
saptandi ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(PGB+FV>0-05)-

e GB+FV grubunda belirlenen kaspaz-9 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli olmayan seviyede yliksek saptandi

(Pr/>0.05), GB grubunun ortalamasi acisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede yliksek saptandi (Pgg<0.000000000001).
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4.4.4 Bax Diizeyleri

Uygulamalarin Bax diizeyleri iizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6: Bax diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit; GB+FV,
Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde gosterildi.

e Deney grubu Bax diizeyleri, kontrol grubu Bax diizeyleri ile
karsilagtirildiginda 24. saat Bax diizeyleri ortalamalar istatistiksel olarak
anlamli  seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.000001, Pgy<0.000001,
Pce+rv<0.000001).

e Deney grubu Bax diizeyleri, kontrol grubu Bax diizeyleri ile
karsilagtirildiginda 72. saat Bax diizeyleri ortalamalar istatistiksel olarak
anlamli  seviyede  yiksek  saptandi  (Pgg<  0.0000000000001,
Pry<0.000000001, Pgg+rv<0.00000000001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama Bax diizeyleri iizerine etkisinin gruplar
arasi degerlendirilmesi

24 saat

¢ GB grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV gruplarinin

ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.00000001, Pgg+Fv<0.000001).

e FV grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV gruplarinin

ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi

(PGB<0.00000001, PGB+FV<0-0000001)-
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4.4.5

GB+FV grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiliksek saptandi
(Prv<0.0000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg<0.000001).

72 saat

GB grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.0000000000001, Pgp+ry<0.00000000001).

FV grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV gruplarinin
ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Ps<0.0000000000001, Pgg+rv<0.00000000001).

GB+FV grubunda belirlenen Bax diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.00000000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 seviyede diisiik saptand1 (Pgg<0.00000000001).

Bcl-2 Diizeyleri

Uygulamalarin Bcl-2 diizeyleri tizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Bcl-2 SEVIYELERi (ng/ml)

6,0

5,0
4,0
=K
3,0
_ GB
2,0
mFV
1,0 I B GB+FV
0,0
24 72

ZAMAN (SAAT)

Sekil 4.7: Bcl-2 diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit; GB+FV,

Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde gosterildi.
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e Deney grubu Bcl-2 diizeyleri, kontrol grubu Bcl-2 diizeyleri ile
karsilastirildiginda 24. saat Bcl-2 diizeyleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg< 0.0000000001, Pgy< 0.0001,
Pee+rv< 0.00000001).

e Deney grubu Bcl-2 diizeyleri, kontrol grubu Bcl-2  diizeyleri ile
karsilastirildiginda 72. saat Bcl-2 diizeyleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlaml seviyede yiiksek saptandi (Pce<0.00000000000001,
Prv< 0.00000001, Pgg+ry< 0.000000000001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama Bcl-2 diizeyleri iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi
24 saat

e GB grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplarimin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek
saptand1 (Pry< 0.00001, Pgg+rv< 0.001).

e FV grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarmin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptand1 (Pcg<0.00001, Pgg+rv<0.0001).

e GB+FV grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Prv<0.0001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede diisiik saptandi1 (Pgg<0.001).
72 saat

e GB grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi, FV ve GB+FV
gruplariin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek
saptand1 (Pry/<0.00001, Pgg+ry<0.001).

e FV grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi, GB ve GB+FV
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik
saptand1 (Pgg<0.00001, Pgg+rv<0.001).

e GB+FV grubunda belirlenen Bcl-2 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Prv<0.001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede diisiik saptandi (Pgg<0.001).
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446 NF-kB Diizeyleri

Uygulamalarin NF-kB diizeyleri iizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.8’de gosterilmistir.

NF-kB SEVIYELERI (ng/ml)

1,20
1,00

mK
0,80

. GB
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=FV
0,40 m FV+GB
0,20
0,00

72
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Sekil 4.8: NF-kB diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;
GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde

gosterildi.

Deney grubu NF-kB diizeyleri, kontrol grubu NF-kB diizeyleri ile
karsilastirlldiginda 24. saat NF-kB diizeyleri ortalamalar: istatistiksel olarak
anlamli seviyede disiik saptandi (Pge<0.001, Pgy<0.001, Pgp+pv<
0.0000001).

Deney grubu NF-kB diizeyleri, kontrol grubu NF-kB diizeyleri ile
karsilastirildiginda 72. saat NF-kB diizeyleri ortalamalar istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg< 0.00000001, Pry< 0.000001, Peg+rv<
0.000001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama NF-kappap diizeyleri iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi

24 saat

GB grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan diisiik bulunmustur, ancak bu istatistiksel olarak anlamli
seviyede  degildir (Pry>0.05), GB+FV grubunun ortalamasi ag¢isindan
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi  (Pgg+rv< 0.001).
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447

FV grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan yiiksek bulunmustur saptandi, ancak bu istatistiksel olarak
anlamli seviyede degildir (Pry>0.05), GB+FV grubunun ortalamasindan
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry<0.00001).

GB+FV grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamast FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisilk saptandi
(Prv<0.00001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede diisiik saptandi (Pgg<0.001).
72 saat

GB grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede  diisikk saptandi
(Prv<0.00001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg+ry<0.05).

FV grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Pee<0.00001), GB+FV grubunun ortalamasi ile Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry<0.00001).
GB+FV grubunda belirlenen NF-kB diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Prv<0.00001), GB grubunun ortalamasi  agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.05).

Midkin Diizeyleri

Uygulamalarin MK diizeyleri iizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9: Midkin diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;
GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde
gosterildi.

e Deney grubu midkin  diizeyleri, kontrol grubu MK  diizeyleri ile
karsilagtirildiginda 24. saat MK diizeyleri ortalamalari istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptand1 (Pc8<0.0000000000001,
Prv<0.00000000001, Pgg+rv<0.00000000000001).

e Deney grubu MK diizeyleri, kontrol grubu MK diizeyleri ile
karsilastirlldiginda 72. saat MK diizeyleri ortalamalar1 istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg< 0.0000000000001, Pr,<0.0000001,
Pee+rv<0.00001).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama MK diizeyleri iizerine etkisinin gruplar

arasi degerlendirilmesi
24 saat

e (GB grubunda belirlenen MK diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.000000000001), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel
olarak anlamli seviyede diisiik saptandi  (Pgg+ry< 0.001).

e FV grubunda belirlenen MK diizeyleri ortalamasi, GB grubunun

ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi

43



4.4.8

(Pce<0.000000000001), GB+FV grubunun ortalamasindan istatistiksel
olarak anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg+ry<0.00000000000001).

GB+FV grubunda belirlenen MK diizeyleri ortalamasi FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiliksek saptandi
(Prv<0.00000000000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.001).

72 saat

GB grubunda belirlenen MK diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan yiiksek bulunmustur, ancak bu istatistiksel olarak anlamli
seviyede degildir (Pr/>0.05), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek bulunmustur (Pgg+rv<
0.00000000000000001).

FV grubunda belirlenen MK diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan diisiik bulunmustur ancak bu istatistiksel olarak anlamli
seviyede degildir (Pry>0.05), GB+FV grubunun ortalamasi ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(PeB+rv< 0.0000001).

GB+FV grubunda belirlenen MK  diizeyleri ortalamasi, FV ve GB
gruplarinin ortalamalarindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik

saptand1 (Pr,<0.0000001, Pcg<0.00000000000000001).

RIPK-1 Diizeyleri

Uygulamalarin RIPK-1 diizeyleri tizerine etkilerinin 24. ve 72. saatlerde

degerlendirilmesi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. RIPK-1 diizeyleri. K, Kontrol grubu; GB, Gojiberry; FV, Fertilovit;
GB+FV, Kombinasyon grubu. Grafiklerdeki veriler ortalama (n:18)+ SD seklinde

gosterildi.

Deney grubu RIPK-1 diizeyleri, kontrol grubu RIPK-1 diizeyleri ile
karsilastirildiginda 24. saat RIPK-1 diizeyleri ortalamalar1 GB+FV grubu
hari¢  istatistiksel  olarak  anlamli  seviyede  yiiksek  saptandi
(Pcs<0.000000001, Pgy< 0.00000001, Pgg+rv>0.05).

Deney grubu RIPK-1 diizeyleri, kontrol grubu RIPK-1 diizeyleri ile
karsilagtirlldiginda  72. saat RIPK-1 diizeyleri ortalamalar1 istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg<0.01, Pgy<0.0000001,
Pee+rv<0.01).

Gruplarin 24. ve 72. saatlerde ortalama RIPK-1 diizeyleri iizerine etkisinin

gruplar arasi degerlendirilmesi

24 saat

GB grubunda belirlenen RIPK-1 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Prv<0.05), GB+FV grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+rv< 0.05).

FV grubunda belirlenen RIPK-1 diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yliksek saptandi
(Prv<0.05), GB+FV grubunun ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli

seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry<0.00000001).
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GB+FV grubunda belirlenen RIPK-1 diizeyleri ortalamast FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisilk saptandi
(Prv<0.00000001), GB grubunun ortalamasi agisindan istatistiksel olarak
anlamli seviyede diisiik saptandi (Pgg<0.05).

72 saat

GB grubunda belirlenen RIPK-1 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik saptandi
(Prv<0.000001), GB+FV grubunun ortalamast agisindan diisiik saptandi
(PeB+rv<0.05).

FV grubunda belirlenen RIPK-1  diizeyleri ortalamasi, GB grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi
(Prv<0.000001), GB+FV grubunun ortalamasi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek saptandi (Pgg+ry< 0.0001).
GB+FV grubunda belirlenen RIPK-1 diizeyleri ortalamasi, FV grubunun
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiikk saptandi
(Prv<0.0001), GB grubunun ortalamasi agisindan yiiksek saptandi, ancak bu
istatistiksel olarak anlamli seviyede degildir (Pgg>0.05).
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5 TARTISMA VE SONUC

Pubmedde yapilan (Iycium barbarum OR goji berry) AND (leukemia OR acute
myeloid leukemia OR chronic myeloid leukemia) anahtar kelime gruplar1 ile
yapilan arama sonucunda GB’nin l6semide proliferasyonu durdurucu, tedavi
edici etkisi {izerine iki ¢alisma bulundu. Gan ve ekibi, GB polisakkaridlerini
(GBP) 20-1000 mg/L konsantrasyon araliginda HL-60 hiicreleri iizerinde
uygulamis, bunun sonucunda hiicre biiylimesini doza bagli ve membran
akiskanligin1 azaltma yolu ile gosterdigini kanitlamislardir [3]. Huang ve
ekibinin yaptig1 arastirmada total GB flavonoidlerinin (tGBF) fare lenfositik
losemi hiicrelerinde (L1210) 1s1 c¢ikisina nasil etki ettigi arastirilmis ve

tGBF’nin 1s1 ¢ikisin1 durdurdugunu goéstermislerdir [13].

Gan ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada, GB’nin HL-60 AML hiicrelerinde
NF-kappaB ve kaspaz-3 aktivasyonunu izleyen Poly (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) boliinmesi ve sonunda da DNA parcalanmasi ile sonuglanan apoptoza
neden oldugu saptandi [3]. Zhu ve arkadaslarinin insan servikal karsinoma
hiicrelerinde (HeLa) yaptigi GBP’lerin kullanildigi bir arastirmada GB’nin i¢
apoptoz sinyal yolunu (mitokondriyal sinyal yolu) aktifleyerek etki ettigini
gostermistir [43]. Bu calismanin yaninda Luo ve ekibinin yaptigi diger bir
calismada da kullanilan GBP, iki farkli prostat kanser hiicresinde (PC-3,DU-
145) denenmis ve apoptotik hiicre oraninda artis goriilmiis, bu artisin Bcl-2
seviyelerinin azaltilmasi ve bax oranlarinin ise artirilmasi yolu ile i¢ apoptotik
yolun tetiklenmesi ile gerceklestigi goriilmiistiir [44]. Ceccarini ve ekibi,
fenolik GB bilesenlerinin  karaciger kanser hiicrelerinde (HepG2) oksidatif
stres, proliferasyon, programli hiicre 6liimii ve kanser gen ekspresyonlarini
diizenleyerek etkilerini gosterdigini saptamistir [45]. Bu c¢alismada, diger
calismalar ile uyumlu olarak KML kanser tipinde ve K562 hiicre soyunda
apoptoz indiiksiyonu goriilmiis ve bu indiiksiyonun onlarla uyumlu olarak ig
(mitokondriyal) apoptotik yolag1 aktifleyerek (nekroapoptotik yolak iizerinden
degil) zamana bagli oldugu gosterildi. Buna ek olarak, GB’nin etkisinin

nekroapoptotik yolak iizerinden arastirilmasina dair yine Pubmedde yapilan
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(lycium barbarum OR goji berry) AND (necroapoptosis) anahtar kelime gruplari
ile yapilan arama sonucunda higbir yayin bulunamadi. Bu durum ayni zamanda
apoptotik protein seviyeleri lizerinden de dogrulandi. 72. saat sonunda hiicre
sayisini ile canliligi azaltmada ve apoptotik hiicre oraninini1 artirmada GB,
FV’den sonra 2. sirayr aldi. Buna gore FV’den sonra 2. yiiksek kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 seviyeleri istatistiksel anlamlilikla yine GB grubunda
saptandi. Bax seviyelerine incelendiginde 72 saat sonunda diisiik bulunsa da
tlim gruplarin yine bax seviyelerini istatistiksel olarak anlaml1 derecede artirdigi
ve en yiiksek bax seviyesinin GB grubunda oldugu goriildi. Bcel-2 seviyeleri
i¢in de 72. saat sonunda ayn1 bulgular saptandi. Tiim gruplarin, nekroapoptotik
yolak sinyal proteini olan RIPK-1 seviyelerini (ihmal edilebilir derecede diisiik)
istatistiksel olarak anlamli artirdigi goriildii. Ancak, RIPK-1 ve yine ayni
yolakta gorevli kaspaz-8 seviyelerinin ¢ok diisiik seviyelerde (ihmal edilebilir
derecede diisiik) bulunmasi nekroapoptotik yolak iizerinden GB’nin etkilerini
gostermedigini bize kanitladi. NF-kB’nin KML’de BCR-ABLI1 tirozin kinazin
alt yolaginda yer alarak hiicre yasamina ve proliferasyona neden oldugu ve
seviyelerinin yiiksek oldugu daha oOnceki calismalarda gosterilmistir [46].
Calismamizda, ihmal edilebilir seviyelerde diisiik olan NF-kB seviyeleri tiim
gruplarda istatistiksel anlamli olarak kontrolden diisiik bulundu. En diisiik
seviye, istatistiksel anlamli olarak GB grubunda saptandi. Buna goére anti-

apoptotik hiicre yanitinda NF-kB’nin gorevi olmadig1 saptandi.

Temel amaci hamilelik oncesi destek saglamak olan FV’de onu olusturan farkl
konsantrasyonlardaki C vitamini, E vitamini, Koenzim Q gibi bilesenlerin kanser ve
anti-kanser etkileri yayinlarda ayri ayri ve losemi dahil gesitli kanser tiplerinde
gosterilmis [15,16,34,47,48] olsa da FV’nin bu konudaki etki tarzina uygun herhangi
bir yayin bulunamamistir. Vitamin C (Vit C) igerigi cok yiiksek olan GB
diisiiniildiiginde de kanser tedavisinde kansere dogru gelisim gibi farkli sonuglarin
goriilebilme ihtimali vardir. Ornegin, vitamin C’nin segici olarak bazi timdr
hiicrelerinde (melanom, ndroblastom, AML) anti-oksidan etki yerine pro-oksidan
olarak da davrandigi birgok calismada gosterilmistir [49-51]. De Laurenzi ve
arkadaslari, ndéroblastoma ve melanoma hiicrelerine 10 nM-1 mM doz araliginda
uyguladiklar1 Vit C’nin apoptoza neden oldugunu gdstermis [49], ancak Park ve

arkadaglarinin yaptig1 ¢caligmada ise Vit C’nin fare myeloma hiicrelerinin biiylimesini
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in vitro koloni testinde diizenledigini gostermistir [48]. Ayni ¢alismada, AML’li ve
myelodisplastik sendromlu (MDS) hastalarin 16semik progenitor (6ncii) hiicrelerinin
bliylimesini diizenledigini gostermistir [48]. Yine ilk defa bu c¢alismada, FV’nin
KML hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak dis apoptotik yolagi indiikleyerek
gerceklestirdigini  bu caligmada gosterildi. 72. saat sonunda hiicre sayisini ile
canlilif1 azaltmada ve apoptotik hiicre oraninini artirmada en etkili grup, en yliksek
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 seviyeleri ile istatistiksel anlamlilikla FV grubu
olarak saptandi. Diisiik saptanan Bax ve Bcl-2 seviyelerindeki en diisiik artis yine
istatistiksel anlaml1 olarak FV grubunda saptandi. Ihmal edilebilir RIPK-1 degerleri
konusunda da en yiiksek deger istatistiksel anlamli olarak FV grubunda saptandi.
Tiim bu sonuglar, GB’de oldugu gibi FV’nin i¢ apoptoz yolu ile nekroapoptoz yolu
ile etki gostermedigini bize kanitladi. GB’de belirtildigi iizere ihmal edilebilir
diizeyde saptanan NF-kB seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli en diisiik azalma
FV grubunda saptandi. Buna gore anti-apoptotik hiicre yanitinda NF-kB’nin gorevi

olmadig1 saptandi.

Chen ve arkadaslarinin hayvanlarda ve kiiltiirde yaptig1 arastirmada, GBP’ler
interferon-a ile birlikte bobrek karsinoma hiicre hattinda uygulanmis ve bunun
sonucunda uygulamanin hiicre sayisini azaltarak, hiicre biiyiimesini durdurarak
ve apoptozu baglatarak (siklin DI, c-Myc ve bcl-2 seviyelerini azaltip bax
seviyelerini artirmasi) etki gostermesi “sinergistik immunoterapotik etki” olarak
tanimlanmistir [52]. Xin ve arkadaslarinn yaptigi diger bir ¢alismada GB’nin
doksorobisinin (DXR) olusturtugu oksidatif stresi engelleyerek kalbe verdigi
hasar1 engelledigini ve GB ile DXR’nin toksisiteyi azaltmak ic¢in birlikte
kullanilabilecegi sonucuna ulasildi [53]. Lu ve arkadaslarinin yaptigi
arastirmada GBP’lerin akciger kanseri verilen C57 BL fareleri radyoterapiye
duyarh hale getirdigi fakat tek basina uygulanan GBP’nin tiimori geriletmedigi
saptand1 [54]. Gao ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir arastirmada GBP’lerin
PCI12 hiicrelerinde 6-hidroksidopamin kaynakli apoptozu engelleyerek hiicreleri
korudugu goriildii [55]. Mevcut ¢alismada yaptigimiz GB ile FV kombinasyonu
ille Vit C, Vit E gibi antioksidanlarin yiliksek dozunu saglayarak kansere
ve/veya uygulanan kanser tedavisine bagli veya bagli olmayan kisirlik ve/veya
iireme saglhiginda bozulma yasayan ve ayni zamanda kanser ozellikle 16semi

olan ve/veya kanser tedavisi ve sonraki asamaya erisen hastalarda tedavide
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basariy1, l0seminin tekrar olusma riskini azaltmay1 ve hayat kalitesinde artis1
hedeflemistik. Kombinasyon grubunun yine tekli gruplarda oldugu gibi hiicre
sayisinda azalmaya yol actigini ve etkisini yine GB ve FV’deki goriilen ayni

protein seviyelerinden yola ¢ikarak dis apoptotik yolak ile gosterdigini saptadik.

Ancak kombinasyon grubundaki gerek hiicre sayisindaki azalma orani gerekse
apoptoz indiiksiyonu, tekli uygulanan gruplara gore ¢ok daha azdi, buna gore
etki mekanizmas1 antagonist etki olarak degerlendirildi. En diisiik kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 seviyeleri ile istatistiksel anlamlilikla kombinasyon
grubunda saptandi. RIPK-1, Bax ve Bcl-2 seviyelerinin artirilmasinda ise
kombinasyon grubu istatistiksel anlamlilikla 2. sirada yer aldi. Tekli gruplarda
belirtildigi iizere ihmal edilebilir diizeyde diisiik saptanan NF-kB seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli 2. diisiik seviye kombinasyon grubunda saptandi.
Buna gore tekli gruplarda oldugu gibi kombinasyon grubuna karst olusan anti-

apoptotik hiicre yanitinda NF-kB’nin rolii olmadig1 saptandi.

MK, 13 kDa agirliginda, sitokin gorevleri bulunan, heparine-bagli biiyiime
baglantil1 bliylime faktoriidiir. Embryonik donemde mid-gestasyon doneminde
cok yiiksek eksprese edilse de yetiskinde seviyeleri oldukca azalir ve/veya
kaybolur [56]. MK etkilerini anaplastik lenfoma kinaz (ALK), protein tirozin
fosfataz (PTP) -C, Notch 2, diisiikk yogunluklu lipoprotein reseptdr iligkili protein
(LRP), proteoglikanlar ve integrinleri kapsayan ¢esitli reseptorler araciligiyla

gostermektedir [56].

MK’nin inflamasyon (iltihap), bagisiklik, kan basinci, gelisim, doku korunmasi,
doku yenilenmesi, doku onarimi, kanser [tiimOr biiylimesi, kemorezistans,
transformasyon, anti-apoptoz, epitelyal mezenkimal gecis (EMT) dahil olmak
tizere] ve hiicre kaderi tayininde (otofajiden hiicre yasamasina ya da hiicre
olime kadar (otofaji / apoptozis) farkli biyolojik rolleri bulunmaktadir [58].
Yiiksek MK seviyeleri 16semi de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tipinde
saptanmis ve kotii prognoz ile baglantili oldugu gosterilmistir [56]. Bu
calismada, anti-apoptotik/diren¢/yasam proteinleri kapsaminda GB’nin ve
FV’nin degerlendirmesi ilk defa yapilmis olup her iki farkli ajaninda MK
seviyelerini artirdig1 saptanmistir. En yliksek MK seviyesi 72. saat sonunda, GB
grubunda saptanmistir ancak bu deger FV grubuna ¢ok yakindir ve FV ile GB

MK seviyeleri arasinda istatistiksel olarak da anlamli bir fark bulunmamaistir.
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Kombinasyon grubunda 72. saat sonunda artis saptanmis olsa da bu deger
kontrol grubuna yakin bir degerdir ve kontrol grubu ile arasinda istatistiksel
olarak da anlamli bir fark bulunmamistir. GB ve FV gruplan ile kontrol grubu
arasindaki fark yiiksek olup istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Bu da
calismamizda 16semi tedavisinde etkin olarak saptanan tekli GB ve FV
gruplarina  hiicrenin diren¢ olarak yanitinin MK proteini iizerinden

gergeklestigini bize gostermektedir.

Sonug olarak,

Bu c¢alismada ilk defa, 1) GB’nin AML kanser tipinde anti-kanser etkisi
oldugunu ve bunu dis apoptotik yolak tizerinden gerceklestirdigini, 2) GB’nin
AML kanser tipinde nekroapoptotik yolu kullanmadigini, 3) FV’nin AML
kanser tipinde anti-kanser etkisi oldugunu ve bunu dis apoptotik yolak
tizerinden gergeklestirdigini, 4) FV’nin AML kanser tipinde nekroapoptotik
yolu kullanmadigini, 5) GB ile FV’nin birlikte kullaniminin antagonist etki
gosterdigini, yine dis apoptotik yolak iizerinden etki gdsterdigini ancak bunu dis
apoptotik yolak aktivasyonunu azaltarak gergeklestirdigini, 6) Tiim gruplarin
diren¢ mekanizmasinin ilk defa MK proteini iizerinden degerlendirildigi ve
anti-apoptotik yanita MK proteini ilizerinden yanit verdigini gosterdik.
Calismamiza gore vardigimiz sonug, GB ile FV’nin kombine kullaniminin
kanser tedavisinde, Oncesi ve sonrasinda ve hatta saglikli bireylerde tehlikeli
oldugu ve yapilmamas1 gerektigidir. Tek basina FV ve GB kanser tedavisinde

ozellikle arastirdigimiz AML tipi 16semi tedavisinde kullanilabilecegidir.
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